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ABSTRACT 
The study of plant response to heavy metals stress is especially important for the 
understanding of many biological processes. That is why we studied the influence of seven 
different cadmium concentrations (0, 50, 100, 150, 200, 400 and 500 µM CdCl2) on growth of 
maize plants (Zea mays L.) during six days long experiment. The growth curves of maize 
plants were determined by increase in its fresh according to treatment time. Besides that, we 
applied a highly sensitive differential pulse anodic stripping voltammetry for the 
determination of changes in cadmium concentrations in leaves and roots after 24, 48, 72, 96, 
120 and 144 hours of treatment. A detection limit close to 0.5 fM Cd was obtained for S/N = 
3 criteria. In addition, plants respond to the presence of heavy metals by the production of 
cysteine-rich peptides such as glutathione and phytochelatins. Therefore a high performance 
liquid chromatography coupled with electrochemical detection was used for determination of 
cysteine (Cys), oxidized (GSSG) and reduced (GSH) glutathione, and phytochelatin (PC2) in 
treated maize plants. Detection limits were 112 fmol (Cys), 63.5 fmol (GSH), 112.2 fmol 
(GSSG) and 2.53 pmol (PC2) per injection (5 µl). 
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ABSTRAKT 
Studium rostlinné odpovědi na stres vyvolaný těžkým kovem je velmi důležitý pro pochopení 
mnoha základních biologických procesů. A proto jsme v této práci studovali vliv sedmi 
různých koncentrací kadmia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 µM CdCl2) na růst kukuřice 
(Zea mays L.) během šestidenního experimentu. Růstové křivky kukuřičných rostlin byly 
stanoveny pomocí přírůstku svěží hmotnosti v závislosti na době expozice. Vysoce sensitivní 
metoda diferenční pulsní anodické rozpouštěcí voltametrie byla aplikována pro stanovení 
změn koncentrace kadmia v listech a kořenech kukuřice po 24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodinách 
expozice. Detekční limit pro kadmium byl stanoven na 0,5 fM (S/N = 3). A navíc rostliny se 
brání přítomnosti těžkých kovů produkcí na cystein bohatých peptidů jako jsou glutathion a 



fytochelatiny. Proto byla metoda vysoko účinné kapalinové chromatografie spojená 
s elektrochemickou detekcí použita pro stanovení cysteinu (Cys), oxidovaného (GSSG) a 
redukovaného (GSH) glutathionu, a fytochelatinu (PC2) v kukuřičných rostlinách, které byly 
vystaveny působení kadmia. Získané detekční limity byly 112 fmol pro Cys, 63,5 fmol pro 
GSH, 112,2 fmol pro GSSG and 2,53 pmol pro PC2 na nástřik (5 µl). 

Klíčová slova: Kukuřice; Kadmium; Cystein; Fytochelatin; Oxidovaný a redukovaný glutathion.  

 

ÚVOD 
Je-li rostlina vystavena účinkům esenciálních, a nebo toxických kovů začne 

syntetizovat ochranné sloučeny mezi, které patří především různé trioly [1-9]. Mezi významné 
rostlinné thioly patří cystein, glutathion, a fytochelatiny [10-13], viz. (Obr. 1).  

 
Obr. 1 Strukturní vzorce fytochelatinu (PC), oxidovaného (GSSG) a redukovaného 
glutathionu (GSH). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Glutathi
je nejrozšířeně
Vyskytuje se ve
(GSSG). Tyto d
poškození buňk
Gly [14-17] kd
opakovat 2 až 1
koncentrací kad
L.) během šesti

MATERIÁL 
Chemikálie 

Methano
byl získán od 
on je tripeptid skládající se z glutaminu, cysteinu a glycinu (γ-Glu-Cys-Gly) a 
jším neproteinovým thiolem, vyskytujícím se prakticky ve všech buňkách. 
 dvou formách a to jako redukovaný glutathion (GSH) a oxidovaný glutathion 
vě formy jsou v určitém poměru a jeho narušení může signalizovat oxidativní 
y volnými radikály. Fytochelatiny (PC) mají základní strukturu (γ-Glu-Cys)n-
e se dipeptidická repetice glutamové kyseliny a cysteinu (γ-Glu-Cys) může 
1krát (nejčastěji 2–5krát) [3]. V této práci jsme studovali vliv sedmi různých 
mia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 µM CdCl2) na růst kukuřice (Zea mays 

denního experimentu. 

A METODY 

l (HPLC-čistota) byl od firmy Merck (Darmstadt, Germany). Standard PC2 
firmy Clonestar Brno. Všechny další chemikálie byly zakoupeny u firmy 



Sigma-Aldrich (USA). Zásobní roztoky standardů (koncentrace 100 µg.ml-1) byly připraveny 
v ACS vodě (Aldrich, USA) a uchovány ve tmě při 4 °C. Pracovní roztoky byly ze zásobního 
připravovány každý den nové. Všechny roztoky byly před HPLC analýzou filtrovány přes 
teflonový filtr 0,45 µm (MetaChem, Torrance, CA, USA). Hodnoty pH byly měřeny pomocí 
WTW inoLab Level 3 (Weilheim, Německo), řízeným počítačovým programem (MultiLab 
Pilot; Weilheim, Německo). Voda použitá pro kultivační medium byla demineralizována 
pomocí reverzní osmózy na přístrojích Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tišnov, Česká 
republika) a dále čištěná pomocí Millipore RG (Millipore Corp., USA, 18 MΩ). 

 

Kultivace rostlin 

Pokusnou rostlinou byla kukuřice setá (Zea mays L.) F1 hybrid Gila. Sedmidenní 
klíční rostliny byly vysazeny do opěrných novodurových nádobek a umístěny do 
novodurových kultivačních van naplněných vodou. Vany byly umístěny v kultivačním boxu 
(Sanyo), kde byla udržována teplota 23,5 – 25 °C, relativní vlhkost vzduchu 71 – 78 % a 
délka světelné periody 14 hodin, při intenzitě světelného toku 200 µEm-2s-1. Po osmi dnech 
kultivace byla voda ve vanách nahrazena roztoky o různé koncentraci kadmia (0, 50, 100, 
150, 200, 400 a 500 µM)  ve formě CdCl2. Expozice rostlin Cd trvala 6 dnů, přičemž po 24 h 
intervalech byly odebírány čtyři rostliny od každé pokusné varianty. Odebrané rostliny byly 
omyty třikrát v destilované vodě a jednou v roztoku 0,5 M EDTA, a následně rozděleny na 
listy a kořeny. 

 

Příprava vzorku pro stanovení thiolových sloučenin 

Listy a kořeny kukuřice (průměrně 0,2 g svěží hmotnosti) byly zmraženy kapalným 
dusíkem z důvodu destrukce buněk. Zmražené části rostlin byly rozetřeny v třecí misce a poté 
byly do misky přidány 2 ml fosfátového pufru o pH 7,0. Vzniklý roztok byl homogenizován 
třepáním na Vortex–2 Genie po dobu 30 min při 4 °C (Scientific Industries, USA). 
Homogenát byl centrifugován (15 000 ot./min) 30 min při 4 °C pomocí Universal 32 R 
centrifugy (Hettich-Zentrifugen GmbH, Německo) [18,19]. Supernatant byl před injekcí 
filtrován přes membránový filtr (0,45 µm, Millipore). 

 

Vysoko účinná kapalinová chromatografie s elektrochemickou detekcí (HPLC-ED) 

HPLC-ED systém byl složen ze dvou chromatografických pump Model 582 ESA 
(ESA Inc., Chelmsford, MA) (pracovní rozsah 0,001 - 9,999 ml/min), a chromatografické 
kolony s reverzní fází Polaris C18A (150 × 4,6; 3 µm velikost částic, Varian Inc., CA, USA) a 
osmi-kanálového CoulArray elektrochemického detektoru (Model 5600A, ESA, USA). 
Detektor je složen z průtočné analytické komůrky (Model6210, ESA, USA) obsahující čtyři 
cely. Každá cela obsahuje jednu pracovní uhlíkovou membránovou elektrodu, dvě referentní a 
dvě pomocné elektrody. Chromatografická kolona a elektrochemický detektor jsou 
termostatovány. Vzorek (5 µl) byl injektován manuálně přes dávkovací ventil. 

 



VÝSLEDKY A DISKUSE 
V našich experimentech byly rostliny kukuřice (Zea mays) vystaveny působení 0, 50, 

100, 150, 200, 400 a 500 µM CdCl2 po dobu šesti dnů. Každý den byly odebírány rostliny (n 
= 4), které byly rozděleny na jednotlivé části (listy, kořen), které byly zváženy. Získané 
růstové křivky ukazují toxický vliv kadmia na rostliny v závislosti na aplikované koncentraci 
kadmia (Obr. 2). 

 
Obr. 2 Růstové křivky rostlin kukuřice, které byly po dobu šesti dnů vystaveny působení 
čtyřech různých koncentrací kadmia (0, 150, 400 a 500 µM). 
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Rostliny syntetizují celou skupinu thiolových sloučenin jako ochranu před toxickým 
působením těžkých kovů (podmiňují vznik kyslíkových radikálů). Jednou ze skupin těchto 
thiolových látek jsou fytochelatiny. V získaných extraktech byl stanoven obsah thiolových 
sloučenin pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekcí 
(HPLC-ED), přičemž získané detekční limity byly 112 fmol pro Cys, 63,5 fmol pro GSH, 
112,2 fmol pro GSSG and 2,53 pmol pro PC2 na nástřik (5 µl). V  kukuřičných extraktech 
byla sledována změna cysteinu, GSH, GSSG a PC2. Obsah cysteinu u všech rostlin 
exponovaných kadmiem se vzrůstající koncentrací aplikovaného kadmia a dobou expozice 
vzrůstá asi o 500 – 800 % (v porovnání s kontrolou) ve čtvrtém a pátém dni experimentu. 
Šestý den experimentu byl pozorován mírný pokles obsahu cysteinu, což může souviset 
s intenzivním zapojením této látky do metabolismu rostliny právě v detoxikačním procesu 
(Obr. 3).  

Obsah GSH a PC2 po celou dobu experimentu velmi rychle vzrůstal. Již v první den 
experimentu byl při nejvyšší aplikované koncentraci pozorovaný nárůst obsahu thiolů o více 
jako 200 % (v porovnání s kontrolou). Po následující dva dny kultivace se obsah GSH a PC2 
zvyšoval přibližně o 30 – 60 % v závislosti na aplikované dávce kadmia kromě kontroly 
(Obr. 3). Od třetího dne experimentu, byly tyto změny pozvolnější (10 – 30 %). Tento jev již 
souvisí s výraznou toxicitou kadmia, která ve třetím dni experimentu byla velmi dobře patrná 
jak na růstové křivce, tak na morfologii rostlin. 



Obsah GSSG v rostlinách s rostoucí aplikovanou dávkou kadmia a dobou kultivace 
rostl, a šestý den byl jeho obsah o 100 až 600 % vyšší v porovnání s kontrolou (Obr. 3). U 
aplikované dávky 500 µM byl obsah GSSG výrazně vyšší než u nižších aplikovaných dávek 
kadmia. Tento výrazný nárůst obsahu GSSG pravděpodobně souvisí se vznikem kyslíkových 
radikálů. 

 
Obr. 3 Množství sledovaných thiolových sloučenin (cystein - Cys, redukovaný glutathion - 
GSH, oxidovaný glutathion - GSSG a fytochelatin - PC2) obsažených v rostlinách kukuřice 
v závislosti na době kultivace a aplikované dávce kadmia. 
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jistili jsme tedy, že vstup těžkého kovu (kadmia) do rostlin je velmi přísně regulován. 

, že se rostlina velmi intenzivně brání toxickému působení těžkých kovů 
nictvím syntézy thiolových látek (glutathion a fytochelatin). Selhání těchto 
ích a ochranných mechanismů velmi rychle vede k nárůstu koncentrace toxického 

 následně ke smrti organismu (rostliny). 
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