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SEZNAM ZKRATEK

5-ALA - kyselina 5-aminolevulova

ATP - adenosintrifosfat

Cd-Chl - chlorofyl, v jehoZ molekule byl atom hof¢iku nahrazen kadmiem
Chl - chlorofyl

C; — intracelularni koncentrace CO,

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

HEPES — N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-(ethansulfonova kyselina)
HPLC- vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického high-performance liquid
chromatography)

HPS - proteiny teplotniho $oku (z anglického heat shock proteins)
NADPH - nikotinamidadenosindinukleotidfosfat

PBG - porfobilinogen

PGK - 3-fosfoglyceratkinasa

PHQ - feofytiniza¢ni koeficient

PN - rychlost &isté fotosyntézy

POR - protochlorofylidoxidoreduktasa

PSI - fotosystém I

PSII - fotosyntém II

RC - reakéni centrum

tRNA - transferova ribonukleova kyselina



TEORETICKA CAST

1. DOPAD KADMIA NA ZIVE ORGANIZMY

Toxicita téZkych kovi je jeden z hlavnich abiotickych strest, ktery vede k poskozeni
zdravi u rostlin i u Zivodichi. V poslednim desetileti je toxicité téZkych kovi vé€novana stale
vétsi pozornost (Prasad, 1995). Kadmium je pomémé vzacny prvek, ktery nema funkci
esencidlniho kovu v Zidném Zivém organizmu, proto je i v malych koncentracich pro Zivé
organizmy vysoce toxicky (Lagriffoul a kol., 1998). V nedavné dob€ bylo zjiit€no, Ze vyjimku
tvofi moftska rozsivka Thalassiosira weissflogii, u které byl nalezen metaloenzym obsahujici
kadmium (Lane a kol.,, 2005). U savci se kadmium hromadi v jatrech a ledvinach
(Ouzounidou a kol., 1997) a je prokazano, 2¢ ma karcinogenni G€inky. Rostliny pfijimaji
kadmium kofeny a nasledné se hromadi ve vSech &astech jejich téla: v kofenech, stoncich,
plodech atd. To je hlavni cesta, jak se kadmium dostava do potravniho fetézce (Lagriffoul a
kol., 1998). Bylo zjisténo, Ze asi 70 % kadmia, které se dostava do lidského téla, pochazi
z potravy rostlinného ptivodu (Ouzounidou a kol., 1997). Kadmium je velmi dobfe rozpustné
ve vodé, z kontaminované vody tedy mohou byt pfimo zasaZeni vodni Zivo¢ichové, a to je
dalsi vstup kadmia do potravniho fetézce (Lagriffoul a kol., 1998).

Kadmium je stfibrity, mékky, kujny a tazny kov, jehoZ nejbéZzné&j$im oxidaénim stavem
je +II. Ma velmi nizkou teplotu tani - 765 °C, takZe se snadno vypaiuje a dostava do ovzdusi.
Kadmium je hojné uZivano v primyslu, a to napf. pfi vyrob& baterii (Ni-Cd), stabilizaci
polyvinylchloridu pfi vyrobé plasti, v automobilovém primyslu nebo k tvorbé ochrannych
povrchi a pokovovani. Také bylo zjisténo, Ze néktera fosfiatova hnojiva obsahuji vysoka
mnoZstvi kadmia (Prasad, 1995). Vysoké obsahy tohoto té¢Zkého kovu v rostlinich jsou
pozorovany na pudach, v jejichZ mate¢né horniné se kadmium vyskytuje, nebo na pidéach
zasaZzenych antropogennim pusobenim (Lagriffoul a kol., 1998).

U rostlin kadmium zplsobuje fadu zdvaznych zmén: vede k inhibici fotosyntézy,
potlaceni rustu, dochazi k aktivaci &i inhibici enzyma (Prasad, 1995). Kadmium ovliviiuje
aktivity mnoha enzymd, jako napf. enzymi Citratového cyklu, pentosofosfatového cyklu
(Lagriffoul a kol., 1998) nebo enzymii zapojenych do biosyntézy chlorofylu (Dai a kol., 2006;
Ouzounidou a kol., 1997). Dale mimo jiné zasahuje do ¢innosti priduchi, ovlivituje vodni
reZim rostliny a pfi pusobeni kadmia byl pozorovan také vznik reaktivnich forem kysliku .



Existuje nékolik faktord, které ovliviiuji pfistup kadmia do rostlin. Patfi mezi né&
pfedevsim pH, mnoZstvi chloridii nebo jinych téZkych kovii v ptidé. Napt. NaCl v ptid¢€ pisobi
jako antagonista toxicity téZkych kovi. Pfistup kadmia do rostlin sniZuje vy$si koncentrace
Ca®* v piid& a nizké pH, protoZe ionty Ca®* a ionty H' (pfi nizkém pH) sout&i s ionty Cd** o
vazebné misto na membranovych pfenaseéich (Prasad, 1995).

Rostliny si vyvinuly celou fadu ochrannych mechanizmi, které souZi k detoxikaci
kadmia. Mezi nejbéZnéj$i ochranné mechanizmy patfi: syntéza sloucen vazajicich kadmium
(fytochelatiny) a jejich stabilizace sulfidovymi ionty nebo dal$i moZnosti obrany je syntéza
proteinu teplotniho Soku (Prasad, 1995). Byly také objeveny rostliny, které jsou schopny
akumulovat t&Zké kovy bez viditelného zpomaleni ristu. Této schopnosti se vyuZiva v novych
biotechnologickych procesech zvanych fytoremediace (Zitka et. al, 2007).

2. KADMIUM A FOTOSYNTEZA

2.1 Obecn4 charakteristika oxygenni fotosyntézy

Zivot na zemi je zavisly na slunci. Rostliny, fasy a sinice poutaji svételnou energii a
fotosyntézou ji méni na energii chemickou. Fotosyntéza je tedy pochod pohanény svétlem,
vnémz se CO, vaze tak, Ze vznikaji sacharidy a jako vedlejsi produkt se uvoliiuje kyslik. Pt
oxygenni fotosyntéze slouZi jako donor protonii a elektroni voda. Fotosyntézu lze popsat

zjednodusenu sumarni rovnici:

hv ATP
IH,0+CO;, <+  CH,0+H,0+0,
pigmenty

kde CH,O zna¢i vznikly sacharid.

U fas a vysSich rostlin je fotosyntéza lokalizovana v chloroplastech. Fotosyntetické
procesy rozdélujeme do dvou fazi: prvni faze fotosyntézy se nazyva svételna neboli primarni.
Probiha v thylakoidni membrané a dochazi k absorpci energie svételného zafeni fotosyntetickymi
pigmenty a k tvorbé ATP a redukovanych forem redukujicich agens: ferredoxinu a NADPH.
V této fazi se také uvoliiuje kyslik. Nasleduje faze sekundarni neboli temnostni. V sekundarni
fazi jsou produkty priméarni faze (ATP a NADPH) vyuzZity k fixaci atmosférického CO, a
zabudovani uhliku do molekuly sacharidu v Calvinové cyklu. Sekundarni faze je lokalizovana ve
stomatu chloroplasti (Pavlova, 2005).



Primarni faze fotosyntézy probihd na <&tyfech supramolekularnich komplexech

v thylakoidni membrané.

1. Fotosystém II (PSII) — katalyzuje rozklad vody za uvolnéni molekularniho kysliku.
Prostfednictvim pohyblivych molekul pastochinonu je funk&éné spojen s komplexem
cytochromi bg/f.

2. Cytochrom be/f — pfenasi elektrony z PSII na PSI.

Fotosystém I (PSI) — elektron pro své reakéni centrum ziskava z cytochromového komplexu
be/f a jeho prenosem na feredoxin redukuje NADP".

4. ATP-syntasa — vyuZivé protonovy gradient vytvofeny pfenosem elektronii k syntéze ATP na
vnéj$im (stomatilnim) povrchu thylakoidni membrany. (Prochazka a kol., 1998)
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Obr. 1: Schematické znazorn&ni thylakoidni membrany a sloZek jejiho Fetézce prenosu elektroni.
Upraveno podle Voet a Voetova (1995).

Fotosystémy jsou tvofeny jadrem a perifernim své&tlosb&rnym komplexem. Své&tlosb&mé
komplexy obsahuji 200 aZ 300 molekul chlorofylu @ i b a &etné xanthofyly. Proteiny
svétlosbérnych komplexi jsou integrdlni membranové proteiny, obsahuji tfi hydrofobni oblasti,
které je kotvi k membrané thylakoidu. K jednomu proteinu se vaze 10 az 12 molekul chlorofylu
(a i b vriznych pomérech) a 2 aZ 3 molekuly xanthofyli. Jidra fotosystémi tvoii proteiny
reakéniho centra (RC), tzv. anténni komplex jadra (proteiny vazajici chlorofyl a a B-karoten) a
dalsi strukturdlni proteiny.

Jadro PSII je tvofeno RC, hydrofobnimi proteiny, které vaZou asi 40 molekul chlorofylu a
a B-karoten, strukturnimi proteiny a cytochromem bssg. Reakéni centrum PSII je tvofeno dvéma



proteiny D1 a D2, na které se vazou dvé molekuly chlorofylu a. Chlorofyl a v této pozici ma
absorpéni maximum pfi 680 nm a oznacuje se P680 (pigment s absorpénim maximem 680 nm).
Na proteiny D1 a D2 jsou dile vazany ptenasede elektronu (feofytin, Zelezo a dvé molekuly
plastochinonu Qa a Qg). Souéasti reak&niho centra PSII je také komplex OEA (z anglického
oxygen evolving komplex), v némz dochazi k rozkladu vody a uvoliiovéni kysliku.

Jadro PSI je tvofeno RC a strukturnimi proteiny, které vazou 50 az 100 molekul
chlorofylu a a B-karoten. Reakéni centrum PSI tvofi heterodimer hydrofobnich proteinti PsaA a
PsaB, na stomatarni strané jsou pfipojeny hydrofobni podjednotky jadra PsaC a PsaD, na strané
lumenu je asociovana hydrofobni podjednotka PsaF. Na proteiny PsaA a PsaB se vaze dimer
chlorofylu a, ktery ma absorp&ni maximum pfi 700 nm a znadi se P700. Molekula chlorofylu a je
prvni akceptor elektronu, znatena Ay. Podjednotka PsaF zajituje interakci s plastocyaninem —
donorem elektronu pro P700 (Pavlova, 2005).

CO; se ve fotosyntéze vaze enzymovymi reakcemi Calvinova cyklu. V prvé &asti tohoto
cyklu reaguji tfi molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu se tfemi molekulami CO, za vzniku Sesti
molekul glyceraldehyd-3-fosfatu, za spotfeby deviti molekul ATP a $esti molekul NADPH.
V druhé ¢&asti cyklu se atomy péti molekul glyceraldehyd-3-fosfatu preskupi tak, Ze vzniknou tfi
molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu, jejichz karboxylaci cely cyklus zakini. Sestd molekula
glyceraldehyd-3-fosfatu, ktera je produktem Calvinova cyklu, se vyuZije na syntézu sacharidd,
aminokyselin a mastnych kyselin (Voet a Voetova, 1995).

2.2 Vliv kadmia na fotosyntézu

Kadmium ovliviluje jak primarni, tak i sekundarni fazi fotosyntézy. TéZzké kovy mohou
pfimo inhibovat elektronovy transport béhem primarni faze fotosyntézy, ale i aktivity enzymu
Calvinova cyklu nebo asimilaci CO, v prib&hu sekundarni faze. Pfedpoklada se, Ze
sekundarni faze fotosyntézy je k pisobeni téZkych kovu citlivéj$i neZ faze primarni. Kromé
pfimého plsobeni mohou téZké kovy pusobit na fotosyntetické procesy nepfimo: mohou
indukovat oxidativni stres, naruS$ovat metabolizmus vody a minerdli a normalni syntézu
chlorofylu. Také mohou poskozovat struktury chloroplasti ¢&i lipidové a proteinové slozky
thylakoid. Existuje nékolik fotosyntetickych parametrii, které umoZiiuji sledovat vliv
riznych stresorti na fotosyntézu. Patfi mezi né napf.: parametry vymény plynii, parametry
fluorescence chlorofylu, obsah fotosyntetickych pigmenti nebo aktivity enzymi Calvinova
cyklu (Burzynski a Zurek, 2007; Burzynski a Klobus, 2004).

Nejmarkantné&j$im ukazatelem vlivu kadmia na fotosyntézu je rychlost &isté fotosyntézy
(Pn) (Burzynski a Zurek, 2007; Burzynski a Klobus, 2004; Dong a kol., 2005 ). Py je
definovana jako mnozstvi spotfebovaného CO, nebo uvolnéného O, vztaZené na jednotkovou
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plochu listu a na jednotku ¢asu (Pavlova, 2005). Jiz dfive bylo zjisténo, Ze kadmium vyrazné
snizuje Py u riznych rostlinnych druhi. Pfi t€chto experimentech byly rostliny vystaveny
koncentracim kadmia v rozsahu 56 aZz 112 mg/l. Bylo zji§téno, Ze v brzkém stadiu vyvoje,
u 30 dni starych rostlin, doslo k potlateni Py 0 50 %, zatimco v pozdé&j$i fazi vyvoje, u 70 dni
starych rostlin, nemélo kadmium na Py vyrazny vliv. Koncentrace kadmia, které byly pouZity
v té&chto experimentech jsou pomérné vysoké a rostliny se s nimi b&Zné v pfirod¢ nesetkaji.
Dong a kol. (1995) zkoumaly ptsobeni kadmia o riznych koncentracich (0,1; 1; 5 a 10 pmol/l)
na dvé odridy raj¢at. Jejich vysledky ukazuji, Ze Py klesd téméf linearné se zvy3ujici se
koncentraci kadmia u obou odrid rajéete (viz obr. 2). Pozorované sniZeni Py muZe byt
Caste€n€ pfipsano nizS$imu obsahu chlorofylu, ktery autofi pfi experimentu také pozorovali.
Naproti tomu intracelularni koncentrace CO, (C;) rostla se zvySujici se koncentraci kadmia
(viz obr. 2) (Dong a kol., 2005). Vyrazné sniZeni Py bylo prokazano i v dalSich pracich.
Napfiklad ptisobenim kadmia o koncentraci 20 uM klesla Py v listech okurky na 80 % a pfi
koncentraci 50 pM dokonce na 20 % ve srovnani s kontrolou. Pfitom vyrazné sniZeni Py
nebylo zpisobeno nizkou koncentraci CO, v chloroplastech, nebot’ hodnoty C; byly, i v této
praci, vy33i u rostlin stresovanych kadmiem ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Zvy$enou
hodnotu C; lze pfisoudit nizké Py a nebo zvySené rychlosti respirace, ktera byla Casto
zaznamenana u rostlin po plisobeni téZkych kovii. Tyto vysledky také naznacuji, Ze drastické
sniZzeni Py nebylo zptsobeno pfimym vlivem kadmia na uzavirani priducht (Burzynski a
Klobus, 2004).
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Obr. 2: Vliv kadmia na rychlost &isté fotosyntézy (Py) a intracelularnf koncentraci CO, (C;). Upraveno
podle Dong a kol. (2005). Hezuo 903 a Jiangshu 14 znadi jednotlivé odridy rajeete.
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Vliv kadmia na fotosyntetickou fixaci CO, byl sledovan méfenim aktivit dvou enzymu
zapojenych do reakci Calvinova cyklu: 3-fosfoglyceratkinasy (PGK) a glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy (GAPDH). Enzymové aktivity byly stanoveny spektrofotometricky pfi
340 nm pomoci spfaZenych reakci s NADPH. Bylo zji§téno, Ze v uréitém rozsahu kadmium
sniZuje aktivitu obou enzymd, aktivita PGK byla sniZena vyraznéji. Kadmium pravdépodobné
nesniZuje pouze aktivitu sledovanych enzymii, ale miZe inhibovat i jejich syntézu (Burzynski
a Zurek, 2007). Zpomaleni redukce CO, b&hem fotosyntézy miize mit vliv na fotochemickou
ucinnost fotosyntézy, protoZe dojde k poruseni rovnovahy mezi energii absorbovanych fotont
a energii vyuZitou pfi metabolizmu uhliku. Tyto vysledky potvrzuji hypotézu, Ze
fotosynteticka redukce CO, je k pusobeni téZkych kovi citlivéjsi, neZ elektronovy transport v
primarni fazi fotosyntézy (Burzynski a Klobus, 2004).

3. KADMIUM A FOTOSYNTETICKE PIGMENTY

3.1 Rostlinné pigmenty

V rostlinach je obsazeno mnoho riznych latek, které maji schopnost absorbovat
slune¢ni zafeni. Latky které absorbuji zafeni ve viditelné oblasti spektra, se Elovéku jevi jako
barevné a jsou oznatovany jako barviva neboli pigmenty. Spoleénym znakem t&chto latek je
pfitomnost vét§itho po¢tu konjugovanych dvojnych vazeb v molekule. Chemicky i funk&né se
jedna o velmi heterogenni skupinu latek (Pavlova, 2005). Rostlinné fotosyntetické pigmenty
lze rozdélit do tfi kategoriim na: chlorofyly (porfyriny), fykobiliny (linearni tetrapyroly) a
karotenoidy (isoprenoidy). Nejdulezitéj$imi fotosyntetickymi pigmenty jsou chlorofyly, ostatni
rostlinné pigmenty maji pouze pomocnou funkci: zachycuji kvanta dopadajiciho zéifeni a
energii svého excitovaného stavu pfenaseji na chlorofyl a v reakénim centru (Sofrova a kol.,
2005).

3.1.1 Chlorofyly

Zakladni strukturu chlorofyli  tvofi cyklicky tetrapyrol - porfyrin. V centru
porfyrinového kruhu je vazan atom hoif¢iku. V porfyrinovém kruhu jsou konjugované dvojné
vazby, jejichz m-elektrony jsou duleZité pro absorpci fotonli. Jednotlivd pyrolova jadra
porfyrinového kruhu se znaéi fimskymi &islicemi I aZ IV. Na pyrolové jadro IV je navazan
zbytek alkoholu fytolu, ktery je hydrofobni a umoZiiuje zakotveni molekuly chlorofylu
v membréané thylakoidu. Struktura chlorofyli je zobrazena na obr. 3 na str. 12.
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Obr. 3: Vzorce chlorofylu a a chlorofylu b. Upraveno podle Voet a Voetova (1995).

Chlorofyly jsou vazany v membrané& thylakoidi v PSI i PSII. Hlavni funkci chlorofyld je
absorpce svételné energie a jeji vyuZiti pfi fotosyntetickém transportu elektront. Chlorofyly
absorbuji fotony v modré (415 aZ 440 nm) a Cervené (640 az 700 nm) oblasti spektra.
Komplementarni barvou k ¢ervené je zelen4, proto se lidskému oku jevi jako zelené. U vyssich
rostlin a zelenych fas se vyskytuje chlorofyl a a chlorofyl b. Dale existuji chlorofyl c,
chlorofyl d a bakteriochlorofyly (Pavlova, 2005). U oxygenniho typu fotosyntézy se pouze
chlorofyl a bezprostfedné ucastni primarniho fotochemického dé&je, tj. pfemény energie
elektromagnetického zafeni v energii chemickou (Sofrova a kol., 2005).

3.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou tetraterpeny (Cg), jejich zidklad tvofi 8 isoprenovych jednotek.
Linearni fetézec konjugovanych dvojnych vazeb ma na koncich cyklické struktury. Karoteny
jsou chemickou strukturou uhlovodiky, xanthofyly jsou jejich kyslikaté derivaty, kyslikovy
atom je vé&tSinou vazan na koncovych cyklickych strukturich. V chloroplastech rostlin se
vyskytuje hlavné B-karoten, z xantofyli pak lutein, violaxanthin, zeaxanthin a neoxanthin.
Karotenoidy jsou doprovodna barviva, kterd pohlcuji fotony vtéch oblastech svétla, kde
chlorofyly pohlcuji slabé. Absorbuji ve fialové a modré oblasti svétla a jevi se jako Zluté az
oranZové. Jsou stejné jako chlorofyly vazany v PSI i PSII. Vyznam karotenoidl spo¢iva nejen
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v absorpci energie pro fotosyntézu, ale maji také dileZitou ochrannou roli. Pokud na rostlinu
dopada daleko vice energie neZ je fotosynteticky aparat schopen vyuZit, za¢ina fungovat tzv.
xanthofylovy cyklus, diky kterému se zabrani poskozeni rostliny zifenim. V xanthofylovém
cyklu je violaxanthin pfeménén pfes anteraxanthin na zeaxanthin. Zeaxanthin ma schopnost
pfeménit nadbytek energie na teplo (Pavlova, 2005). Karotenoidy funguji rovnéz jako
antioxida¢ni ¢inidla, protoZe jsou schopny vazat tzv. reaktivni formy kysliku (Sofrova a kol.,
2005).

3.2 Vliv kadmia na obsah fotosyntetickych pigmentii

Bylo zjisténo, Ze kadmium ma negativni dopad na obsah chlorofylu v zavislosti na
dvou dilezitych faktorech: na koncentraci kadmia a na dob&, po kterou na rostlinu pisobi (Dai
a kol., 2006; Sanita di Toppi a kol., 2006; Ouzounidou a kol., 1997). Vliv kadmia na obsah
chlorofylu byl zkouman napf. u liSejniku Xanthoria parietina. Pro ilustraci, v této praci byly
pouzity koncentrace kadmia 4,5; 9; 18 a 36 uM, rostliny byly vystaveny pisobeni kadmia po
dobu 24 nebo 48 hodin. Pokud kadmium pusobilo na rostliny 24 hodin, byl zaznamenan
vyznamny pokles mnoZstvi chlorofylu a i celkového chlorofylu (chlorofyl a + chlorofyl b)
pouze pii koncentraci 36 pM, zatimco po 48 hodinach pokleslo mnoZstvi chlorofylu a i
celkového chlorofylu i pfi koncentracich 9 a 18 pM. Po pfepocitani na procenta bylo zjisténo,
Ze po 24 hodinach pisobeni nejvy$8i koncentrace kadmia pokleslo mnoZstvi chlorofylu a o
30 %, zatimco mnoZstvi chlorofylu b se sniZilo pouze o 12 %, poklesl i pomér
chlorofyl a / chlorofyl b 0 25 % (Sanita di Toppi a kol., 2006).

Chettri a kol. (1998) sledovali ptisobeni médi na obsah chlorofylu lisejnikd Cladonia
convoluta a Cladonia rangiformis. DoSli k zavéru, Ze po pisobeni médi znatné& poklesl obsah
chlorofylu a, zatimco mnoZstvi celkového chlorofylu se téméf nezménilo. Chlorofyl a se
pusobenim médi ¢aste¢né preménil na chlorofyl b oxidaci methylové skupiny na cyklu II
(Chettri a kol., 1998). Jak je uvedeno vyse, pfeména chlorofylu a na chlorofyl b nebyla
v ptipadé¢ kadmia pozorovana, nebot’ sniZeni obsahu chlorofylu a bylo spojeno se sniZenim
obsahu celkového chlorofylu.

Vzhledem k tomu, Ze se ve vySe uvedené praci sniZilo celkového mnoZstvi chlorofylu,
snazili se autofi zjistit, zda je atom hoif¢iku v molekule chlorofylu nahrazen kadmiem.
Feofytiniza¢ni koeficient (PHQ) odrazi nahrazeni atomu hot€iku v molekule chlorofylu jinym
kovem. Hodnoty PHQ u rostlin, na které pisobilo kadmium, byly shodné s hodnotami
naméfenymi v kontrole. Pozorované sniZeni obsahu chlorofylu tedy nebylo zpisobeno
nahrazenim atomu hoif¢iku v molekule chlorofylu kadmiem, ale kadmium pravdépodobné
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ovlivnilo néktery krok biosyntézy chlorofylu (Sanita di Toppi a kol., 2006).

Biosyntéza chlorofylu vychazi z kyseliny glutamové, ktera je za pfitomnosti ATP,
Mg** a katalyzy specifickou ligasou navéazina na tRNA. Ve formé& glutamyl-tRNA miize byt
kyselina glutamova pouZita pro syntézu pyroli. V dal$im kroku je glutamyl-tRNA redukovan
na glutamat-1-semialdehyd, ktery je bezprostfednim prekurzorem kyseliny S-aminolevulové
(5-ALA). Dalsi reakci katalyzuje enzym 5-ALA dehydrogenasa, pfi této rekci kondenzuji dvé
molekuly 5S-ALA za vzniku porfobilinogenu (PBG), ktery ma jiZ konstituované pyrolové jadro.
Nasleduje krok, pfi kterém kondenzuji 4 molekuly PBG za vzniku uroporfyrinogenu, ktery
obsahuje &ty¥i pyrolové jadra spojena do kruhu &tyfmi methinovymi skupinami. Upravami
postrannich fetézci vznika protoporfyrin IX. Enzym Mg-chelatasa zabuduje do centra
tetrapyrolového kruhu atom hoi¢iku. Touto reakci vznikd Mg-protoporfyrin, biosyntéza
chlorofylu pokraduje uUpravami postrannich fetézci Mg-protoporfyrinu za vzniku
protochlorofylidu a. Ten je enzymem protochlorofylidoxidoreduktasou (POR) redukovan na
chlorofylid a, ktery je bezprostfednim prekurzorem chlorofylu a. Po navazani fytolu vznika
chlorofyl a, chlorofyl b vznika oxidaci chlorofylu a (Pavlova, 2005). Bylo prokazano, Ze
kadmium inhibuje biosyntézu chlorofylu sniZenim aktivit enzymu POR u je¢mene a kukufice
(Ouzounidou a kol., 1997), také inhibuje enzym ALA-dehydrogenasu (Dai a kol., 2006).

V dalsich studiich na fepce olejce péstované s kadmiem byl rovnéZ pozorovan ubytek
chlorofylu. V  tomto pfipadé¢ nebyla zaznamenana porucha aktivity Zidného enzymu
biosyntézy chlorofylu, ani zmény v absorp&énim spektru chlorofylu, které by naznaCovaly
substituci atomu hoif¢iku v molekule chlorofylu né&jakou jinou litkou. SniZeni obsahu
chlorofylu autofi pfipisuji tomu, Ze kadmium brani rozmnoZovani chloroplasti. V jednotlivych
chloroplastech bylo mnozstvi chlorofylu shodné s kontrolou, ale chloroplasti vyrazné ubylo,
¢imz i celkové mnoZstvi chlorofylu bylo niZ3i (Baryla a kol., 2000).

V listech okurky byl sledovan obsah Zeleza a bylo zjiténo, Ze pod vlivem kadmia
doslo k sniZeni jeho obsahu. Cim vy33i byla koncentrace kadmia, tim vice se obsah Zeleza
v listech okurky sniZil. Kadmium, stejné jako jiné téZké kovy, zptsobuje pokles pfijmu vody a
Zivin. MuzZe tedy inhibovat biosyntézu chlorofylu také tim, Ze brani transportu Zeleza, které je
pro tvorbu chlorofylu nezbytné (Burzynski M., Klobus G., 2004).

Dal$imi vyznamnymi rostlinnymi pigmenty jsou karotenoidy. Po pisobeni kadmia byl
rovné€Z pozorovan ubytek karotenoidd u Azolla imbricata. Jak jsem uvedla v kapitole 3.1.2,
karotenoidy hraji duleZitou roli pfi ochrané chlorofylu a chloroplasti pfed fotooxidadnim
poskozenim. V této souvislosti Ize predpokladat, Ze sniZeni obsahu karotenoidii miize mit za
nasledek poskozeni chlorofylu pfi pisobeni kadmia (Dai a kol., 2006).
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4. JAK SE ROSTLINY PUSOBENI KADMIA BRANI

Rostliny nemaji moZnost aktivniho pohybu a uniku z prostfedi, ve kterém rostou.
V pribéhu Zivota jsou vystavovany pisobeni mnoha stresovych faktorii z vnéjsiho prostiedi a
ocitaji se ve stresu. Na zménu podminek prostfedi reaguji rostliny zapojenim obrannych
mechanizmii (Prochazka a kol., 1998). Pokud jsou rostliny vystaveny pisobeni kadmia (ale i
jinych t&Zkych kovii), zahaji syntézu thiolovych slou€enin: glutathionu a fytochelatind. Gluta-
thion je tripeptid skladajici se z glutaminu, cysteinu a glycinu (y-glutamylcysteinylglycin).
Glutathion se v organizmu vyskytuje ve dvou formach: oxidované a redukované. Z redukované
formy glutathionu transpeptidadni reakci vznika fytochelatin, reakci katalyzuje enzym -
glutamyl-cysteindipeptidtranspeptidasa. Zakladni strukturu fytochelatini tvofi: (y-Glu-Cys),-
Gly, kde n= 2-11. Fytochelatiny tvofi s kadmiem komplexy, ve kterych je kadmium vazano
pfes siru. Chelaty se tvofi v cytosolu, fytochelatiny s navdzanym kadmiem se hromadi ve
vakuole, kde je komplex kadmium-fytochelatin stabilizovian sulfidovymi ionty (Clemens,
2000; Hall, 2001).

Dal$im vyznamnym obrannym mechanizmem je tvorba stresovych proteini. Proteiny
teplotniho Soku (HSP z anglického heat shock proteins) se tvoti jak u rostlin tak u Zivocicht
jako odpovéd na zvySeni teploty nad teplotni optimum ideélni k ristu. HPS jsou klasifikovany
podle molekulové hmotnosti a tvofi se mimo vy$e uvedeného pod vlivem mnoha stresovych
situaci véetn¢ pisobeni t&¢Zkych kovii. Kadmium vyvolava syntézu HPS o velikosti 70 kDA
(pozorovano napf. u ryZe nebo kukufice). HPS70 byly nalezeny v jadfe, cytosolu, ale také
v plazmatické membrané, coZz naznaluje, Z¢ HPS70 se zapojuji do ochrany membran pied
poskozenim kadmiem (Hall, 2001). Ukazalo se, Z¢ HPS70 jsou fosfoproteiny a funguji jako
chaperony, omezuji poSkozeni a opravuji poskozené proteiny (Prasad, 1995). Také byly
objeveny tzv. malé proteiny teplotniho $oku o velikosti 17 kDa, které se podileji na ochrang
bunéénych struktur pfed pisobenim t&€Zkych kovi (Hall, 2001).
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5. CIL PRACE

o Shrnout dosud znamé poznatky o vlivu kadmia na fotosyntézu, a to pfedevsim na obsah
chlorofylu.

o Separovat rostlinné pigmenty vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a sledovat,
jak kadmium ovliviiuje mnoZstvi chlorofylu (vazané¢ho v thylakoidni membrané nebo
rozpu$téného v methanolovém extraktu) a zda je chlorofyl pfipadné konvertoviny na
feofytin.
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PRAKTICKA CAST
6. MATERIAL A METODY

6.1 PouZité pristroje

o  Centrifuga MPW-300, vyrobce: Mechanika Precyzyjna, Polsko
o  Sestava pro HPLC, vyrobce: ECOMAC spol. s.r.o.
o  Spektrofotometr Helios a, vyrobce: Thermo Spectronic

6.1.1 Sestava pro HPLC
Soudasti kapalinového chromatografu jsou vyjmenovany a popsany v tabulce 1.

Tabulka 1: Soucasti kapalinového chromatografu.

Soudist Dopliiujici informace
Zasobnik mobilni faze Zasobnik mobilni faze LCT 02
Cerpadlo Cerpadlo BETA 10
Odplyniovaé Vakuovy odplytiova¢ DG 3014
Davkovaci zafizeni Ventil D davkovaci analyticky
smyc¢kovy, Smy¢ka vnéjsi 100 pl,
nerez
Kolona Kromasil 100, C18, zrnitost 7 um,
rozméry: 250-4,6 mm
Termostat Termostat Kolon LCO102 SINGLE
Detektor UV-vis detektor Sapphire s plynule
nastavitelnou vinovou délkou
v rozsahu 190 az 800 nm

6.1.2 Nastaven{ kapalinového chromatografu

Pfi vSech separacich jsem pouzivala izokratickou kapalinovou chromatografii. Pritok
mobilni faze kolonou byl vzdy 1 ml / min, teplota byla vzdy 30°C. Vlnovou délku jsem si
volila pfed kazdym méfenim, dle charakteru separovanych latek.
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6.1.3 Chromatograficky software ECOMAC

Pro sb&r dat jsem méla kdispozici chromatograficky software ECOMAC,
prostfednictvim kterého lze také fidit pfistroje (Eerpadlo, termostat a detektor). Na monitoru
potitate mizeme sledovat napf. priitokovou rychlost, zvolenou vinovou délku, tlak Cerpadla
nebo teplotu. Po nastfiku vzorku na kolonu se na monitoru zobrazuje chromatogram. Sebrana
data 1ze v tomto programu uloZit a nasledné exportovat a zpracovat. Ja jsem pro nasledné

zpracovani dat uzivala program Microsoft Office Excel 2003.

6.2 Pouzité chemikilie a rostlinny materiil

pouzité chemikalie:
HEPES, vyrobce: Sigma, Némecko
hydroxid sodny, vyrobce: Lachema, Ceska republika
hexahydrat chloridu hofe¢natého, vyrobce: Lachema, Ceska republika
chlorid kademnaty, vyrobce: Lachema, Ceska republika

kyselina chlorovodikova, vyrobce: Lachema, Ceska republika
methanol pro HPLC, vyrobce: LAB SCAN, Irsko
pouZity rostlinny material:
éerstvé Spenatové listy
thylakoidni membrany ze $penatu

6.3 Piimé pusobeni chloridu kademnatého na chlorofyly v methanolovém extraktu

6.3.1 Priprava extraktu ze $penitovych lista

Pro odstranéni vody jsem $penatové listy pfes noc lyofilizovala. Na analytickych vahach
jsem odvézila 0,2 g suSeného materidlu. V tfeci misce jsem suSené listy rozdrtila tlou¢kem a
pfidala jsem 4 ml methanolu pro HPLC. Za ob&asného promichani jsem vzorek nechala extrahovat
asi 10 minut. Poté jsem extrakt slila a nasledné centrifugovala na centrifuze MPW-300 po dobu 3
minut. Supernatant jsem je$té pfefiltrovala pfes mikrofiltr, abych zabrénila zaneseni kolony.

6.3.2 Separace rostlinnych pigmenti pomoci HPLC

Nastfik extraktu do davkovaci smycky se provadi, je-li padka davkovage v poloze
LOAD. Extrakt jsem nasila do injekéni stfikatky a pomoci jehly jsem ho vstfikla do
davkovaci smy¢ky. Ototenim paky davkovate do polohy INJECT jsem vzorek nanesla na
kolonu, zaroven jsem spustila zdiznam chromatogramu v programu ECOMAC. Detekci jsem
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provadéla pti vinové délce 438 nm, protoZe pfi této vinové délce je zajisté€na vysoka citlivost
detekce chlorofyli a karotenoidi.

Na kolon¢ sreverzni fazi dochazi k separaci rostlinnych pigmentii predev$im na
zadkladé jejich rozdilné hydrofobicity. Nejprve vytékaji polarn€j§i barviva — xantofyly,
nasleduji chlorofyly: chlorofyl b vytéka dfive neZ chlorofyl a, protoZze ma na jadfe II
formylovou skupinu, zatimco chlorofyl a ma na témZe misté methyl. AZ nakonec vytékaji
nepolarni latky (napt. B-karoten). Pro dalsi ucely jsem shromazdila obé chlorofylové frakce
vytékajici z kolony. Podle chromatogramu jsem do mikrozkumavek jimala jednotlivé frakce
rostlinnych pigmentd vytékajicich z kolony. Abych se pfesvédCila, Ze se skute¢né jedna o
chlorofyly, proméfila jsem na spektrofotometru Helios a absorpéi spektrum sebranych latek
v rozsahu 350—-700 nm proti methanolu pro HPLC. Absorpéni spektra methanolovych roztoki
chlorofylu a a chlorofylu b zobrazuji obr. 6 a 7 na str. 24. O tom Ze jsem skute¢né izolovala
chlorofyly svéd¢ila i nazelenala barva shromazdénych frakci. Z chromatogramu (viz obr. 4 na
str. 22) jsem odecetla elu¢ni ¢asy chlorofyli (viz tabulka S na str. 22).

6.3.3 Feofytinizace chlorofylu

Feofytin lze pfipravit okyselenim chlorofylu (Eijckelhoff a Dekker, 1995). Ze
zasobniho roztoku 35 % HCI jsem pfipravila 0,022M roztok HCI v methanolu (50 pl 35 %
HCl + 21,8 ml methanolu pro HPLC). Z odebrané frakce jsem odpipetovala 1 ml
methanolového roztoku chlorofylu a a pfidala jsem 50 pl pfipraveného roztoku HCI, ¢imz
jsem dosahla celkové koncentrace HCI v roztoku chlorofylu a 0,1 mM. Kyselinu jsem nechala
na methanolovy roztok chlorofylu a pisobit asi 10 minut, béhem této doby jsem pozorovala,
Ze puivodné zelené zabarveny methanolovy roztok chlorofylu a ziskal naZloutlou barvu.
Nasledné jsem kyselinu zneutralizovala pfidanim ekvivalentniho mnoZstvi 0,022M NaOH v
methanolu. Na spektrofotometru Helios a jsem proméfila absorpéni spektrum vzniklého
methanolového roztoku feofytinu a v rozmezi 350-700 nm, viz obr. 6 na str. 24. Jako slepy
vzorek jsem pouZila methanol pro HPLC. Stejné jsem postupovala i s methanolovym
roztokem chlorofylu b, absorp¢ni spektrum methanolového roztoku feofytinu b viz obr. 7 na
str. 24.

6.3.4 Urceni elu¢nich ¢asi feofytini

Ze spekter na obr. 6 a 7 jsem ur¢ila nejvhodnéjsi vinovou délku pro detekci feofytint
pfi HPLC. Jako nejvhodnéj$i vinovou délku jsem zvolila 418 nm, kde oba feofytiny dosahuji
absorp&niho maxima v levém vrcholu. Vzorky (feofytin a, feofytin b) jsem postupné nanesla
na kolonu a z chromatoframi (viz obr. 5 na str. 23) jsem odedetla jejich eluéni &asy, viz
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tabulka 5 na str. 22.

6.3.5 Inkubace chlorofylu s kadmiem

Nejprve jsem si pfipravila 0,025M roztok CdCl; v methanolu: k odvaZenému mnoZstvi
0,1145 g CdCIly2,5H,O jsem pfidala 20 ml methanolu pro HPLC. CdCl,2,5H,0 se
v methanolu velmi $patné rozpousti, pfi rozpousténi bylo tfeba intenzivn€¢ michat.

Stejnym zplsobem jako v bodé 6.3.2 jsem jimala dal$i chlorofylové frakce. Frakci
methanolového roztoku chlorofylu a jsem rozdélila do dvou mikrozkumavek po 0,5 ml. Do
prvni mikrozkumavky jsem pfidala 0,5 ml methanolu pro HPLC, tento vzorek poslouzil jako
kontrola. Do druhé mikrozkumavky jsem pfidala 0,5 ml 0,025M roztoku CdCl, v methanolu.
Stejn€ jsem postupovala i s methanolovym roztokem chlorofylu b. VSechny vzorky jsem
umistila do lednice, kde jsem methanolové roztoky chlorofyli inkubovala s CdCl,. Po 45
minutach jsem proméfila absorpéni spektra vSech vzorkl v rozmezi 350-700 nm, viz obr. 10
a obr. 11 na str. 27. VSechny vzorky jsem proméfila pfi dvou vinovych délkach: 418 a 655
nm. Chromatogramy kontrolnich vzorkii a vzorki inkubovanych s kadmiem viz obr. 8 a
obr. 9 na str. 25 a 26.

6.4 Pusobeni chloridu kademnatého na chlorofyly v thylakoidnich membrainsch

Podle tabulky 2 jsem pfipravila roztoky CdCl, v MH pufru.

Tabulka 2: Navazky CdCl,-2,5H,0 pro ptipravu roztoku.

koncentrace CdCl; /M | hmotnost CdCL-2,5H,O /g objem MH pufru / ml
0,1 0,2283 10
0,225 0,5138 10

Pfislusna mnoZstvi CdCl,-2,5H,0 jsem odvazila na analytickych vahach a rozpustila v 10 ml
MH pufru. SloZeni MH pufru viz tabulka 3.

Tabulka 3: SloZeni MH pufru.
slozka koncentrace / mM | hmotnost/ g pH celkovy objem/
ml
MgCl,*6H,0 5 0,4766 6,5 100
HEPES 20 0,1017
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Thylakoidni membrany ze S$penatu jsem méla k dispozici jiZ izolované, koncentrace
chlorofylu byla 1,12 mg /ml. Pfipravila jsem si tfi vzorky thylakoidnich membrén po 200 pl.
Thylakoidni membrany jsem odstfedila na centrifuze MPW-300 po dobu 3 minut, supernatant

jsem odstranila a dale jsem pracovala s peletem. Pelet jsem resuspendovala v MH pufru (resp.
MH pufru s CdCl;) v mnoZstvi odpovidajicim hmotnosti odstranéného supernatantu, viz

tabulka 4.

Tabulka 4: Koncentrace chloridu kademnatého v thylakoidnich membranach.

¢islo | objem thylakoidnich | objem MH pufru koncentrace CdCl, /
membran / pl (resp. MH pufru s CdClL,) / pl M
1 200 189 0
2 200 186 0,1
3 200 181 0,225

Membrany jsem s kadmiem inkubovala 45 minut v lednici. Poté jsem je opét odstfedila na
centrifuze po dobu 3 minut a promyla MH purfem. Pelet jsem pfes noc lyofilizovala.

Lyofilizovany pelet jsem rozpustila v 600 pul methanolu pro HPLC. Asi po 10 minutach

extrakce jsem roztok opét odstfedila. Supernatant jsem prefiltrovala pfes mikrofiltr a nanesla

na kolonu.

Chromatogramy uvedenych vzorki jsem zpracovala do spole¢ného grafu na obr. 12

na str. 28. U v3ech tf vzorki jsem také proméfila absorpéni spektra v rozsahu 350-700 nm

proti methanolu pro HPLC, viz obr. 13 na str. 29.
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7. VYSLEDKY

7.1 Chromatogramy a absorpéni spektra chlorofyli a feofytinu

Postupem popsanym v kapitole 6.3.2 jsem separovala rostlinné pigmenty
v methanolovém extraktu ze suSenych Spenatovych listi. Vysledky jsem graficky zpracovala a
ziskala chromatogramy a absorp¢ni spektra. Z chromatogramu na obr. 4 jsem odedetla eluéni
¢asy chlorofylu a a chlorofylu b a uvedla v tabulce 5. Chromatogramy okyselené¢ho chlorofylu a
(feofytin a) a okyseleného chlorofylu b (feofytin b) jsem zpracovala do spole¢ného grafu na
obrazku 5. Z chromatogramtii jsem odecetla elu¢ni ¢asy feofytini (viz tabulka 5).
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Obr. 4: Chromatogram methanolového extraktu ze suSenych $penatovych listd.
Chromatogram byl zaznamenén pti vinové délce 438 nm.

Tabulka S: Elu¢ni ¢asy chlorofyli a feofytinti.

pigment elu¢ni ¢as / min
chlorofyl a 18,3
chlorofyl 5 10,4
feofytin a 63,9
feofytin b 33,0
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Obr. 5: Chromatogramy: methanolovy roztok feofytinu a (modr4), methanolovy roztok feofytinu b
(rtizova). Chromatogramy byly zaznamenany pfi vinové délce 418 nm.
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Obr. 6: Absorp¢ni spektrum methanolového roztoku chlorofylu a (modra), absorpéni spektrum
methanolového roztoku feofytinu a (riizova). Obe kfivky odpovidaji stejné koncentraci
daného pigmentu. Absorp&ni spektra byla proméfena v rozsahu 350-700 nm. Hlavni
absorp¢ni maxima: modra kfivka — pravy vrchol (665 nm), levy vrchol (432 nm), riZzova
kfivka — pravy vrchol (656 nm), levy vrchol (418 nm).

08
07
0,6 A
05 / [

A04 / \\
03 |1 A /

0.2

0. NEREE y/a\
0 P N \___

T T T

350 380 410 440 470 500 530 560 590 620 650 680

vinova délka / nm

J
J |

Obr. 7: Absorpéni spektrum methanolového roztoku chlorofylu b (modr4), absorpéni spektrum
methanolového roztoku feofytinu b (rlizova). Ob& kiivky odpovidaji stejné koncentraci
daného pigmentu. Absorpéni spektra byla prométena v rozsahu 350-700 nm. Hlavni
absorp&ni maxima: modré kfivka — pravy vrchol (652 nm), levy vrchol (469,5 nm), niZova
ktivka — pravy vrchol (656 nm), levy vrchol (418 nm).
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7.2 Piimé pilisobeni chloridu kademnatého na chlorofyly v methanolovém extraktu

Vysledky popsané v této kapitole byly ziskiny postupy uvedenymi v kapitole 6.3.5. Grafy
na obrazcich 8 a 9 zobrazuji chromatogramy, grafy na obrazcich 10 a 11 zobrazuji absorp¢ni
spektra pfed a po inkubaci methanolovych roztokd chlorofylu a a chlorofylu 5 s 0,025M
roztokem chloridu kademnatého. S uZitim programu PeakFit (verze 4.12) jsem urdila plochy
jednotlivych pikl na obrazcich 8 a 9. Nasledné jsem vypoditala procentudlni ubytek chlorofylu a
a chlorofylu b po inkubaci s 0,025M roztokem chloridu kademnatého (viz tabulka 6).
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Obr. 8: Chromatogram: methanolovy roztok chlorofylu @ (modr4), methanolovy roztok chlorofylu a
po inkubaci s 0,025M CdCl, (rizova). Chromatogram byl zaznamenén pti vinové délce
655 nm.
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Obr. 9: Chromatogram: methanolovy roztok chlorofylu b (modré), methanolovy roztok chlorofylu b
po inkubaci s 0,025M CdCl, (riizova). Chromatogram byl zaznamenén pti vinové déice

655 nm.

Tabulka 6: Plochy pikid a zmény mnoZstvi chlorofylu a a chlorofylu b.

pigment plocha piku / rozdil / %
relativni jednotky
chlorofyl a 42,140 69
chlorofyl a po inkubaci s CdClL, 13,717
chlorofyl b 13,017 5
chlorofyl b po inkubaci s CdCl; 12,384
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Obr. 10: Absorpéni spektrum methanolového roztoku chlorofylu a (modr4), absorpéni
spektrum methanolového roztoku chlorofylu a po inkubaci s 0,025M CdCl, (rizova).
Absorpéni spektra byla prométena v rozsahu 350-700 nm. Hlavni absorp&nf maxima:
modra kfivka — pravy vrchol (665 nm), levy vrchol (432 nm), rizova kfivka — pravy
vrchol (665) nm, levy vrchol (431,5 nm).
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Obr. 11: Absorpeni spektrum methanolového roztoku chlorofylu b (modré), absorpeni
spektrum methanolového roztoku chlorofylu b po inkubaci s 0,025M CdCl, (riizova).
Absorp¢ni spektra byla proméfena v rozsahu 350-700 nm. Hlavni absorp&nf maxima:
modra kfivka — pravy vrchol (652 nm), levy vrchol (469,5 nm), riZovad kfivka — pravy
vrchol (652) nm, levy vrchol (469 nm).
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7.3 Piisobeni chloridu kademnatého na chlorofyly v thylakoidni membrané

Vysledky popsané v této kapitole byly ziskiany postupy uvedenymi v kapitole 6.4. Grafy
na obrazcich 12 a 13 zobrazuji chromatogramy a absorp¢ni spektra methanolového extraktu
thylakoidnich membran inkubovanych s riiznou koncentraci kademnatych ionti ve srovnani
s kontrolou. Pomoci programu PeakFit (verze 4.12) jsem urdila plochy pikt chlorofylu a a
chlorofylu b v chromatogramu na obr. 12 a vypocitala jsem jak se zménilo mnoZstvi obou
chlorofylt po inkubaci s chloridem kademnatym, viz. tabulky 7a a 7b.
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Obr.12: Chromatogram: methanolovy extrakt thylakoidnich membrén inkubovanych s OM CdCl, (modr4), 0,1M
CdCl, (rizova) a 0,225M CdCl, (zelena). Chromatogram byl zaznamenin pti vinové délce 655nm. Chromatogram je
rozdélen do dvou &asti z divodu zmény méfitka na ose absorbance.

Tabulka 7a: Plochy pikti a zmény mnozZstvi chlorofylu a.

koncentrace CdCl; v plocha piku Chla / relativni | narist mnoZstvi Chla ve
thylakoidni membréiné / M jednotky srovnani s kontrolou / %
0 (kontrola) 230,64 -
0,100 234,34 1,5
0,225 241,75 5,0
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Tabulka 7b: Plochy pikid a zmény mnoZstvi chlorofylu b.

koncentrace CdCl; v plocha piku Chlb / relativni narust mnozstvi Chlb ve
thylakoidni membriné /M jednotky srovnéni s kontrolou / %
0 (kontrola) 93,25 -
0,100 98,05 5
0,225 104,71 12
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Obr. 13: Absorp¢ni spektrum methanolového extraktu thylakoidnich membrén inkubovanych s OM CdCl,
(modré), 0,1M CdCl, (rizova) a 0,225M CdCl, (zelend). Absorp¢ni spektra byla promé&fena v rozsahu 350-700 nm.
Hlavni absorp&ni maxima: modra kfivka — pravy vrchol (663 nm), levy vrchol (433,5 nm), riizov4 kfivka — pravy
vrchol (664 nm), levy vrchol (434 nm), zelena kiivka — pravy vrchol (663,5 nm), levy vrchol (434 nm).
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8. DISKUSE

Ve své bakalafské praci jsem se snaZila za pouZiti vysokou€inné kapalinové
chromatografie a spektrofotometrie zjistit, jak kadmium ovliviiuyje mnozstvi chlorofylu
(vazaného v thylakoidni membriané nebo rozpusténého v methanolovém extraktu) a zda se
chlorofyl psobenim kadmia pfeméiiuje na feofytin. Na obrazku 6 na str. 24 je vidét posun od
absorpéniho spektra chlorofylu a k absorpénimu spektru feofytinu a. Pravy i levy vrchol se
v absorpénim spektru posouva smérem doleva, absorbance levého vrcholu narista zatimco
v pravém vrcholu mirné klesa. Na obrazku 7 na str. 24 je vidét pfechod od absorpéniho
spektra chlorofylu b k absorpénimu spektru feofytinu 4. V tomto ptipadé se také levy vrchol
posouva vlevo, zatimco pravy mirn¢ vpravo, zmény absorbance zde nejsou tak patrné.

Pokud jsem chlorid kademnaty (o koncentraci 0,025M) pfidala pfimo k
methanolovému extraktu chlorofyll, pozorovala jsem ubytek chlorofylu a i chlorofylu b.
Z obrazkt 8 a 9 na str. 25 a 26 je patrné, Ze ubytek chlorofylu a byl mnohem vyraznéjs$i.
MnozZstvi chlorofylu a pokleslo o 69 %, zatimco mnoZstvi chlofylu b pouze o 5 %.
K podobnému zjisténi dospéli i Sanita di Toppi a kol. (2006), kdyZz kadmium (o koncentraci
0,036M) nechali pisobit na liSejnik Xanthoria parietina. Pfi stejné koncentraci kadmia
pozorovali pokles mnozZstvi chlorofylu a o 30 % zatimco mnozZstvi chlorofylu b se sniZilo o
12 %.

Z obrazki 8 a 9 je také zfejmé, Ze po pusobeni kadmia se v eluénich Casech feofytini
neobjevil Zadny pik. Z toho usuzuji, Ze kadmium nezpisobuje pfeménu chlorofylu na feofytin.
V tomto nazoru mé utvrzuje i tvar absorpénich spekter na obrazcich 10 a 11 na str. 27, kde
také nepozoruji posun od absorp&nich spekter chlorofylii k absorpénim spektrim feofytind.
Tyto vysledky jsou vrozporu se zavéry, které zjistila ve své bakalafské priaci Anna
Fendrychova. Fendrychova (2007) spektrofotometricky sledovala vliv kademnatych iontd na
chlorofyl a sinice Synechococcus elongatus. Pfi koncentraci kadmia 0,025M zaznamenala ve
spektrech téméf uplnou feofytinizaci chlorofylu. J4 jsem pfi pfipravé vzorki postupovala
stejné jako Fendrychovad stim rozdilem, Ze jsem pracovala s lyofilizovanym rostlinnym
materidlem a nikoli s vodnymi suspenzemi. V dalich experimentech je tfeba ovéfit, zda
pfimés vody v methanolu miZe usnadnit feofytinizaci chlorofylu v pfitomnosti kadmia.

Existuje n€kolik praci, které se zabyvaji vlivem kadmia na obsah chlorofylu (Sanita di
Toppi a kol., 2006; Ouzounidou a kol., 1997; Dai a kol., 2006; Baryla a kol., 2000), ve vétsing
pfipadi jsou pozorovany u¢inky kadmia na Zivé rostliny. V &asti praci (Sanita di Toppi a kol.,
2006; Ouzounidou a kol., 1997; Dai a kol., 2006) je snizeni mnoZstvi chlorofylu vysvétleno
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naruSenim nékterého kroku biosyntézy chlorofylu, pfipadné¢ tim, Ze kadmium brani
rozmnoZovani chloroplastli, coZ vede k sniZeni mnoZstvi chlorofylu ve srovnani s kontrolou, i
pfesto Ze v jednotlivych chloroplastech ziistava koncentrace chlorofylu stejna (Baryla a kol.,
2000).

Feofytinizace chlorofylu byla zaznamenana v pfitomnosti niklu a chromu. Pisobenim
nikelnatych jontd (o koncentraci 10” M) v buiikich Euglena gracilis tém& viechen existujici
chlorofyl degradoval a konvertoval na feofytin. Pfedpoklada se, Ze feofytinizaci vyvolal posun
pH do kyselé oblasti uvnitf bun&€k zpisobeny zménou propustnosti bunééné membrany
nikelnatymi ijonty (Manankina a kol., 2003). Rovn&z ionty Cr®" u fasy Chlamydomonas
reinhardtii o koncentraci vétsi nebo rovné 10 pM zpisobily téméf uplnou pfeménu chlorofylu
na feofytin (Rodriguez a kol., 2007). V dostupné literatufe se mi nepodafilo najit Zadnou praci,
ktera by se zabyvala pfeménou chlorofylu na feofytin pisobenim kadmia.

Feofytiny vznikaji jako degrada¢ni produkty chlorofyli nahrazenim atomu hoic¢iku
v centu porfyrinového kruhu dvéma protony. Je znamo, Ze t€Zké kovy také mohou nahradit
atom hof¢iku v molekule chlorofylu. In vivo byla substituce atomu hof¢iku v molekule
chlorofylu t¢Zkym kovem zaznamenana u rtuti, médi, kadmia, niklu, zinku a olova. Vznik
substituovaného chlorofylu lze sledovat spektrofotometricky, dochazi k posunu absorp¢niho
maxima pravého vrcholu chlorofylu. Pokud je v3ak centralni atom hoif¢iku v molekule
chlorofylu nahrazen kadmiem, neni spektrofotometrie vhodnou metodou, protoze Cd-Chl
(chlorofyl, v jehoZ molekule byl atom hof¢iku nahrazen kadmiem) ma absorpéni maximum
ptili§ blizko maximu chlorofylu s hoi¢ikem (Kiipper a kol., 1996). Uvedené zavéry byly
oviem pozorovany v cyklohexanu, je tedy tézké odhadovat chovani v methanolu. Z obrazki 10
a 11 na str. 27 je patrné, Ze absorpéni spektra chlorofyli maji stejny tvar se spektry po
inkubaci s chloridem kademnatym (ovéfeno normalizaci na vysku pravych vrchold chlorofyli,
data neuvedena). Je tedy nepravdépodobné, Ze do$lo ke vzniku Cd-Chl. Pro potvrzeni &i
vyvraceni této hypotézy je tfeba uzit citlivéj$i metodu pro stanoveni Cd-Chl. Sanita di Toppi a
kol. (2006) nepotvrdili vznik Cd-Chl u lisejniku Xanthoria parietina puisobenim kadmia.

Po inkubaci thylakoidnich membran s chloridem kademnatym nedoSlo k sniZeni
mnoZstvi chlorofylu a ani b, naopak jsem zaznamenala narist mnoZstvi obou chlorofyli, viz
tabulky 7a a 7b na str. 28 a 29. V thylakoidnich membranéach, na rozdil od methanolového
extraktu, jsou chlorofyly chranény membranovymi proteiny. Membranové proteiny
pravdépodobné zadrZzuji kademnaté ionty, které tim padem nemohou proniknout k chlorofylu a
zpusobit jeho degradaci. Tvar absorpénich spekter po inkubaci thylakoidnich membran
s kademnatymi ionty zistava shodny s kontrolou (ovéfeno normalizaci na vy$ku pravého

vrcholu, data neuvedena), absorbance se po pfidani kademnatych iontl zvysila, viz obrazek 13
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na str. 29. Ke stejnym zivérim dospély i Fendrychova (2007) a Antolikova (2007). Po
inkubaci s kademnatymi ionty jsou thylakoidni membrany promyvany MH pufrem, aby doslo
k odstranéni kademnatych ionti. Pfi promyvani se pravdépodobné ztrici i urlité mnoZstvi
chlorofylu. Antolikova (2007) ve své diplomové praci zdlivodiiuje nariist mnoZstvi chlorofylu
po inkubaci s kademnatymi ionty tim, Ze kadmium je v thylakoidnich membranach pfi€inou
pevnéjSich interakci mezi proteiny, coZ vede k tomu, Ze se chlorofyl z membran méné odmyva.

Z grafu na obrazku 12 na str. 28 je patrné, Ze se v elu¢nim ¢ase feofytinu a (63,9 min),
objevuje maly pik, ktery je oviem pfitomny i v kontrole. Jedna se o feofytin a, ktery je
soutasti PSII. Ani vtomto pfipadé¢ tedy kadmium nezpisobilo feofytinizaci chlorofylu.
Absorp¢ni spektra na obrazku 13 na str. 29 rovnéZ nevykazuji posun k absorpénim spektriim
feofytint.

Otazkou tedy zlstava, zda se chlorofyl plisobenim kadmia ¢aste€né pfemétiuje na Cd-
Chl nebo jaky jiny degrada¢ni produkt vznika, jestlize se chlorofyl skute¢né nepfeméiiuje na
feofytin.
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9. ZAVER
V teoretické cCasti jsem shrnula dosud znamé poznatky o vlivu kadmia na

fotosyntézu a mnoZstvi chlorofylu.

Pritomnost kademnatych ionti sniZila mnoZstvi chlorofylu a i chlorofylu b
v methanolovém extraktu. Mnohem vyraznéji bylo sniZzeno mnozZstvi chlorofylu a.

Mnozstvi chlorofylu vazaného v thylakoidni membrané kademnaté ionty nesniZily,

naopak byl pozorovan nartist mnoZstvi chlorofylu.

Nebyla zjisténa feofytinizace chlorofylu ptisobenim kademnatych ionti.

V daldich experimentech je tfeba zjistit, zda kadmium nahrazuje atom hot¢iku
v molekule chlorofylu nebo na jakou jinou latku chlorofyl degraduje. Také je tfeba

ovéfit, zda pfimé&€s vody v methanolu miZe usnadnit feofytinizaci chlorofylu

vlivem kademnatych iontt.
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