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Aminokyseliny jako markery stresu rostliny

Souhrn

Cilem prace na téma Aminokyseliny jako markery stresu rostliny bylo zhodnoceni
zmén v metabolismu N, ke kterym dochdzi v hyperakumulujici rostliné rostouci na ptadé
kontaminované As. Dale byly sledovany zmény v obsahu arsenu, Zeleza a hoi¢iku v zavislosti
na zméné obsahu arsenu dodavaného do pudy.

K vyhodnoceni vysledkii byl =zalozen vegetacni pokus se dvéma zastupci
hyperakumulatortt - Pteris vittata a Pteris cretica, ktefi jsou schopni ve své biomase
akumulovat vysoké koncentrace As. Celkem byly zalozeny Ctyfi varianty pokusu s pfidavkem
arsenu do pidy v koncentracich 0, 20, 100 a 500 mg As/kg pudy. Béhem riistu rostlin byly
provedeny tfi odbéry nadzemni biomasy.

Z vysledk vyplynulo, Zze nejvyssi obsah arsenu v pudé ma negativni vliv na rist
biomasy jak u Pteris vittata, tak i u Pteris cretica. Cim vice arsenu se nachazi v pudé, a ¢im
déle na rostlinu ptsobi, tim dochazi k mensim vynosim. Diky zvySujicimu se obsahu arsenu
v pud¢ dochazi k vy$$i akumulaci tohoto prvku v rostling, plati pro oba druhy. Vyssi
akumula¢ni schopnost arsenu ma ale P. vittata. Obsah Zeleza v biomase je zavisly na délce
doby ristu, po kterou rostlina roste na pudé¢ s ptidavkem arsenu. Vyssi obsahy zeleza byly
naméfeny u P. cretica. Obsah dusiku byl téZ zavisly na délce doby rtstu rostlin. Cim déle byl
pokus provadén, tim méné dusiku bylo v biomase obsazeno. Potvrdila se tak hypotéza, ze
vlivem plsobeni arsenu dochazi ke zméndm metabolismu dusiku. Obsahy hot¢iku nebyly
vyznamn¢ zavislé na zvySujicich se koncentracich arsenu v pudé. Zavislost Mg a As u
P. vittata byla potvrzena jen u prvniho a druhého odbéru. U P. cretica doSlo k mirnému
zvySeni hladiny Mg. Obsah asparaginu nevykazoval pifimou zavislost na zvySujicim
se mnozstvi arsenu. Vice Kyseliny asparagové akumuloval druh P. vittata. S vyssi davkou
arsenu klesal obsah kyseliny glutamové u obou druhii. Vice kyseliny glutamové obsahoval
druh P.vittata. Obsah glutaminu byl u obou druhti nejvyssi ve 2. odbérech. Stoupajici trend
vykazovala P.cretica v odbéru prvnim a druhém. U Pteris vittata se v 1. a 3. odbéru mnozstvi
glutaminu v zavislosti na vy$§im obsahu arsenu snizovalo. Vice glutaminu obsahoval druh

P. vittata.

Klic¢ova slova: arsen, aminokyseliny, dusik, kyselina glutamova, kyselina asparagova, stres



Amino acids as markers of plant stress
Summary

The goal of the Diploma thesis Amino acids as markers of plant stress was evaluation
of changes in the N metabolism occurring in hyperaccumulating plant growing on a soil
contaminated by As. We also observed the changes in the contents of arsenic, iron,
magnesium and amino acids: asparagine, aspartic acid, glutamine and glutamic in relationship
with arsenic spiked to the soil.

The results of pot experiment with two hyperaccumulators - Pteris vittata and Pteris
cretica, showed high concentrations of As in their biomass. Experimental plants were
cultivated in soil spiked by As (0, 20, 100 and 500 mg As / kg soil). During the growing
period plants were sampled free times.

The results showed that the highest content of arsenic in soil has a negative effect on
the biomass growth both with Pteris vittata and Pteris cretica. The higher As content in soil
and longer growing period of plants causing lower yield. Due to the increased content of
arsenic in soil there is higher accumulation of this element in the plant, which applies to both
of the tested plants. However, P. vittata shows higher arsenic accumulation. The content of
iron is the biomass depends on the growing plant grows in the arsenic contaminated soil.
Higher contents of iron were measured in P. cretica. The nitrogen content was also dependent
on the period of the plant’s growth. The longer experimental period showed the less nitrogen
in biomass. The hypothesis that due to the effects of arsenic there are changes caused in the
nitrogen metabolism was confirmed. The nitrogen contents were not significantly dependent
on the increase in arsenic concentration in soil. The relation between Mg and As in P. vittata
was confirmed solely with the first and second sampling. The content of Mg in P. cretica was
slightly increased. The content of asparagine did not show direct correlation with the increase
in arsenic. A higher content of aspartic acid was accumulated in P. vittata. With a higher
content of arsenic the content of glutamic acid decreased in both of the tested plants. More
glutamic acid was found in P. vittata. The content of glutamine reached the peak value at the
second sampling in both cases. An increasing trend was observable in P. cretica at the first
and second sampling period. In Pteris vittata the amount of glutamine decreased at the first
and third sampling in relation to a higher content of arsenic. P. vittata contained more

glutamine.

Keywords: arsenic, amino acids, nitrogen, glutamic acid, aspartic acid, stress
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1 Uvod

Arsen je prvek, ktery se nachazi ve vSech Castech zivotniho prostiedi (voda, pida,
ovzdusi, sedimenty). Jeho toxicita je znama jiz od dob starého Egypta, avSak v poslednich
letech se dostal do vefejného zajmu v souvislosti s objevenim jeho toxickych G¢inkd jiz pii
malych koncentracich. Toxicita arsenu souvisi s oxida¢nim stavem, ve kterém se vyskytuje v
prostiedi kolem nas. Do prostiedi se dostava nejen ptirodni cestou spolecné s lesnimi pozary,
vulkanickou c¢innosti, ale hlavné pomoci antropogenni c¢innosti zahrnujici primysl,
zemédélstvi a dilni ¢innost. Kolem sebe ho mizeme spatfit jako souc¢ast mnoha minerali.
Jedna se o toxicky a karcinogenni prvek, ktery zpusobuje po celém svété vazné zdravotni
problémy a problémy v Zivotnim prostiedi.

Zpidy se miize ndsledné transportovat do rostliny, ve které se akumuluje jak
v kofenech, tak i v listech. Pii niz§ich koncentracich dokaze stimulovat rust rostliny. Pfijem a
akumulace arsenu rostlinami mize mit ale fatadlni ndsledky pro cely ekosystém. Vysoké
koncentrace arsenu mohou Vv biomase rostliny vyvolat oxida¢ni stres, spojeny s nekrozami
lista, pii extrémnich koncentracich mize narusit dulezité metabolické procesy a zptsobit smrt
rostliny.

Mezi rostlinnymi druhy citlivymi na vysoké hladiny arsenu lze take nalézt druhy,
prosperujici na jeho vysSich koncentracich. Tyto druhy jsou nazyvany hyperakumulétory a
vyznacuji se tim, ze ve své biomase dokazou akumulovat vysoké koncetrace arsenu a jinych
toxickych prvki. Z rostlinnych druhii tolerujici extrémné vysoké koncetrace arsenu v pud¢ se

do podvédomi dostali zastupci rodu Pteris — Pteris vittata a Pteris cretica.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Cilem prace je hodnoceni zmén v metabolismu N, ke kterym dochazi
V hyperakumulujici rostliné rostouci na piidé kontaminované As. Budou sledovany predevsim

zmény transportnich aminokyselin.

Hypotéza:
Vlivem rostouci kontaminace pidy arsenem dochazi ke zménam v piijmu dusiku rostlinou,

a proto i ke zménam v obsahu volnych aminokyselin.



3  Literarni reserSe
3.1 Kovy a polokovy kolem nas

Kovy nas obklopuji po celém svété jiz od pradavna a i do budoucna nas stale budou

obklopovat. Mezi kovy patii asi osmdesat prvki periodické soustavy, ptiemz piiblizné tficet
jich je oznacovano jako kovy tézké, ptipadné toxické. Oznaceni toxické kovy nesou ty kovy,
které pti svych urcitych koncentracich negativné ptisobi na lidsky organismus a vSechny Zivé
¢asti ekosystému. Tézkymi kovy oznacujeme ty kovy, jejichZ specificka hmotnost je vyssi nez
5 g.cm® (olovo, kadmium). Mezi stopové kovy se fadi ty kovy, které nalezneme
Vv ekosystémech ve velmi nizkych koncentracich (chrom, zinek), fadové v jednotkach ppm.
(Kafka et Punc¢ocharova, 2002). Jak Nagajyoti et al. (2010) uvadi, tyto kovy zaujimaji velikou
roli ve fyziologickych a biochemickych funkcich viech rostlin. Casto mohou byt soudasti
enzymui nebo se ucastni redoxnich reakci. V pfirod€ nachdzime kovy ve formé soli nebo jako
kovy ryzi, zaroven zahrnuji vesSkera skupenstvi. VétSina z nich je v malych koncentracich
nedilnou soucasti zemskeé kiiry.
Vv jinych zdznamech se docteme o pouziti tézkych kovii jiz v dob¢ antiky. Nékteré tézké kovy
byly objeveny mnohem pozdéji, avsak samotny arsen, polokov, ktery je pfifazovan ke
skupiné tézkych a toxickych kovu, byl pouzivan jiz ve starém Egypté, kde byl pfidavan jako
aditivum do barev. I skodlivé u¢inky téchto kovil na lidstvo a ostatni organismy jsou znamy
velmi dlouho. Muzeme tedy ptedpokladat, Ze kovy se fadi k nejdéle znamym latkdm
prokazujici se toxickym tcinkem.

Teézké kovy se v ekosystémech pohybuji specifickymi cestami svych biogeochemickych
cykld, ze kterych v urcité fazi vystupuji a kumuluji se v ptidach ¢i zivych organismech.
Existuje mnoho zdroji téZkych kovl a tudiz i mnoho moznosti jejich nikti do Zivotniho
prostiedi. Za hlavni zdroj lze povazovat antropogenni ¢innost, ktera zahrnuje riiznd odvétvi

prumyslu a zeméd¢lstvi (Kafka et Puncochafova, 2002).

3.2 Arsen

Arsen je diky své toxicité pro Cloveéka a dalsi zivé organismy jeden z nejvice

studovanych rizikovych prvkia (Szakova et al., 2007). Spolu se rtuti, kadmiem a olovem tvofi



skupinu nejzavaznéjsich rizikovych prvki, které svymi vlastnostmi ohrozuji zivotni prostiedi
(Ustak, 2001). Zvysena hladina koncentrace arsenu v lidském téle pak mize vyvolavat

karcinogenni a teratogenni piiznaky (Vacha et al., 2008).

3.2.1 Vlastnosti arsenu

Arsen ma atomové ¢islo 33. Je to vSudypfitomny prvek, ktery se prirozené vyskytuje
v zemské kafe. Radi se na 20. misto vyskytu v pifrodé, na 14. misto v oceanech a na 12. misto
v lidském téle (Mandal et Suzuki, 2002). Byl izolovan roku 1250 a od té doby byl pouzit
v riznych oblastech, jako je napfiklad medicina, elektronika, zemédé€lstvi a metalurgie
(Sharma et Sohn, 2009). Jiz v minulosti byl arsen hojné vyuzivan napft. v I¢katstvi. (Eisler,
2007). Je obsazen ve vice nez 245 mineralech. Jeho hlavnim zdrojem je geologie, lidska
¢innost, jako naptiklad hornictvi, spalovani fosilnich paliv a aplikace pesticidli. Existuje ve
Ctyfech oxidacnich stavech: -111, 0, 111, V (Sharma et Sohn, 2009).

Patfi mezi amfoterni prvky a ma vlastnosti jak kovl, tak nekovi. Proto tvofi
rozmanitou Skalu sloucenin, které jsou v ptirod¢ vSude pfitomny.

Jeho nejcastéjsimi oxida¢nimi stupni jsou trojmocné a pétimocné formy (Ustak, 2001).
Spole¢né s antimonem, bismutem, fosforem a dusikem spada do V. A skupiny periodické
tabulky prvkt. Elementarni arsen se vyskytuje ve Ctyfech barevnych modifikacich: zluty,
Sedy, cerny a hnédy arsen (Greenwood et Earnshaw, 1993).

Jedna se o toxicky polokov (Soudek et al., 2006). V Zivotnim prostiedi se také
vyskytuje v kombinaci s ostatnimi prvky, piikladem je kyslik a sira, v této kombinaci je
oznacovan jako anorganicky arsen, naopak, v kombinaci s vodikem a uhlikem je 0zna¢ovan
jako arsen organicky (Greenwood et Earnshaw, 1993). Organické a anorganické formy arsenu
se od sebe 1iSi chemickymi vlastnostmi, pfistupnosti pro rostliny, toxikologickymi
charakteristikami a chovanim v systému puda — rostlina (Székova et al., 2007). Anorganicky
povrchovych a podzemnich vod (Eisler, 2007).

V piids se arsen obvykle nachazi v anorganickych formach, tedy jako arsenitan (As'"') a
arseni¢nan (As"). Obecné se vyskytuje v pétimocném stavu, protoZe arsenitan ovykle oxiduje
na arseni¢nan, ktery je v pidé méné toxicky (Weis et Weis, 1991 in Vacha et al., 2008).
Arsenitan je nejenom toxi¢téj§i nez arseninan, je ale také vice rozpustny a vice mobilng&jsi
(Mandal et Suzuki, 2002). Za nejvice toxické slouceniny arsenu jsou povazovany arsenitan
sodny, oxid arsenity a slou¢eniny arsenu s methylerm (Urminska et al., 2002 in Vacha et al.,
2008).



Atomové Cislo 33

Atomova hmotnost [g/mol] 74,9216

Teplota tani [°C] 816

Teplota varu [°C] 615

Hustota pii 25 °C [g/cm’] 5,778
Elektronegativita 2,18
Elektronova konfigurace [Ar] 3d™ 4s” 4p°

Tabulka ¢. 1: Atomové a fyzikalni vlastnosti arsenu (Greenwood et Earnshaw, 1993).

Arsen patii do stopovych prvkl s nizkou, ale pozitivni mobilitou zévislou na hodnoté
pH. Jeho casty transport z pudy do rostlin mize nastat také v geochemicky neobvyklych
pudach, v ptipade, ze je jeho obsah Vv téchto ptidach velmi vysoky. Obecné plati, ze nizka
mobilita arsenu v piudé komplikuje jeho odstranéni za pouziti mirnych technik, jako je
naptiklad fytoremediace (Tlustos et al., 2006 in Vacha et al., 2008).

V Zivotnim prostiedi ho nalezneme v ptidé, vodach i v ovzdusi. Casto se vyskytuje jako
doprovodny prvek vrudach médi, olova a stfibra a diky ziskavani téchto kovi zrud se

dostava do Zivotniho prostiedi (Kafka et Pun¢ochaiova, 2002).

3.2.2 Vyskyt arsenu

Stopy arsenu mizeme najit ve vSech pudach, vodach, rostlindch a v ostatnich slozkach
zivotniho prostiedi (Ustak, 2001). V zemské kife neni zcela hojné rozsifen, ale 1 piesto je
hlavni slozkou mnoha mineralt. Jeho obsah v zemské kufe dosahuje hodnot kolem 2 ppm a
tim zaujima 51. misto co se ty¢e obsahu prvkt v horninach (Greenwood et Earnshaw, 1993).
Praveé z litosféry se arsen dostdva do dalich sfér zem& — biosféra, atmosféra a hydrosféra
(Pertold, 1998). V pudé¢ je arsen ptitomen viceméné ve formé¢ arseni¢nanu (Szakova et al.,
2007).

Podle WHO se rozliSuje 6 skupin slouéenin arsenu, bézné se vyskytujicich
Vv ekosystémech. Jedna se o anorganické slouceniny rozpustné ve vodé, anorganické
slouceniny ve vod¢ malo rozpustné ¢i nerozpustné, organické slouCeniny arsenu, organické
slouceniny arsenu motskych biotopd, organické slouceniny arsenu slouzici jako ptisada do
potravin (kyselina arsanilova) a plynné anorganické a organické slouceniny arsenu - arsin
(Ustak, 2001).



Mezi ptirodni zdroje arsenu lze fadit biologickou a sopec¢nou aktivitu (Zhang et al.,
2002). Je to prvek, ktery se neustale oxiduje, redukuje nebo jinak metabolizuje. Celkovy
cyklus arsenu je podobny fosfaitovému cyklu, nicméné Cas regenerace pro arsen je mnohem
pomalejsi — fadoveé o nékolik mésict. Z toho vseho vyplyva, ze hlavnim rezervodrem arsenu
je magma, sedimenty, oceanské hluboké vody, pida, oceanské smiSené vrstvy, mensi
mnozstvi se vyskytuje v oceanskych castech a v kontinentalni a motské troposféie (Eisler,

2007).

3.2.2.1 Arsen a pedosféra

V piirodé se arsen vyskytuje ve formé sulfidi a je soucasti hornin a pid. Obsah
b&zného arsenu v zemédélskych pudach je celosvétové 7 mg/kg. V Ceské republice je norma
pro obsah arsenu v zemédélsky obhospodatovanych pudach 30 mg/kg (ppm). Vysoké
koncentrace arsenu obsazeného v horninach a piidach jsou zapti¢inény vyskytem sulfidickych
rud olova, stiibra, médi, zeleza a kobaltu. Po celém svété je téchto lokalit s vyskytem
sulfidickych rud nékolik, v CR mezi n& patfi napi. Kutnd Hora a okoli (Ustak, 2001). Za
hlavni zdroj tohoto prvku je v této oblasti povazovan arsenopyrit (FeAsS) a dalsi sekundarni
metabolity (Szakova et al., 2007). Arsenopyrit je povazovan za nejhojné&jsi primarni mineral.
Mezi dalsi sulfidické minerdly patfi auripigment (AsyS3), kobaltin (CoAsS) a dalsi
(Greenwood et Earnshaw, 1993). Zvétravanim arsenopyritu ¢i jinych mineralt, které také
obsahuji arsen, vznikaji sekundarni metabolity, nejcastéji to jsou arseni¢nany. Jejich vznik a
stabilita jsou zavislé predev§im na geochemickém prostfedi lokality, dale na chemickém
slozeni a krystalové struktuie. Pokud se arsenopyrit nachazi pod hladinou podzemni vody, je
v zemsk¢é kuife stabilni. Pokud se ale nachdzi v zon¢, ktera jiz neni nasycena vodou, tedy vyse,
dojde k jeho oxidaci a tim se zaCnou uvolfiovat prvky, ze kterych vznikaji sekundarni
mineraly (nejéastéji arseni¢nan zeleza skorodit). Slozky, které se uvolnily z arsenopyritu, se
pak dostavaji do povrchovych a podzemnich vod, kde se pozdé&ji vysrazi v sedimentech.
Oxidaci arsenopyritu, jeho rozpousténi a naslednému vzniku novych mineralnich fazi je
v posledni dobé vénovana velka pozornost (Pertold, 1998). Dulezitou roli pii oxidaci a
redukci arsenu v padé¢, sedimentech a Cistirenskych kalech hraje mikrobialni biomasa a jeji
aktivita. Arseni¢nany se mohou redukovat na arsenitany a poté se methylovat na
dimethylarsan pomoci piidnich bakterii. Také houby mohou napomoci pfeménit organické 1
anorganické slou¢eniny arsenu na tékavé methylarsany (Szakova et al., 2007).

Podil arsenu se Vv jednotlivych horninach lisi. V piskovcich a vapencich ho nalezneme

kolem 1 mg/kg, kdezto v bridlicich je ho kolem 10 mg/kg. Kromé béznych hornin miizeme
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arsen nalézt v loziskach nerostnych surovin. Hlavnim rezervoarem arsenu v Ceském masivu
je hnédé uhli. Jako prumérny obsah arsenu v uhli se udava hodnota mezi 12 a 18 mg arsenu na
kg (Pertold, 1998). Ve srovnani s mobilnéj§imi prvky jako jsou zinek a kadmium je mobilita
arsenu v pudé velmi nizka (Szakova et al., 2007). Sedimentarni horniny vSeobecné obsahuji
veétsi koncentrace arsenu nez horniny vyvielé a metamorfované, zatimco sedimenty usazené
na dné¢ ve véts§iné vodnich ploch obsahuji vice arsenu nez vody piirodni (Sanyal et Nasar,
2002).

Existuje mnoho faktort, které maji vliv na adsororpci arsenu v pidé. Koncentrace
fosfatli (PO4) je hlavnim faktorem, ktery negativné ovliviiuje adsorpci arsenu. Organicky
material ma také negativni vliv na adsorpci, protoze spolu s PO4 soutézi o adsorp¢ni misto.
Adsorpci arsenu v zavislosti na typu absorbentu a form¢ As také vyrazné ovliviiuje pH.
K pochopeni adsorpcnich/desorpénich procesti a transportu arzeni¢nani V pudé je dualezité

znat také sorp¢ni Kinetiku (Mehmood et al., 2009).

3.2.2.2 Arsen a hydrosféra

Do vody se arsen dostava vymyvanim z hornin, z odpadnich vod a atmosférickou
depozici. Vyskyt arsenu v podzemnich i povrchovych vodach je velmi bézny. Arsen je velice
mobilni prvek, vyznacujici se znacnou schopnosti akumulace v ficnich sedimentech.
V povrchovych vodéach, dobife okyslicenych, se vyskytuje vétSinou v pétimocné formé,

' Koncentrace

vV podzemnich vodach pak za anaerobnich podminek dochazi k redukci na As
arsenu ve vodach se pohybuje vrozmezi 1-2 pg/l, v oblastech, kde se nachazeji ptirodni
zdroje arsenu, muze byt koncentrace az 12 mg/l (KoziSek et al., 2008).

Ve vod¢ se vyskytuje v obou formach - anorganicky i organicky, rozpustény i plynny.
Formy arsenu ve vodach zna¢né zavisi na pH, obsahu organickych nerozpusténych latek,
rozpusSténém kysliku a dalSich faktorech. Ve vodé existuje prevazné v rozpusténé iontové
forme, Castice predstavuji méné jak 1% z celkového métitelného arsenu. V elementarnim
stavu se ve vod¢ nachazi jen vzacné (Eisler, 2007).

Toxicita slou¢enin arsenu v podzemnich vodach a pidnim prostfedi do znacné miry
zavisi na jeho oxida¢nim stavu, na redox stavu a pH (Sanyal et Nasar, 2002).

Sedimenty, pfevazné oxidy Zeleza, organickd hmota a sulfidy pfedstavuji priméarni zdroj
arsenu v podzemnich vodach a za urcitych podminek arsen uvoliiuji. Tento proces uvoliiovani

zahrnuje abiotické reakce (oxidace, redukce, zména iontli, chemické transformace) a biotické

reakce (mikrobialni methylace) (Mok a Wai, 1994).



Ve vodnim prosttedi byly vysoké koncentrace arsenu zaznamendny v horkych
pramenech, v podzemnich vodach z oblasti termalni aktivity a v oblastech, které obsahuji
horniny s vysokym obsahem arsenu a ve vodach s vysokym obsahem rozpusténych soli.
Vétsina dalSich vysokych koncentraci v jezerech, fekdch a sedimentech je pravdépodobné
spojena s antropogennimi zdroji, které zahrnuji té€Zebni a tavici operace, spalovani fosilnich
paliv, syntetické detergenty, herbicidy, pesticidy a kaly z ¢istiren odpadnich vod (Eisler,
2007).

Kontaminace podzemnich vod arsenem byla nékolikrat zaznamenana v Zapadnim
Bengalsku, Argentiné, Mexiku, Mad’arsku a Finsku. V Zapadnim Bengélsku byla ptitomnost
arsenu VvV podzemnich vodach ptesahujici maximalni pfipustnou koncentraci zjiSténa roku
1978, pti¢emz hodnota maximalni pfipustné koncentrace arsenu v pitné vod¢ v téchto zemich
byla stanovena na 0,05 mg As/I (Sanyal et Nasar, 2002).

Do oceant se ptfirodnim zvétravanim hornin a zemin dostava asi 40 000 tun arsenu
rocn€. Mnoho druhtt motskych rostlin a Zivo¢ichti tak obsahuje vysoké koncentrace arsenu, ty

jsou ale vétSinou piitomny v neskodné formée (Eisler, 2007).

3.2.2.3 Arsen a atmosféra

Arsen se vyznamné mobilizuje ze zem¢ do atmosféry jak pomoci ptirodnich, tak i
za pomoci antropogennich procesi. Industridlni emise maji za nasledek cca 30 % dneS$ni
zat€ze nachazejici se v troposféte (Eisler, 2007).

Koncetrace arsenu ve vzduchu se velmi ligi od 0,007 ng.m™ na jiznim p6lu k hodnot&
vy§§i jak 50 ng.m™ nachézejici se v mé&stskych oblastech (Kabata-Pendias et Mukherjee,
2007). Ve vzduchu je arsen pievazné vazan na prachové Castice a obvykle se zde nachazi jako
smés arzenitanti a arzeni¢nant (Mandal et Suzuki, 2002).

Mezi ptirodni zdroje arsenu v atmosféfe spadaji sopecné vybuchy, lesni poZzary a aerosoly.
Sopecné erupce mohou piedstavovat 20-40 % z celkovych zdroji. Arsen a nékteré jeho
slou¢eniny jsou velmi tékavé a tak unikaji do plynil a aerosold, které se nachdzi v atmosfére,

také skrz spalovani uhli (Kabata-Pendias et Mukherjee, 2007).

3.2.3 Zdroje arsenu podminéné lidskou ¢innosti

Existuje cela fada zpisobu, diky kterym je lidstvo denné vystaveno tomuto prvku. Diky
Sirokému spektru vyuziti jednotlivych sloucenin tézkych kovl existuje mnoho zdroji a
moZznosti unikd nebezpecnych latek do Zivotniho prostfedi, které maji nasledek jeho

zneCiSténi. Nejednd se pouze o riznd odvétvi primyslu, z velké €asti ma velky vliv na
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zneCisténi také zemédélska Cinnost. Tento zdroj tézkych kovl miize byt jak lokélni, tak také
celoplos$ny (Kafka et Punc¢ochatova, 2002).

Celosvétové emise arsenu, vzniklé na zaklad¢ lidské Cinnosti, unikajici do atmosféry
¢ini asi 30 tisic tun za rok, z ptirodnich zdroji to je kolem 45 tisic tun za rok. Mezi
nejvyznamnéj$i zdroje kontaminace zivotniho prostfedi arsenem, co se tyCe antropogenni
¢innosti, patfi skoro veSkerd odvétvi primyslu. NejdulezitéjSimi primyslovymi zdroji
znecistovani patii huté a spalovny fosilnich paliv, zejména hnédého uhli (Ust’ak, 2001).

Koncentrace arsenu Vv uhli jsou rozmanité. VétSi koncentrace lze nalézt prevazné
v mén¢ kvalitnim hnédém uhli a lignitu (Henke, 2009). V blizkém okoli huti mize znecisténi
pud arsenem dosahovat stovek az tisici ppm (Ustak, 2001). Mezi zékladni zpracovani rud
patii jejich drceni, mleti, pii kterém vznikd a unikéd prach, taveni, které¢ zpisobuje horecku
z kovil €i prazeni, pfi kterém vznikaji dymy a pary s negativnim vlivem na dychaci soustavu
(Kafka et Puncochaiova, 2002).

Castym rizikem vstupu organickych a anorganickych sloudenin arsenu do Zivotniho
prostiedi je zemédé&lstvi (Szakova et al., 2007). V minulosti nebylo vyjimkou, Ze se jeho
slouceniny hojné vyuzivaly jako herbicidy, insekticidy a defolianty. | dnes se miZeme
v nékterych zemich s pouzivanim téchto piipravku setkat (Ustak, 2001). Pudy obsahujici
vyss§i koncentrace arsenu jsou povazovany za hlavni zdroje kontaminace potravniho fetézce a
dodéavky vody, coz je velmi znepokojujici, protoze jak je znamo, arsen je znamy karcinogen a
mutagen (Zeng et al., 2011).

Celosvétova produkce As Cini asi 75 000 - 100 000 tun ro¢né, z nichz kolem 21 000 tun
produkuji Spojené staty americké a vyuzivaji kolem 44 000 tun. Velké mnozstvi pochazi také
ze Svédska, které je piednim svétovym producentem (Eisler, 2007). Mezi dalsi hlavni
producenty patiily Cina, SSSR, Francie, Mexiko, Peru, Namibie a Némecko. Tyto zemé se
podilely na 90 % svétové produkce arsenu. Behem roku 1970 cca 80 % spotieby arsenu
ptipadalo na zeméd¢€lské ucely. V soucasnosti jeho vyuziti v zemedé€lstvi klesa. V roce 1955
dosahla produkce bilého arsenu 37 000 tun, z tohoto mnozstvi bylo 10 800 tun vyrobeno
v USA. Anorganicky arsen, pfedev§im jako arsenitan sodny, byl Siroce pouZzivan jak herbicid
na potlaceni pleveli. Kyselina arseni¢nd byla po mnoho let vyuZivana k vysouseni baviny
(Mandal et Suzuki, 2002).

Podle Kafky a Puncochafové (2002) jsou dal$imi zdroji zneciSténi vyroba 1é¢iv pro
zvitata, koufeni a vyroba ochrannych prostfedkli na dfevo. Velké mnozstvi arsenu je dale
obsazeno ve vyluzich z elektrarenskych popilkd a v dilnich vodach. Asi 74 % z celkové

vyroby oxidu arsenitého se pouziva na vyrobu piipravki slouZzici ke konzervaci dieva, zbytek
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pak spada na jiz zminéné insekticidy, herbicidy, fungicidy, algicidy a rGstové hormony pro
rostliny a zvifata. Men§i mnozstvi se pak pouziva pii vyrob¢ skla, v elektronickém primyslu a

na vyrobu barviv (Eisler, 2007).

3.2.4 Synergismus a antagonismus arsenu

V soucasné chvili jsou dostupné pouze omezené udaje o tom, ze by byl arsen pro
zivotni prostiedi prospésny, mél ochrannou funkci ¢i byl dokonce nezbytnym prvkem. Nevi
se toho mnoho ani o jeho interakci s ostatnimi chemickymi prvky.

Arsen je povaZovan spiSe za kontaminant Zivotniho prostfedi, neZ za nezbytny nutri¢ni
minerdl. Nicméné, malé davky arsenu (< 2,0 pd/denné) stimuluji rast a proménu pulct
v dospélce a zvysuji zivotaschopnost kokonu bource morusového a jeho preménu v housenku.
Deficit arsenu byl pozorovan u potkanid. Pfiznaky deficitu zahrnuji hrubou srst, nizky
prirGstek hmotnosti, roz§iteni sleziny a zvySeny rozpad ¢ervenych krvinek. Podobné vysledky
byly zpozorovany u koz a prasat, u kterych krmnd davka obsahovala < 0,05 mg As/kg. U
téchto zvifat byla naruSena reprodukéni schopnost, zvySila se novorozenecka umrtnost,
porodni vahy mlad’at byly velmi nizké a zaroven byl sniZen pocet pfirtstkii druhé generace
téchto zvirat.

Ackoli arsen neni nezbytnou Zzivinou pro rostliny, v nékterych ptipadech, kdy byly
nizké hodnoty arsenu obsazeny v pidé, bylo zpozorovano zvySeni vytéznosti rostlin,
specialné u tolerantnich rostlin jako jsou brambory, Zito, pSenice a kukufice. Fytotoxicita
arsenu obsazeného v pidé je redukovana se zvysSenou hladinou véapniku, organické hmoty,

zeleza, zinku a fosfata (Eisler, 2007).

3.2.5 Arsen a jeho toxicita

3.2.5.1 Vliv na ¢lovéka

Béhem uplynulych let se vyznam arsenu pro lidstvo neustdle méni. BéZné se mizeme
sejit s oblastmi, ve kterych vyuziti arsenu znaéné klesa (ochranné natéry dieva a pesticidy),
naopak Vv jinych oblastech je jeho vyuziti v centru zajmu (LeSkova et al., 2012). Slouceniny
arsenu jsou jiz fadu let zndmy jako velmi silné jedy a byly i uZivany jako vrazedné a
sebevrazedné prostfedky. Dokonce 1 smrt Napoleona Bonaparte je spojovana S otravou
arsenem (Mandal et Suzuki, 2002). Dale jsou povazovany za silné toxické a vyznacuji se
vysokou kumulativni schopnosti v organismech. Nejvice se ukladaji v ledvinach a jatrech.
Dalsi, pro né€ typickd akumulace, je ve vlasech, kiizi a nehtech. Jiz v pocatcich lidského Zivota

mohou prochézet ptes nejzdkladnéj$i ochrannou bariéru v téle, kterou predstavuje placenta.
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Touto cestou se mohou dostat do plodu a zpUsobit teratogenni poskozeni. Velky vliv maji i na
cely nervovy systém. Otravu arsenem lze poznat i senzorickym vnimanim. Pro otravu je
typické rohovaténi kiize a Sedozelena pigmentace. Na nehtech lze nalézt bilé prouzky a
Z dechu miizeme citit zapach po cesneku.

Stejné jako u jinych tézkych kovi reaguje i trojmocny kationt arsenu s thiolovymi
skupinami enzymua. To ma za nasledek rusivé zasahy do metabolismu tuki, cukrt, nasledné
dochazi k zablokovani tvorby metabolické energie. Arsen mizeme oznacit také jako
protoplazmaticky jed, ktery pronika do protoplazmatického prostoru bunéénymi membranami
a hluboce postihuje Zivou hmotu. Oznacuje se i1 za kapilarni jed, protoze ma za nasledek
propustnost stén krevnich kapilar.

Akutni toxicita slou¢eninami arsenu se projevuje zavratémi, bolestmi hlavy, n¢kdy take
silnymi zaZivacimi problémy, které v zdvaznych ptipadech mohou skoncit selhanim krevniho
ob¢hu a naslednou smrti organismu.

Pro chronické otravy jsou typické zanéty klize, trvalé potize se zazivanim, anémie a
poskozeni nervového systému, které se projevuje mravencenim v koncetinach. Nejzavaznéjsi
nasledek chronické otravy je rakovina plic a kize, ktera je spojena s ptisobenim sloucenin
trojmocného arsenu, ktery je povazovan za nejvice nebezpecnou formu. Vyjimkou nejsou ani
ucinky mutagenni a teratogenni (Kafka et Pun¢ochafova, 2002).

V oblastech, kde se k piti pouzivd voda obsahujici vy$$i koncentrace arsenu, jsou
znamé chronické otravy, pii kterych dochazi k poskozeni kiize. Chronicka otrava zahrnuje
Sirokou Skalu vlivii, jako jsou neurologické a hematologické zmény, kardiovaskularni
onemocnéni, reprodukéni, vyvojové a imunitni poruchy, diabetes (Kozisek et al., 2008).

Celkovy obsah arsenu v lidském téle kolisd mezi 3 az 4 mg a s vékem se zvysuje.
Absorpce arsenu Vv téle je vyssi u aniontovych a rozpustnych forem a niz$i pro nerozpustné
druhy. Anorganicky arsen ma specialni afinitu k vlasiim a dal§im tkanim bohatych na keratin
(Mandal et Suzuki, 2002).

Existuje cela fada zplsobu, diky kterym je lidskd populace vystavena nebezpe¢nému
pusobeni arsenu. Nejvice pravdépodobnym zpisobem je poziti arsenu nachdzejiciho se
V pitné vodé nebo v potravinach (Zhang et al., 2002).

Za hlavni zdroj zneciSténi vody a potravinového fetézce je povazovana puda, do které
se arsen dostava (Gunes et al., 2008). Zasoby vody, pudy a sedimenty, které jsou
kontaminované arsenem, jsou hlavnim zdrojem kontaminace v pitné vodé¢ a potravnim fetézci
v né¢kolika zemich. To mé za nésledek celosvétové epidemie otravy arsenem, pii kterych maji

lidé rozvinuté kozni 1éze, rakoviny a dal§i symptomy. Geochemické zvétravani hornin a

11



mikrobialni aktivita také prispivaji k roz§ifeni arsenu v prostiedi, nejvice ale za jeho rozsiteni
muze ¢lovek a lidska aktivita (Tripathi et al., 2007).

Kazda z forem arsenu ma odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti a riznou biologickou
dostupnost. Biologicka dostupnost pozitého anorganického arsenu se li§i pfevazné na matrici,
se kterou se arsen do téla dostal, na rozpustnosti dané pozité slouCeniny arsenu a na
ptitomnosti dalsich slozek potravin a zivin V zazivacim traktu.

Arsen se vylucuje hlavné moci a stolici, ostatni zpiisoby vylucovani nejsou tak Casté.
Jelikoz se arsen kumuluje v tkdnich obsahujici keratin, mizou byt vlasy, kiize a nehty také
povazovany za méné Casté zpusoby jeho vylu¢ovani. Velmi mala koncentrace arsenu se mize
vylucovat matetskym mlékem. Vlasy, kize a nehty mohou také poslouzit k identifikaci nebo
ke kvantifikaci expozice. Arsen se velmi rychle dostava z krve, z tohoto divodu se krev uziva
pouze jako indikator nedavné nebo relativné vysoké expozice, naptiklad v ptipadech otravy
arsenem (Mandal et Suzuki, 2002)..

Toxicita zavisi také na jinych faktorech, jako je naptiklad fyzicky stav, velikost ¢astic,
rychlost absorpce do buné€k, rychlost eliminace, povaha chemickych substituentii ve
slouc¢enin¢ a také na zdravotnim stavu pacienta. Toxicita arsenu je zavisla na jeho form¢ a
oxidacnich stavech (Mandal et Suzuki, 2002).

Lidé, ktefi vdechuji anorganicky arsen, trpi laryngitidami, bronchitidami, rymou,
zénétem hltanu, zkrdcenym dechem, pti dychani mohou vydavat zvuky, mtze u nich dojit ke
zdufeni nosni sliznice a k perforaci nosni ptepazky (Mandal et Suzuki, 2002). Pti vdechovani
arsenu jsou hlavni rozdily mezi venkovnim a méstskym prostiedim. Bézné koncentrace
arsenu v ovzdusi dosahuji na venkové 0,000 2 — 0,010 pg/m®. Ve mésté tyto koncentrace
dosahuji 0,010 — 0,750 pg/m>. Jeden &lovek pti dychani spotiebuje cca 20 m® vzduchu za den
a tim tak zachyti asi 1/3 vdechnutého mnozstvi skodlivych latek (Ustak, 2001).

3.2.5.2 Ekotoxicita arsenu

Arsen neplsobi svymi vlastnostmi pouze na ¢lovéka, nybrz i jeho ekotoxicita je velmi
vyznamna. Ve vysokych koncentracich je toxicky pro rostliny, na zvifata ma trojmocny arsen
teratogenni u€inky a velmi toxicky je predevSim pro vcely. Dale na ngj velmi citlivé reaguji
stromy. Na polich, ktera jsou oSetfovana pesticidy s obsahem arsenu, se dostava do pudy, kde
se zabudovava a nasledné snizuje vynos kulturnich rostlin (Kafka et Puncochafova, 2002).

Arsen je prvek, u kterého je zjisténo, Ze se ¢asto kumuluje v Zivé tkani, pokud se jednou
dostane do jakéhokoli organismu, zabuduje se vV ném a uZ je obtiZzn¢ vylu¢ovan, v nékterych

ptipadech se ven nedostane uz nikdy.
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Mnozstvi arsenu v rostliné zavisi vyhradné na koncentraci arsenu, které je samotna
rostlina vystavena. Jeho koncentrace v rostling se pohybuje od 0,01 do cca 5 pg.g”. To
znamena, ze je zde pouze mala pravdépodobnost, Ze by se zvifata otravila spasanim rostlin,
které v sob& absorbuji zbytky arsenu z kontaminovanych pud, protoze jesté pied ptisobenim
toxické koncentrace dojde k poskozeni rostliny.

Jak jiz bylo zminéno, arsen se kumuluje nejenom v zivych pletivech rostlin ale i v tkani
zvifat v odlisnych koncentracich na zakladé jeho pouziti a rozptylu v riznych oblastech. U
mofskych Zivogichii (m&kkysi, korysi) se koncentrace pohybuje od 0,005 do 0,3 mgkg™.
Primérmé koncentrace ve sladkovodnich rybach je kolem 0,54 pg.g™ na zakladé celkové
hmotnosti ale nékdy mohou hodnoty dosahovat i 77 pg.g™. U savel bylo zjidténo, Ze se
akumuluje v urcitych oblastech ektodermalnich tkanich, pfedev§im v chlupech. Domaci
zvitata a Glovek obvykle obsahuji z celkové hmotnosti méné nez 0,3 pg.g™ arsenu v téle

(Mandal et Suzuki, 2002).

3.2.6 Arsen V rostlinach

Pfestoze arsen v nizkych koncentracich stimuluje rast rostliny, nejsou dolozena fakta,
ze by byl pro rostlinu esencidlnim prvkem. Tolerance k arsenu zalezi na druhu rostliny a mtze
vyplyvat ze dvou strategii. Prvni strategii je nepfijeti arsenu, kdy dochazi k zabranéni jeho
piijmu nebo omezeni jeho transportu do nadzemni ¢asti rostliny. Touto strategii je znama
Typha latifolia, ktera roste na pudach s vysokou koncentraci arsenu. Druhou strategii pak je
akumulacni strategie, kdy se arsen silné€ v rostliné akumuluje, ptikladem jsou rostliny rostouci
na haldach po tézbé nerostii. Rostliny pak naakumulovany arsen ukladaji do koifenii nebo ho
piremistuji do nadzemni ¢asti. Z vyzkumu vyplyva, ze dvoudélozné rostliny do své nadzemni
Casti pfemist'uji vice arsenu nez rostliny jednodélozné (Soudek et al., 2006).

Pfijem arsenu a jeho toxicita je spojena s oxida¢nim stavem a druhem slou¢eniny, nelze
tedy jednoznacné z jeho mnozstvi ve vzorku odhadnout, jaké piedstavuje riziko pro okolni
prostiedi (Soudek et al., 2006). Gonzaga et al. (2006) tvrdi, ze rozdily v mnozstvi arsenu
ptijatého z pidy do rostliny zavisi na dostupnosti arsenu v ptd¢, na fazi rustu rostliny, na
pocasi a jinych podminkach, jako je rist rostlin ve skleniku nebo na poli. Z experimentii na
kultivarech ryze vyplynulo, Ze pfistupnost arsenu pro rostliny zalezi na jeho formé v potadi
DMAY (dimethylarsinova kyselina) < AsY < MMAY (monomethylarsonova kyselina) < As'
(Marin et al., 1992 in Soudek et al., 2006). Z jinych experimentti provadénych na mokiadnich
rostlinach vyslo pofadi DMAY < MMAY < AsY < As"' (Carbonell et al., 1998). Z obou

experimenti viak vyplyva, Ze anorganické formy MMAY se nejvice naakumulovaly v
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kofenech, DMAY byla transportovana do nadzemni &asti. Rozdilnost v mist&, kde se arsen
uklada, ukazuje rozdilné mechanismy transportu a uchovani arsenu v rostlin¢ (Soudek et al.,
2006).

Jen maly podil arsenu ziistdva v kotfenech ve volné formé a piechazi do cévnich svazkd,
odkud se dostava do listd. Na rozdil od fosforecnani se zkofenli do nadzemni casti
transportuje jen maly podil arsenu, ktery byl rostlinou ptijat (LeSkova et al., 2012). Arsen,
kumulujici se v kofenové Casti lze zaznamenat napft. u rajcat, kde miize byt soucasti strategie
omezeni piijmu arsenu. Pokud je ale vétSi cast arsenu nahromadéna v nadzemni ¢asti oproti
casti kofenové, muze byt pravé transport z kofeni do nadzemni Casti diilezity pro toleranci
rostliny na arsen. Typickym piikladem je Pteris vittata. U této rostliny se vice arsenu
akumulovalo ve starSich listech nez v mladSich. Toto lze vysvétlit tim, Ze xylém, kterym je
arsen transportovan do nadzemni ¢asti vede pies starsi listy po celou dobu vegetace. Transport
arsenu z koteni do starSich listll je povazovan za detoxifika¢ni proces, kdy se rostlina mize
arsenu zbavit opadavanim listti. Redukce arsenu v rostling je soucasti detoxifika¢niho procesu
(Soudek et al., 2006). Cast piijatého arsenu se v chemicky nezménéné formé nebo ve forms
metabolizované vylouéi zpét do prostiedi (Leskova et al., 2012).

Pokud rostliny pfijimaji do svého téla arsen, je pro né dostupny pouze v rozpustné
formé a piijimaji ho koteny z piidniho roztoku nebo vody. Vlastnosti prostiedi, ve kterém se
vyskytuje, maji zna¢ny vliv na jeho mobilitu. Mezi takové vlastnosti Ize fadit pH, stupen
provzdusnéni pudy, oxida¢né-redukéni potencial, podil organického materidlu, teplotu a
aktivitu rhizosférach mikrobialnich spoleCenstev. Pozitivné na ni vSak ptisobi organické latky
a fosfaty, které ho vytlacuji z vazebnych mist na padnich ¢asticich.

Elementéarni formy arsenu se ve vodach a pudach vyskytuji jen zfidka, stejné tak jako
formy organické, které maji v piirodé mnohem niz8i zastoupeni nez formy anorganické.
Pfitomnost anorganického arsenu v pidé a vodé je velmi vysoce toxicka pro rostliny, jelikoz
zasahuje do procesti metabolismu rostlin a redukuje jejich rist. Dva nejznaméjsi anorganickeé
druhy arsenu, arsenitan a arseni¢nan, se chovaji velmi odlisné a v odliSnych podminkach, coz
muze Casto vést k uhynu rostliny (Vithanage et al., 2012). Dale Vithanage et al. (2012) tvrdi,
7e transport arsenu z pudy do kofenil rostlin zavisi pfevazné na obsahu kysliku v rhizosféte.
Speciace arsenu velmi zavisi na redoxnim stavu v pidé. Pfikladem muize byt arseni¢nan, ktery
je vice dostupny v aerobnich podminkach, kdezto arsenitan zase v podminkach anaerobnich.
Také né€které mikroorganismy jsou schopny zvysit transformaci stopovych prvki pomoci

jednotlivych mechanismt, zahrnujici napt. metylaci (Vithanage et al., 2012). Chemické a
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biologické procesy odehravajici se v rhizosféfe ovliviiuji speciace arsenu a jeho biologickou
dostupnost pro rostliny (Zhao et al., 2009).

Zhang et al. (2002) také uvadéji, ze toxicita a biologicka dostupnost arsenu je uzce
spojena s jeho oxida¢ni formou a druhem slouceniny. Ptijatelnost arsenu z pidy rostlinami je
také ovlivnéna druhem péstované plodiny (Szakova et al., 2000). K posouzeni rizika na
zivotni prostiedi nelze stanovit pouze mnozstvi arsenu ve vzorku. Speciace arsenu v rostling
muze poskytnout dilezité informace ndpomocné k pochopeni mechanismti akumulace arsenu,
translokace, transformace a jeho detoxifikace (Zhao et al., 2009).

Nejcastejsimi slouceninami arsenu v ptdé€ jsou kyselina monometylarsonova (MMA) a
kyselina dimethylarsinova (DMA). Biodostupnost arsenu v pudé se vyrazné snizuje jeho
vazanim na oxyhydroxidy Zeleza a jilové mineraly, zaroven ji mize ovlivnit 1 mykorhizni
houby, které plisobi jako selektivni bariéra pro jeho pifjem.

Diky chemické podobnosti maji arsen a fosfor spole€né drahy transportu v rostling,
protoze prenaSece fosforu jsou zodpovédné za ptijem arsenu. V dnes$ni dobé jiz znadme vice
jak 100 takovychto pfenaSect, které se syntetizuji v kotfenech.

Mechanismus prijmu As'"' se li§i od piijmu AsY. As" se prenasi do rostlin pomoci
akvaporinli, které umoziuji transport napt. glycerolu nebo amoniaku. Téz je mozné, ze se
podili na vylucovani arsenu (LeSkova et al., 2012).

VétSina rostlin nachdzejicich se na stanovistich, obsahujici zvySené koncentrace arsenu,
disponuje mechanismy, které mohou za urcitych podminek omezit jeho vstup do rostliny nebo
mechanismy, které ho u¢inn¢ v kofenech detoxikuji a dojde tak k minimalnimu pienosu do
nadzemni ¢asti (Fiser et al., 2014).

Nékolik studii toxicity arsenu dokazuje, ze rostliny, které nejsou rezistentni k arsenu,
jsou vystaveny oxida¢nimu stresu. Mezi symptomy stresu patii snizeny rist kofent, ktery ma
za nasledek tthyn celé rostliny. Je prokézano, Ze plisobenim anorganického arsenu na rostlinu
arseni¢nanu na arsenitan, ktera probihd v rostlinach a vede k syntéze enzymatickych
antioxidantdl, jako je katalasa a peroxid dismutasa. Déle dochazi k syntéze neenzymatickych
antioxidantti, jako napf. askorbat a glutathion (Hartley-Whitaker et al., 2001 in Soudek et al.,
2006).

Jednim z mechanismli zodpovédnych za toleranci rostliny k tézkym kovim je
ptitomnost obranného antioxida¢niho systému (Srivastava et al., 2005 in Singh et al., 2010).
Tyto formy mohou poskodit proteiny, aminokyseliny a nukleové kyseliny (Finnegan et Chen,

2012). Zaroven reaguji s lipidy, proteiny, pigmenty a nukleovymi kyselinami a zpuisobuji
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peroxidaci lipidd, poSkozeni membrany a deaktivaci enzymd, coz nasledné ovlivituje funkce
bungk (Srivastava et al., 2005 in Singh et al., 2010).

Pii nizkych koncentracich prvki v pud¢, dokaze rostlina tyto kontaminanty
metabolizovat nebo zlikvidovat, bez jakéhokoli ohrozeni. Obecné plati, ze pii vysoké
koncentraci kontaminantu v pudé ¢i vodé, rostlina tyto prvky metabolizovat nedokaze,
nicméné, né¢které druhy dokazou tyto vysoké koncentrace pirezit a dokonce jim i vyhovuji
(Gonzaga et al., 2006).

Chaney (1985 in Szakova et al., 2007) povazuje za normalni hladinu arsenu v rostlinach
0,01-1 mg.kg™, kdezto hodnoty 3-10 mg.kg™ jsou jiz fytotoxické. Rovnéz bylo prokazano, 7e
zvySena koncentrace arsenu v rostlindich muize mit vliv na snizeni absorpce rostlinami
vybranych mikroprvkt jako je napiiklad Cu, B, Zn a Mn (Szakova et al., 2007). Tu et Ma
(2004) uvadeji, ze arsen také ovliviiuje dalsi prvky v rostliné. Koncentrace arsenu vyznamneé
zvySuji koncentrace N, P, K, Ca a Mg napf. u vyhonku rostliny Phaseolus vulgaris L
(Carbonell — Barrachina et al., 1997). Dalsi studie potvrzuji, ze arsen sniZuje piijem
makrozivin (Ca, Mg, K) a mikroprvka (B, Cu, Mn, Zn) v rajéatech (Carbonell — Barrachina et
al., 1994).

3.2.6.1 Pfijem arsenu rostlinou

Ptijem arsenu rostlinou z pudy do rostliny je pro spousty rostlinnych druh velmi
pomaly. Miize se tak stat z nékolika diivodu, jako je napft. nizkd dostupnost arsenu v pudé,
omezeny piijem kofeny rostlin, omezena translokace arsenu z kofenti do listti a jeho relativné
nizka koncentrace v rostlinném pletivu (Singh et al., 2006). Migraci arsenu ovliviiuje také
zrnitostni sloZeni, obsah volnych oxidu Zeleza, hliniku a zavisi na pfitomnosti a koncentraci
fosforu a vapniku, ktery snizuje toxicky t¢inek. V bezkyslikatych podminkach dochazi k jeho
postupné metylaci a k tvorbé toxickych alkylovych slou¢enin (Kabata-Pendias et Mukherjee,
2007). Rasy jsou v nékterych piipadech schopné metylace arsenu, coZ nelze o suchozemskych
rostlinach fici, coz muze byt divodem, ze se v nich arsen vyskytuje v anorganické formé
(Soudek et al., 2006).

Dle Bakera (1989) muzeme rostliny na zaklad¢ jejich ristu v kontaminované pudé a
podle jejich strategie piijmu rizikovych prvkll rozdélit do tfi zakladnich kategorii na
exkludory, indika¢ni rostliny a hyperakumulatory. Exkludory ziji v puidach, které jsou vysoce
kontaminované, ale snizuji koncentraci pfijatych prvki, které transportuji do kotent.

Indikac¢ni rostliny aktivné akumuluji stopové prvky v tkédnich a reaguji na zmény koncentraci
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kovii v pude. Hyperakumulatofi pfijimaji a premistuji prvky do kofeni bez toxickych
symptomdl.

Aby rostlina mohla pfijmout arsen, vyuziva tfi samostatné systémy. Prvnim z nich je
pasivni pfijem pies apoplast, druhym je pfimy transcelularni transport z ptirody do rostliny
pomoci cév a tietim je aktivni pfijem pies symplast (Vithanage et al., 2012). Pro uspé&snou
fytoremediaci arsenu musi hyperakumulator splilovat tfi kritéria. Kofeny rostlin musi byt
schopny arsen piijmout, dale musi byt schopna translokace a akumulace arsenu ve vyhoncich,
které mohou byt nasledné sklizeny a zpracovany a také musi vyvinout mechanismy k ochrané
sebe sama pred toxicitou zpiisobenou vysokymi koncentracemi arsenu ve svém téle (Xie et

al., 2009).

3.2.6.2 Fytotoxicita arsenu

Fytotoxicita arsenu se projevuje morfologickymi zménami v rostlinach. Klicovym
ukazatelem toxicity arsenu na rostliny je jejich kliCivost. V pocateCnim stadiu riistu nemayji
dostateCné¢ vyvinuté obranné mechanismy a jsou tak vic¢i arsenu zvlasté citlivé. Inhibici

I . o v ~ 1
kli¢ivosti miiZzeme zpozorovat spiSe u As

.V mnoha experimentech se potvrdila inhibice
rustu kofene a vyhonkii v pfitomnosti arsenu. V nékterych piipadech pti nizké koncentraci
arsenu doslo 1 ke stimulaci ristu. Dal§im dulezitym faktorem poukazujici na toxické ucinky
arsenu je produkce biomasy. V nékterych piipadech maji nizké koncentrace arsenu
blahodérny vliv na tvorbu biomasy, vyssi koncentrace vsak jeji tvorbu vyrazné redukuji a to
v poradi kofeny > stonky > klasy. Bylo potvrzeno, Ze arsen sniZuje obsah vody v biomase,
coz muze nasledné souviset s propustnosti cytoplasmatické membrany. Poskozeni membrany
vede k poruSe rovnovahy pfijmu Zivin a obsahu vody v buiikach rostlin (Leskova et al., 2012).
Fytotoxicitu pozname u rostlin i diky plazmolyze pletiv kofeni a Zloutnutim listti, které vede
Kk nekroze okraju a Spicek listd (Szakova et al., 2007).

Arsen mize v rostlinnych buiikdch vyvolat oxida¢ni stres, ten se projevuje zvySenou
koncentraci malondialdehydu (MDA) v rostlinné tkdni. MDA je metabolicky produkt
peroxidace lipidi v biologickych membranach. Arsen také zpusobuje chlorézu v listech
rostlin, z divodu indukovaného poklesu hladiny chlorofylu (Moreno — Jimenéz et al., 2012).
Snizeni celkového obsahu chlorofylu je prvni z pfiznakl toxicity n€kolika kovii a metaloidi.
Toto sniZeni je indikatorem oxida¢niho stresu rostliny. Arsen muize mit toxicky vliv na
fotosyntetick¢é pigmenty, coz vede k poruchdm fotosyntetického apardtu a zméndm
fotosyntetické kapacity, coz ma za nasledek negativni disledky, jako je napf. sniZend

asimilace uhliku, poruchy v ristu, preziti a v reprodukci rostlin (Farnese et al., 2014).
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Pti velmi vysokych koncentracich mize arsen naruSovat dilezité metabolické procesy,
a zpusobovat tak smrt rostliny (Finnegan et Chen, 2012). Jak si miizeme vSimnout, pfijem a
akumulace arsenu v rostlinach mize mi také za nasledek kontaminaci potravniho fetézce a
miize predstavovat vazné riziko pro dalsi jeho ¢lanky (Leskova et al., 2012).

Citlivost rostlin na arsen je riznd. Ze zemédélskych plodin jsou na tc€inky arsenu

nejvice citlivé luskoviny (Szakova et al., 2007).

3.3 Hyperakumulatory arsenu

Hyperakumulatory jsou rostlinné druhy, které jsou schopné akumulovat v sobé kovy
V hodnotach 100x vysSich neZ jsou koncentrace stanovené V béZnych neakumulujicich
rostlinach. V nyn¢js$i dobé je pospéano asi 450 druhii rostlin, z vice nez 45 rostlinnych celedsi,
které jsou schopné hyperakumulovat tézké kovy. Nejvice druhii je schopno akumulovat nikl
(Soudek a Petrova, 2008).

Roku 1977 ptisel spojmem ,hyperakumulator R. R. Brooks. Prvni rostlinou
definovanou jako hyperakumulator byla violka zluta (Viola calaminaria) a penizek rolni
(Thlaspi arvense) (Soudek et al., 2006). Jak Ma et al. (2001) tvrdi, termin hyperakumulator
znamena, ze rostlina nejen toleruje vysoké koncentrace kovu, ale také akumuluje kovy ve
vysokych hladinach v biomase rostlin.

Rozsiteni hyperakumuldtorti kovii je po svété velmi rozmanité. VétSinou se jedna o
endemické druhy, které jsou zavislé na geologickém podlozi a rostou pouze na pudach, kde
bychom nalezli vysokou koncentraci kovi. Zaroven bychom hyperakumulatory nikdy
nenalezli v mistech piedchoziho zalednéni, jelikoz 10 000 let neni tak dlouha doba, nutna u
danych rostlin k vyvoji schopnosti hyperakumulovat tézké kovy (Brooks 1998b).

Termin hyperakumulator byl pouZzit pro rostliny, které akumuluji vice nez 1000 mg
kovu na kilogram suSiny. Pro arsen bylo popsano nékolik hyperakumulujicich rostlin, které
rostly na haldach ve Velké Britdnii, na odpadech z huti v severovychodnim Peru a jiznim
Thajsku na odpadech po tézbé cinu. Velké tolerance arsenu jsou schopny akumulovat a
tolerovat rostliny z rodu Agrostis. Akumuluji az 6640 mg.kg™ ve starych listech. Pseudosuga
taxifolia, Pityrogramma calomelanos a Pteris vittata na kontaminované nebo mineralizované
piidé mohou akumulovat az 8350 mg.kg™ arsenu. Dobrou schopnost akumulace maji také
fasy, vyskytujici se v fi¢nich vodach, kde arsen dosahuje koncentrace 0,03 - 0,08 mg.kg™ jako
dusledek geotermalni aktivity (Soudek et al., 2006).
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Hyperakumulétory disponuji pfevazné vysokym biokoncentraénim (vice jak 10) a
translokacnim faktorem (cca 7), protoze pievdzna cast arsenu je v nich transportovana
z kotenu do listti (Leskova et al., 2012).

Podle Cunninghama et al. (1996) se hyperakumulujici rostliny vyznacuji pomalym
ristem a produkci mensitho mnozstvi biomasy. Az na vyjimky nenalezneme v piirod¢ rostlinu,
ktera by hyperakumulovala vice jak dva druhy kovii. Nejvice kovli dokaze hyperakumulovat
penizek modravy (Thlaspi caerulescens), az 3 druhy kova (zinek, olovo, kadmium). Velké
tolerance arsenu jsou schopny akumulovat a tolerovat rostliny z rodu Agrostis.

Existuje n€kolik mechanismd, jak rostliny toleruji vyssi koncentrace kovi
nachazejicich se v piidach. Mnozstvi kovu, které dokaze rostlina tolerovat je zavislé nejen na
genetickych faktorech rostliny, ale také na wvnéjSich vlivech okolniho prostiedi. DalSim
dulezitym faktorem miry tolerance kovi je druh rostliny a druh kovu (Baker et Brooks, 1989).

Arsen ptijaty kofeny hyperakumulatord se redukuje na As™ a nasledné putuje ve volné forme

do nadzemni ¢asti pomoci cévnich svazku (LeSkova et al., 2012). U hyperakumulatoru se

nezabudovava v kofenech, ale misto toho je rychle transportovan jako As'"

xylemem do listl
(Finnegan et Chen, 2012). V listech se bez dalSich transformaci ulozi do vakuol. Ven
z rostliny se tak vylucuje z kotent a reprodukénich organt (LeSkova et al., 2012).

Hyperakumulatory na rozdil od netolerantnich druhti dokézou ptezivat v prostredi
S vys$i koncentraci arsenu pravé pomoci vySSiho poctu antioxidantl, které ve svém téle
obsahuji a niz§iho obsahu reaktivnich forem kysliku (LeSkova et al., 2012).

Mnoho rostlin dokaze ve svych pletivech akumulovat vice jak 1000 mg As/kg suSiny,
avSak nemohou byt klasifikovany jako hyperakumulétory, jelikoZz akumulace arsenu v téchto
rostlinach trva velmi pomalu a krom¢ toho je velka ¢ast As izolovana v kofenech (Srivastava
et al., 2006).

Podle Ustaka (2001) byl proveden vyzkum, pii kterém se sledoval piestup arsenu
Z pudy do ovzdusi a rostlin. Zavérem bylo zjisténi, Ze jednotlivé rostliny a i jejich Casti se
zcela lisi, co se tyce ukladani arsenu. Nejvice arsenu v sobé akumuloval hlavkovy salat, vétsi
mnozstvi se akumulovalo také do naté petrzele, celeru a kopru. Naopak nejmensi koncentrace
tohoto prvku byla nalezena v ovoci, semenech luskovin, patizonech, cuketach a okurkach.
Vys§i mnoZstvi obsahovaly brambory, fedkvic¢ky, zrna obilovin a sldma obilovin. Nejvice

arsenu, jak uz bylo feceno, obsahovala listova zelenina.
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3.3.1 Pteris vittata

Jednim z u¢innych hyperakumulatord arsenu je Pteris vittata, objevena v centralni ¢asti
Floridy. Americti a ¢insti védci zjistili, ze pravé kiidelnice je jednou z rostlin, ktera dobie
absorbuje arsen z pudy. Zaroven patii mezi prvni nalezené rostliny, které patii mezi
hyperakumulatory arsenu (Drahota, 2004).

Tato kapradina pattici do Celedi Pteridaceae roste a je péstovana na mnoha mistech,
spadajicich do mirného podnebi. Je mrazuvzdorni, dobie se piizptisobuje rozdilnym
podminkam, preferuje zasadité prostfedi a ma rada slunna mista, coz neni pro kapradiny zcela
typické. Radi se mezi vytrvalé rostliny s velkym nartistem biomasy (Soudek et al., 2006). Dle
Francesconiho et al. (2002 in Fayiga et al., 2004) mtze jeji biomasa dosahovat az do vyse
1,7m.

Dle Kovaie (2008) Casto roste na pobieznich skalach a tutesech, lze ji nalézt v okoli
silnic, dale na stanovistich, ktera jsou narusena lidskou ¢innosti a na starych zdech. Diky
svému vzhledu se také Casto pouziva k dekoraci. Ma kratky, Supinaty a plazivy oddenek.
Rapikaté listy mohou v nékterych piipadech doristat az 80 cm, na okraji jsou pilovité a
koncovy listek je vzdy vyrazné prodlouzeny. Dle Drahoty (2004) dorusta az do velikosti 90
cm, listy méa dlouhé pouze 30-60 cm a Siroké 10-25 cm. Rozmnozuje se velmi rychle pomoci
spor a oddenkti.

Podle vyzkumu, ktery probihal v centralni Florid¢, kdy bylo odebréano 14 druhi rostlin
rostouci v této kontaminované oblasti, vyznamné akumulovala arsen pouze kiidelnice. Tato
rostlina akumulovala arsen uspésné nejen z kontaminované pudy, nybrz také z pad, kde
koncentrace arsenu byla v normé. Koncentrace arsenu v biomase kiidelnice byla tisicindsobné
vyss§i nez u dalSich studovanych rostlin.

K podobnym vysledkim dosli také Cinsti védci, ktefi zkoumali akumulaci arsenu u téze
rostliny na opusténém sulfidickém loZisku na jihu Ciny. Misto toho, aby kiidelnice diky
akumulaci vysokych koncentraci arsenu stradala a trpéla nemocemi, dosahuje nebyvalych
rozméru a velmi ji tento prvek prospiva (Drahota, 2004). Jeji schopnost piezit v padé
kontaminované jinymi kovy je zatim neznamad. Pro efektivni remediaci pid s vy$§im obsahem
arsenu je dilezité, aby kiidelnice byla nejenom tolerantni k ostatnim koviim, nybrz aby byla
schopna hyperakumulovat arsen z pudy v pfitomnosti dalSich kontaminantt (Komar, 1999).

Podle Soudka et al. (2006) z vyzkumt vyplyva, ze nejméné se arsenu hromadi
Vv kotenech kapradiny, stfedni hodnoty lze nalézt ve stonku a nejvysSi obsahy byly

zaznamenany v listech, pfiCemz ve starSich listech bylo arsenu vice nez v listech mladsich. V

20



nadzemni ¢asti kiidelnice se ulozilo odhadem vice jak 95 % prtijatého arsenu. Dale z vyzkumu
vyplyva, Ze kapradina dokaze akumulovat arsen dokonce i z oblasti, kde je arsen pfitomen ve
slouceninach, a to dokonce i z téch méné rozpustnych (FeAsO4, AIASO,).

V rostliné se arsen vyskytuje predevSim v trojmocnych toxickych anorganickych
sloucenindch, pouze malé mnozstvi je pfitomno v organickych formach. Do anorganickych
sloucenin se pfeménuje jiz béhem transferu z kotent do listi (Drahota, 2004).

Bylo zjisténo, ze v Pteris vitatta se v listech nachazi nejvice trojmocného arsenu.
Rostlina pfijima arsen pfevdzné v pétimocné formé a ndsledné je rostlinami konvergovéan na
arsen trojmocny (Soudek et al., 2006).

Ackoli je vétsina rostlinnych druht ovlivndna expozici mensi nez je 10 mg.I™ arsenu
v mediu, Pteris vitatta a dalsi kapradiny toleruji az 1000 mg.l™ arsenu v mediu, ktery
akumuluji v listech az do 2,3 % hmotnosti jejich susiny. I pfes mimotadné schopnosti Pteris
vitatta jsou mechanismy souvisejici s odolnosti a hyperakumulaci rostliny na arsen nejasné

(Sundaram et al., 2008).

3.3.2 Pteris cretica

Pteris cretica je dalsim znamym hyperakumulatorem arsenu (Singh et Ma, 2007). Ma et
al. (2001) identifikovali tuto rostlinu jako dalsi druh se schopnosti akumulovat ve své biomase
vysoké hladiny arsenu. Tento druh roste pievazné v horskych lesich, na okrajich mytin,
narusenych nebo umélych plochach a v prostiedi, jako jsou naptiklad okraje silnic (Martinez
et Morbelli, 2009). Odrudy Pteris cretica akumuluji nejvice arsenu ve svych listech (Meharg,
2002).

3.4 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zdkladni stavebni slozkou proteind. Jednd se o slouceniny,
Vv jejichz molekule nalezneme minimdlné jednu primarni aminoskupinu —NH; a soucasné také
jednu karboxylovou skupinu —COOH. Kazda z aminokyselin ma nejméné dvé ionizovatelné
skupiny: karboxylovou, kterd miize od§tépovat H" a aminoskupinu, ktera zase ionty H"
ptijima (Holecek, 2006).

Aminokyseliny 1ze délit podle jejich ndboje pii fyziologickém pH 7,4 na zasadité,
kyselé a neutralni, pficemz do skupiny kyselych aminokyselin lze fadit kyselinu asparagovou
a glutamovou, mezi zasadité pak arginin, lyzin a histidin a za neutralni aminokyseliny

muizeme povazovat glycin, alanin, leucin, prolin, valin, izoleucin, cystein, metionin, serin,
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treonin, fenylalanin, tyrozin, tryptofan a amidy aminokyselin asparagin a glutamin (Holecek,
2006).

U rostlin, které byly vystaveny toxickym koviim, lze jednozna¢né predpokladat, ze se
V jejich teéle hromadi specifické aminokyseliny, coz pro né mize mit i pfinosny vyznam. Pfi
vystaveni rostlin toxickym kovim mize dochazet ke stresu rostliny, zaroven dochdzi k
akumulaci aminokyselin, které v rostlin¢ hraji rozdilné role, zahrnujici usnadnéni detoxikace a
regulaci transportu jednotlivych iontt (Xu et al., 2012 in Zemanova et al., 2013). Informaci 0
tom, Ze by aminokyseliny hraly roli pfi hyperakumulaci tézkych kovi v rostlinach je malo.
Asparagin, kyselina asparagova, glutamin a kyselina glutamova hraji roli, co se tyce

akumulace a transportu dusiku v rostlin¢ (Zemanova et al., 2013).
3.4.1 Alifatické dikarboxylové aminokyseliny a jejich amidy

3.4.1.1 Kyselina asparagova a asparagin

Kyselina asparagova celym nazvem 2-aminobutandiova kyselina patii do skupiny
neesencialnich glukoplastickych aminokyselin spole¢né s jejim amidem asparaginem (4-amid
asparagové kyseliny). Ten je ozna¢ovan jako neutralni aminokyselina vznikajici z glutaminu a
kyseliny asparagové za ucasti ATP a asparaginsyntetazy. Kyselina asparagova spadad mezi
kyselé¢ aminokyseliny, obsahuje disociovany karboxyl, a tak dokaze na sebe vazat kationty a
podilet se na formaci prostorového uspotradani bilkovin.

Pti biosyntéze purinii a pirimidint je velice diilezitd kyselina asparagova. Kondenzaci
této kyseliny s amoniakem pak vznika amid asparagin. Ten diky vodikovym vazbam, které
snadno vytvari, zvysSuje rozpustnost bilkovin ve vod¢. Jako donor aminoskupiny se Ucastni
mnoha dilezitych reakci. Spolecné s kyselinou asparagovou zaujimaji diilezitou roli

v metabolizmu aminokyselin (Holec¢ek, 2006).

3.4.1.2 Kyselina glutamova a glutamin

Kyselina glutamova dokaZe diky zdpornému néaboji ovlivnit prostorové uspotadani
bilkoviny a je dileZitym spojovacim prvkem metabolizmu aminokyselin a citratového cyklu.
Také je prekurzorem pro biosyntézu glutaminu, glutationu, prolinu a dalSich latek.

Glutamin je donorem —NH; skupiny pro biosyntézu dutlezitych latek jako jsou

pirimidiny a puriny (Holecek, 2006).

22



3.5 Dusik v rostliné

V rostlinach se dusik vyskytuje v anorganické formé, pievazné vsSak ve formé
organické. Praveé organické slouceniny plni v rostling fadu dilezitych funkci, jako jsou funkce
stavebni, transportni, zasobni a metabolické. V susiné rostlin se mnozstvi dusiku v priméru
pohybuje v rozmezi 1 - 3 %, omezené klesa pod 1 %. Zarovei je jeho mnozstvi v jednotlivych
Castech rostliny zcela odlisné a je riznymi mechanismy (genetika) regulovano. Béhem rtstu
rostliny se celkovy piijem dusiku rostlinou zvySuje, ale jeho obsah vztaZzeny na jednotku
hmotnosti suSiny rostlin klesa. To je vysvétleno zvySovanim mnoZstvi celulosy, hemicelulos a
ligninu v celkové hmotnosti susiny (Zehnalek et al., 2006).

Nedostatek ale i nadbytek tohoto prvku maji zcela zasadni vliv na rist a vyvoj rostlin.
Pti nedostatku se na rostlindch objevuji viditelné symptomy deficience, zahrnujici ristovou
depresi a zloutnuti listd. Toxicky obsah dusiku ma vliv nejen na vznik viditelnych symptomi
jako jsou nekrozy, opad listli a zména obsahu pigmentii v rostling, ale i na sniZeni produkce
biomasy (Zehnalek et al., 2006).

Vysoké expozice arsenem maji ostatné jako na dalsi prvky (Mg, Zn, Fe) vliv na celkovy
piijem dusiku. Biologickd fixace dusiku dodava vysoky podil dusiku do biologickych
systémtl. BohuZel vysoké hladiny arsenu v pidd vyrazné snizuji fixaci Np. As’ obecné
narusuji asimilaci dusiku. Arsen mize mit také vliv na fada gent podilejicich se na transportu
dusiku (Finnegan et Chen, 2012).

Za hlavni zdroj dusiku pro rostliny jsou povazovany nitratové a amonné ionty, které
jsou obsazené v pudé¢ (Zehnalek et al., 2006). Dale Zehnalek tvrdi, ze celkovy obsah dusiku v
ornici je 0,1 - 0,2 % a je pomérné staly. Z toho 98 — 99 % dusiku se vaze organickou formou v
zivoc¢isSnych a rostlinnych zbytcich, fulvokyselindch, huminovych kyselinach a zbylych 1 - 2
% v mineralni formé NO3 a NH4".

Piijem dusiku a jeho nasledny transport je regulovan obsahem dusiku v rostliné a
mechanismem zpétné vazby. Rychlost pfijmu iontu se snizuje pii zvySeni jeho obsahu v
rostliné a naopak. Pfi pfebytku v nadzemni ¢asti je transportovan floémem do kotent, kde se
jeho obsah zvysi. Kofeny pak pfijem tohoto iontu z vnéj§iho prostiedi omezi. Ve floému je
pak transportovan ve formé sloucenin se sirnymi latkami nebo organickymi slouc¢eninami do
vakuoly nebo tam, kde je jeho toxicita snizena (Zehnalek et al., 2006).

V cévnim systému je transport a pfemistovani dusiku realizovano pievazné ve formé
dusi¢nani a aminokyselin. Intenzita metabolismu dusiku spole¢né s biosyntézou bilkovin

rozhoduji, do jaké ¢asti rostliny se dusikata sloucenina piemisti (Zehnalek et al., 2006).
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4 Material a metody
4.1 ZaloZeni vegeta¢niho pokusu

Vegetatni  nadobovy  pokus  slouzici khodnoceni zmén  metabolismu
hyperakumulujicich rostlin (pfedev§im zmén v metabolismu dusiku a zmén transportnich
aminokyselin) byl zrealizovan katedrou agroenvironmentadlni chemie a vyzivy rostlin
v pokusném skleniku na uzemi CZU v Praze - Suchdol. Pro pokus byli pouziti zastupci dvou
rostlinnych druhti z rodu Pteris, konkrétné Pteris vittata a Pteris cretica. Tyto dva druhy jsou
znamymi hyperakumulatory arsenu, kteti narozdil od ostatnich rostlin, dokazi ve své biomase
akumulovat velice vysoké koncentrace arsenu.

Rostliny byly péstovany v nadobach a pouzZitou zeminou byla cernozem modalni

z mistni lokality Suchdol. V tabulce ¢islo 1 jsou znazornény zakladni charakteristiky pokusné

zeminy.

Tabulka ¢. 1 — Zakladni charakteristika pokusné zeminy z lokality Suchdol
Pudni typ/subtyp pHKCI Corg. (%) KVK(mmol(+)/kg) | As (mg/kg)
Cernozem(CE)/modélni 7,1 £0,3 3,1 £0,7 225+ 19,5 16 £1,7

Pokus byl zalozen 16. 5. 2015. Do plastovych nddob bylo odvazeno 5 kg zeminy.
Nasledné byla ptida hnojena davkou NPK. Do kazdé nadoby bylo piidano automatickou
pipetou ve formé NH4NO3 0,6 g dusiku a ve formé K,HPO,40,16 g fosforu a 0,4 g drasliku.
Nakonec byly nddoby kontaminovany riznymi koncentracemi arsenu ve formé
Na;HAsO,.7H,0. Celkem byly zalozeny 4 varianty pokusu, pfi¢emz jedna z nich slouzila
jako kontrola, obsahujici 0 mg As/kg pudy. Zbylé koncentrace arsenu byly 20 mg As/kg
pudy, 100 mg As/kg pudy a 500 mg As/kg pudy. Pfidavek arsenu do nadob je uveden

V tabulce ¢&. 2.

Tabulka ¢. 2 — schéma zalozeni pokusu
Varianta Davka As (mg.kg™)
Kontrola 0
Asl 20
As2 100
As3 500
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Zasazeni rostlin do ptipravenych nadob prob&hlo dne 22. 5. 2015. Nadoby s rostlinami
byly ulozeny do skleniku s teplotou 24°C pies den a 20°C pies noc a pravidelné byly zalévany
demineralizovanou vodoul.

Béhem nadobového pokusu doslo celkem ke tfem odbérim nadzemni biomasy rostlin.
Prvni odbér byl uskute¢nén dne 25. 6. 2015, tedy po 35 dnech, druhy odbér 12. 8. 2015, po 83
dnech a posledni tfeti odbér 19. 10. 2015, po 160 dnech. Varianta As3 u obou druhti rostlin
pti tfetim odbéru uhynula, a tak nemohla byt odebrana.

Mezi 2. a 3. odbérem byla kontrola s Pteris cretica napadena msicemi, byl pouzit

postiik Pirimor (1g v 1 I).

4.2 Stanoveni arsenu a dalSich vybranych prvki

Rostlinny material byl rozloZzen na suché cesté v mineralizatoru Apion (Tessek, CZ).
Alikvotni podil (0,5 = 0,05 g) suché homogenizované¢ biomasy byl navazen do ampuli z
borosilikatového skla a rozloZen ve smési oxidac¢nich plynti (O2 + O3 + NOXx) pii 400 °C po
dobu 10 hodin. Vznikly popel byl rozpustén ve 20 ml 1,5% HNO3 (v/v) (chemické Cistoty,
Analytika Ltd., Ceska republika) a uchovavan ve sklendnych zkumavkach az do analyzy
(Miholova et al., 1993).

Obsah vybranych prvki byl stanoven metodou optické emisni spektrometrie s indukéné

vazanym plazmatem (ICP - OES, VarianVistaPro, Australie).

4.3 Stanoveni celkového obsahu N

Ke stanoveni celkového N byla uzita suSina biomasy. Pro stanoveni celkového N byl
rostlinny material rozloZzen roztokem koncentrované H,SO4 (1:20 w/v) v mineralizaénim
bloku topného systému Kjeldatherm (Gerhardt). Vlastni analyza celkového N byla provedena
Kjeldahlovou metodou na destilaénim pfistroji Vapodest 50s (Gerhardt).

4.4 Stanoveni volnych aminokyselin

Pro stanoveni obsahu volnych aminokyselin byly vzorky zhomogenizovany v kapalném

dusiku. Volné aminokyseliny byly extrahovany z Cerstvé biomasy (~0,5 g) 10 ml roztoku
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metanolu a redestilované vody (7:3 v/v). Po uplynuti 24 hodin byly vzorky centrifugovany pti
9 000 g po dobu 20 min. Derivatizace volnych aminokyselin v supernatantu byla provedena
sadou EZ:faast firmy Phenomenex (Neuberg et al., 2010).

Obsah volnych aminokyselin byl méfen metodou plynové chromatografie s
hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) na pfistroji Hewlett-Packard 6890N/5975 MSD
(Agilent Technologies, USA) s kolonou Zebron ZB-PAA-MS 10 m x 0,25 mm, ktera je
dodavana se sadou (Pavlik et al., 2010). Pro nastfik bylo pouzito 1,5 - 2 pl vzorku s pomérem
1 : 10 a v rezimu split. Jako nosny plyn bylo pouzito helium (He, Cistoty 5,0) s konstantnim
prutokem 1,1 ml/min. Teplotni program pece: poc¢atecni teplota 110 °C, rampa 30 ° C min-1
do teploty 320 °C. Teplota inletu byla 280 °C. Podminky detektoru MS: MS zdroj 240 °C,
kvadrupol 180 °C, aux 310 °C, energie elektroni 70eV, skenovani m/z v rozmezi 45-450 a
frekvence 3.5scans-1.

26



5 Vysledky
5.1 Vynos biomasy

Jako prvni parametr byl sledovan vynos biomasy obou druht rostlin Pteris vittata a
Pteris cretica v zavislosti na postupném zvySovani davky arsenu do pudy. Jednalo se o tfi
opakovani (n = 3) z kazdé varianty, pfi¢emz vysledna hodnota reprezentuje pramér téchto tii
opakovani.

Odbéry biomasy byly provedeny 25. 6. 2015, 12. 8. 2015 a 19. 10. 2015. U obou druhi
rostlin byly hodnoceny varianty K (0 mg As/kg pudy), Asl (20 mg As/kg pudy), As2 (100 mg
As/kg) a As3 (500 mg As/kg).

Ve tretim odbéru u varianty As3 doSlo k thynu rostliny, proto hodnoty nemohly byt
hodnoceny.

Graf ¢. 1 — Vynos biomasy u rostliny Pteris vittata v zavislosti na obsahu arsenu v padé
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Dle grafu ¢. 1 je patrné, Ze nejvyssi produkce biomasy rostliny Pteris vittata byla u
varianty Asl ve druhém odbéru. Odpovida to i v piipadé¢ vSech provedenych odbéri u
jednotlivych variant, kdy varianta As1 méla z celkového souctu biomasy pouze 0 1 g biomasy
vice, nez varianta K. Nejvice biomasy narostlo vZdy v dobé mezi prvnim a druhym odb&rem
Vzristajici trend hmotnosti rostlin v zavislosti na vzrustajici davece As nelze, az na variantu

bez As, zpozorovat. V obdobi mezi druhym a tietim odbérem mnozstvi biomasy vzdy kleslo.
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Zvysujici se davka arsenu v pudé méla velky vliv na vynos biomasy az pii 3. odbéru, kdy
pomalu dochazelo k tthynu rostliny. Je tedy patrné, ze zvysujici se davka arsenu v ptidé ma na
rust rostlin negativni vliv. Nelze fici, ze se vynos biomasy V 1. odbéru zvysoval s rostouci
davkou arsenu. SpiSe naopak. Byla prokézana neptima linedrni zavislost, sila zavislosti byla
R?=0,860. V druhém odbéru byla prokazana nepfima linearni zavislost se silou R?= 0,862 a
ve tietim odbéru byla také prokdzana nepiima linearni zavislost (R?= 0,801).

e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl vynos susiny v davce Asl o 6,8 % nizsi,

v davce As2 0 32,4 % nizsi a v davce As3 o 56,8 % nizsi.

e Ve srovnani s kontrolou ve druhém odbéru byl vynos suSiny v davce Asl o 50,9 %

vysSi, v davce As2 o 6 % vyssia v davee As3 0 94,9 % niZsi.

e Ve srovnani s kontrolou ve tfetim odbéru byl vynos suSiny v davce Asl o 41,3 % niz§i

avdavce As2 o 7,9 % nizsi.

Graf ¢&. 2 — Vynos biomasy u rostliny Pteris cretica v zavislosti na obsahu arsenu v padé
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Dle grafu ¢. 2 je patrné, Zze nejvyssi produkce biomasy rostliny Pteris cretica byla
oproti kontrole u varianty Asl. Nejvice biomasy narostlo vzdy v dob¢ mezi prvnim a druhym
doslo k napadeni varianty K mSicemi, jejich nasledkem mize byt lehky pokles biomasy u této
varianty. V obdobi mezi druhym a tfetim odbérem mnozstvi biomasy kleslo u kazdé z variant.
Z grafu je také vidét sniZujici se trend hmotnosti rostlin v zavislosti na vzristajici ddvce As

v pudeé. Vysokd koncentrace arsenu v pidé méla velky vliv na vynos biomasy az pii 3.
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odbéru, kdy pomalu dochdzelo k thynu rostliny. U tohoto druhu je tedy patrné, Ze zvysujici se
davka arsenu v pudé ma na rlst rostlin negativni vliv. Vynos biomasy se spolu se zvysujici
davkou arsenu nezvySoval, naopak, s vyssi davkou arsenu klesal. Ve vSech tfech odbérech
byla prokazana nepfima linearni zavislost mezi zvySujicim se obsahem arsenu a vynosem
biomasy se silou Vv 1. odbéru R? =0,680; ve 2. odbéru R? = 0,712; ve tietim odbéru
R®=0,762.
e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl vynos susiny v davce Asl o 15% nizsi, v
davce As2 o0 58,3 % nizsi a v davce As3 o 73,3 % niZ$i.
e Ve srovnani s kontrolou ve druhém odbéru byl vynos suSiny v ddvce Asl o 26,2 %
niz$i, v davce As2 o 71,6 % nizsi a v davee As3 0 95,3 % nizsi.
e Ve srovnani s kontrolou ve tfetim odbéru byl vynos susiny v davce Asl o 14 % nizsi a
v davce As2 o 70,2 % nizsi.
V porovnani Pteris vittata a Pteris cretica oba druhy mély nejmensi vynos u varianty
As3, ktera obsahovala nejvice arsenu. Pteris cretica méla vétsi vynos u varianty K, vynosy

mély klesajici trend, kdezto u Pteris vittata vynosy kolisaly a béhem odbéri se ménily.
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5.2 Obsah arsenu, Zeleza, dusiku, hor¢iku

V odebrané biomase byly stanoveny obsahy arsenu, Zzeleza, dusiku a hotciku

Vv zavislosti na postupném zvySovani davky arsenu do pudy.

Graf ¢. 3 — Obsah arsenu v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na davce arsenu
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Graf ¢. 3 znazoriiuje obsah As v nadzemni biomase rostlin v zavislosti na koncentraci
As dodavaného do pady. Z grafu je ziejmé, Ze spolu se zvysujici se davkou arsenu do pudy
zvySoval 1 arsen obsazeny v biomase rostliny. Nejvyssi obsah arsenu byl zjiStén u varianty
As3 (bylo zméfeno enormni mnozstvi As = 9 095,6 mg As/kg suSiny), ktera obsahovala
nejveétsi koncentraci arsenu v pudé, naopak nejméné arsenu bylo u varianty K s obsahem 0 mg
As/kg pudy. Ve vysledcich je velmi patrny stoupajici trend obsahu arsenu v biomase rostliny
V zavislosti na obsahu arsenu v pude. Ve 3. odbéru a varianty As3 je hodnota arsenu 0 mg
As/kg susiny, rostlina do tietiho odbéru tuto vysokou davku arsenu nevydrzela a uhynula.
V biomase rostlin se koncentrace arsenu v prvnim a druhém odbéru linearné zvySovala
Vv zavislosti na zvySujicim se obsahu arsenu dodavané¢ho do ptdy, byla zjisténa pfima linearni
zavislost. Sila zavislosti byla v 1. odbéru R? = 0,983 a ve 2. odbéru = 0,996. Mnozstvi arsenu
v pud¢ tedy linearné ovliviiuje mnozstvi arsenu v nadzemni biomase. V tfetim odbéru byla

prokézana miniméalni nepiima linearni zavislost se silou R*= 0,108.
e Pfiporovnani s kontrolou v prvnim odbéru je obsah As v davce Asl o 1250 % vyssi,

v ddvce As2 o 8834 % vyssia v davce As3 027316 % vyssi.
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e Piiporovnani s kontrolou ve druhém odbéru je obsah As v davce Asl o 782 % vyssi,
v davce As2 0 5337 % vyssia v davce As3 0 20666 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve tfetim odbéru je obsah As v davce Asl o 244 % vyssi a

v davce As2 o 1137 % vyssi.

Graf ¢. 4 - Obsah arsenu v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na davce arsenu
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Graf ¢. 4 znazorfiuje obsah As v nadzemni biomase rostlin v zavislosti na koncentraci
As dodavaného do ptudy. Opét i u této rostliny je ziejmé, Ze se se zvySujici ddvkou arsenu do
pudy zvySoval i arsen obsazeny v biomase rostliny. Nejvyssi obsah arsenu byl zjistén opét u
varianty As3 v dob¢ 2. odbéru, hodnota arsenu v biomase rostliny byla 723,9 mg As/kg
susiny. Ve vysledcich je velmi patrny stoupajici trend obsahu arsenu v biomase rostliny
V zavislosti na obsahu arsenu v pude. Ve 3. odbéru a varianty As3 je hodnota arsenu 0 mg
As/kg susiny, rostlina do tfetiho odbéru tuto vysokou davku arsenu nevydrzela a uhynula.
V biomase Pteris cretica se koncentrace arsenu v prvnim a druhém odbéru linearné zvySovala
V zavislosti na zvySujicim se obsahu arsenu dodavaného do pldy, byla tedy zjiSténa pfima
line4rni zavislost. Sila zavislosti byla v 1. odbéru R® = 0,791 a ve 2. odbéru = 0,978. MnozZstvi
arsenu Vv pude tedy linearn€ ovlivituje mnoZstvi arsenu v nadzemni biomase. Ve tietim odbéru
byla prokazana mald nepiiméa linearni zavislost se silou R? = 0,040. Je to déno thynem

rostliny u varianty As3 ve tfetim odbéru.
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e Pfiporovnani s kontrolou v prvnim odbéru je obsah As v davce Asl o 1250 % vyssi,

v davce As2 o 8834 % vyssia v davce As3 0 27316 % vyssi.
e Pii porovnani s kontrolou ve druhém odbéru je obsah As v davce Asl o 782 % vyssi,

v davce As2 o 5337 % vyssia v davce As3 0 20666 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve tfetim odbéru je obsah As v davce Asl o 244 % vyssi a

v davce As2 o 1137 % vyssi.

Obsah arsenu v nadzemni biomase rostlin je pifi srovnani obou druhit ve vsech
variantach i odbérech vyssi vzdy u druhu Pteris vittata. Dokazuji to vysledky, kdy u Pteris
vittata se hodnoty pohybuji v rozmezi nékolika tisic mg As/kg suSiny oproti hodnotam Pteris

cretica, u kterych hodnoty dosahuji pouze nékolik stovek mg As/kg suSiny.

Graf ¢ 5 - Obsah Zeleza v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na davce arsenu
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Graf ¢. 5 zndzorfluje obsah Zeleza v nadzemni biomase rostlin v zavislosti na
koncentraci As dodavaného do pidy. Nejvyssi obsah Zeleza byl zjistén u varianty Asl ve
3. odbéru, naméfena hodnota byla oproti ostatnim hodnotam velice vysoka — 455,6 mg Fe/kg
suSiny. Nejméné zeleza bylo opét u varianty Asl v 1. odbéru — 25 mg Fe/kg suSiny.
Z vysledkli je patrné, Ze obsah Zzeleza se ve vSech variantaich a odbérech pohybuje
vV podobnych hodnotach (vyjimka Asl 1. odbér). Rozdily v obsahu Zeleza jsou tedy malo
patrné. U varianty K a Asl se obsah Zeleza v rostling linedrn€ zvySoval S nardstajicim poctem
dnd, kdy byl pokus a odbéry provadény, nedosahoval ale hodnot jako u variant As2 a As3. U
Pteris vittata v 1. odb&ru byl potvrzen nizky stupeii piimé linearni zavislosti (R? = 0,460)
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mezi obsahem arsenu v pid¢ a obsahem zeleza v biomase. Ve druhém odbéru je obsah Zeleza
ovlivnén zvysujicim se obsahem arsenu v pidg. Sila zavislosti byla R? = 0,990. Ve tietim
odbéru byl prokazan nizky stupei nepiimé linearni zavislosti se silou R? = 0,336. Je to dano
uhynem rostliny u varianty As3 ve tfetim odbéru.
e Pfiporovnani s kontrolou v prvnim odbéru je obsah Fe v davce Asl 0 56,8 % nizsi,
v davce As2 o 37,5 % niz$ia v davee As3 o 19,7 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve druhém odbéru je obsah Fe v davce Asl o 14,4 % nizsi,
v davce As2 o 28,7 % vyssi a v davce As3 o 180 % vyssi.
e Pfiporovnani s kontrolou ve tietim odbéru je obsah Fe v davce Asl o 306,4 % vyssi a

v davce As2 o 39,3 % nizsi.

Graf & 6 - Obsah Zeleza v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na davce arsenu
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Graf ¢. 6 znazornuje obsah Zeleza v nadzemni biomase rostlin Pteris cretica v zavislosti
na koncentraci As doddvané¢ho do ptidy. Nejvyssi obsah zeleza byl zjistén u varianty As2 ve
2. odbéru — 446 mg Fe/kg suSiny. Nejméné Zeleza bylo naméfeno oproti kontrole u varianty
Aslv 1. odbéru — 47,3 mg Fe/kg susiny. Opét se obsah Zeleza ve vSech variantach a odbérech
pohybuje v podobnych hodnotach (vyjimka As2 2. odbér). Rozdily v obsahu zeleza jsou tedy
malo patrné. AZ na As2 ve druhém odbéru se hodnoty Zeleza v rostliné linearné zvySovaly
s jednotlivymi odbéry, nejvice Zeleza tedy bylo skoro vzdy ve 3. odbéru. U Pteris cretica
v 1. odbéru byla potvrzena prima linearni zavislost (R* = 0,956) mezi obsahem arsenu v pudé
a obsahem Zeleza v biomase. Se zvySujici se davkou arsenu tey stoupa obsah Zeleza
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v biomase. Ve druhém odbéru neni statisticky zjistitelna linearni zavislost. Ve tfetim odbéru
byla prokéazana nep¥imé line4rni zavislost se silou R?= 0,621.
e Pfiporovnani s kontrolou v prvnim odbéru je obsah Fe v davce Asl o 30,3 % vyssi,
v davce As2 0 62,3 % vyssi a v davce As3 o 155,6 % vyssi.
e Pfiporovnani s kontrolou ve druhém odbéru je obsah Fe v davce Asl o 3,2 % vyssi,
v davce As2 0 282,2 % vyssi a v davce As3 0 96,8 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve tietim odbéru je obsah Fe v davce Asl o 9,3 % nizsi a
v davce As2 0 60,1 % vyssi.
Pti srovnani obou druhii co se obsahu Zeleza v nadzemni biomase rostlin tyce,
pievazuje vice Zeleza v Pteris cretica, kde se obsahy c¢astéji pohybuji v hodnotach nékolika
stovek mg Fe/kg suSiny, kdeZzto u Pteris vittata dosahuji obsahy spiSe nékolika desitek mg

Fe/kg suSiny.

Graf ¢. 7 - Obsah dusiku v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na davce arsenu
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Na grafu ¢. 7 je znazornén obsah dusiku (v %) v nadzemni biomase rostlin Pteris
vittata v zavislosti na koncentraci As dodavaného do pidy. Nejvyssi obsah dusiku dosahovala
varianta As2 a varianta As3 v 1. odbéru — 2,6 %. Nejméné dusiku dosahovala varianta Asl
spole¢né s As2 ve 3. odbéru — 2 %. Celkové dosahovaly obsahy dusiku podobnych hodnot,
pohybovaly se v rozmezi od 2 do 2,6 %. U varianty As3 ve druhém odbéru byl obsah dusiku
pod hladinou detekce, nelze tedy hodnotit. Co se ty¢e zbylych dvou variant Asl a As2, jedna
se u kazdé varianty o linearn¢ klesajici trend v zavislosti na dobé odbéru. U Pteris vittata

34



v 1. odbéru nebyla potvrzena linearni zavislost mezi obsahem arsenu v pidé a obsahem
dusiku v biomase rostliny. Ve druhém odbéru je prokdzana neptimd linearni zavislost
(R?=0,923). Ve tietim odbdru byla prokdzana také nepiimd linearni zavislost se silou
R?=0,981. Se zvysujicim se obsahem arsenu v piidé klesa obsah dusiku v biomase.
e Pfiporovnani s kontrolou v prvnim odbéru je obsah N v davce Asl o 4,2 % vyssi,
v davce As2 o 8,3 % vyssi a v davce As3 také 0 8,3 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve druhém odbéru je obsah N v davce Asl o 4,5 % nizsi a
v davce As2 0 9,1 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve tfetim odbéru je obsah N v davce Asl o 4,8 % nizsi a

v davce As?2 také 0 4,8 % nizsi.

Graf ¢. 8 - Obsah dusiku v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na davce arsenu
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creticav zavislosti na koncentraci As dodavaného do pudy. Nejvyssi obsah dusiku
dosahovala varianta As2 v 1. odbéru — 3,1 %. Nejméné dusiku oproti kontrole dosahovala
varianta Asl spolecné ve 3. odbéru — 2,1 %. U variant Asl a As2 je vidét linearné klesajici
trend v obsahu dusiku v zavislosti na dob& odbéru. Oproti varianté K bylo v ostatnich
variantach, obsahujici As, ptiblizn€ o 0,5 % dusiku vice. Mirny linedrné stoupajici trend lze
pozorovat u variant Asl a As2 pii srovnani s variantou K. U Pteris cretica v 1. odbéru neni
statisticky zjistitelnd linedrni zdvislost mezi obsahem arsenu v pidé¢ a obsahem dusiku

V biomase rostliny. Ve druhém odbéru také neni statisticky zjistitelna linedrni zavislost mezi
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obsahem arsenu v pudé a obsahem dusiku v biomase rostliny. Ve tietim odbéru byla
prokézana nepfima linearni zavislost se silou R? = 0,693. Se zvysujicim se obsahem arsenu
v pudé klesa tedy obsah dusiku v biomase Pteris cretica ve tfetim odbéru.
e Pfiporovnani s kontrolou v prvnim odbéru je obsah N v davce Asl o 7,7 % vyssi,
v davce As2 o0 19,2 % vyssi. Davka As3 dosahuje stejnych hodnot jako kontrola.
e Piiporovnani s kontrolou ve druhém odbéru je obsah N v davce Asl o 27,3 % vyssi,
v davce As2 o 36,4 % vyssi a v davece As3 o 22,7 % vyssi.
e Piiporovnani s kontrolou ve tfetim odbéru je obsah N v davce Asl o 1,7 % vyssi a
v davce As2 o 64,7 % vyssi.
U Pteris cretica bylo naméfeno o mnoho vice dusiku u varianty As3 pfi 2. odbéru, a to
0 2,7 %, u Pteris vittata byla tato hodnota pod hladinou detekce. Nepatrné vice dusiku bylo

naméieno u druhu Pteris cretica.

Graf ¢. 9 - Obsah hoi¢iku v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na davce arsenu
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Graf €. 9 znazoriiuje obsah Mg v nadzemni biomase rostlin v zavislosti na koncentraci
As dodavaného do pldy. Nejvyssi obsah hotc¢iku byl zjistén u varianty As3 ve 2. odbéru.
Nejméné hoic¢iku obsahovala varianta Asl druhy odbér. Patrné jsou rozdily u variant
Vv jednotlivych odbérech. U kontroly doSlo béhem vsSech odbér k nepatrnému ristu obsahu
hot¢iku v biomase, u Asl pfi druhém odbéru mnozstvi Mg kleslo, u dal$iho odbéru vzrostlo o
0,38 g/kg suSiny. U varianty As2 naopak zase dochdzelo béhem odbérii k mirnému poklesu a
u varianty As3, kde nebyl proveden tieti odbér, doslo mezi prvnim a druhym odbérem
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k vyraznému nartstu obsahu Mg v biomase rostliny. U Pteris vittata v 1. odbéru byla zjisténa
piima linearni zavislost mezi obsahem arsenu v pid¢ a obsahem hot¢iku v biomase rostliny
(R? = 0,809). Ve druhém odbéru se také obsah hoi¢iku v biomase rostliny zvySuje umérné
s vy§$im obsahem arsenu dodavaného do pidy (R? = 0,941). Ve tfetim odbéru byla prokazana
nepiima linearni zavislost se silou R” = 0,996. Se zvy3ujicim se obsahem arsenu v pidé klesa
tedy ve 3. odbéru obsah hoté¢iku v biomase Pteris vittata.
e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah Mg v davce Asl o 4,8 % niZsi,
v davce As2 o 15,8 % vyssi a v davee As3 o 28,6 % vyssi.
e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah Mg v davce Asl o 13,1 % nizsi,
Vv davce As2 o 3,3 % nizsia v ddvce As3 0 55,6 % vySsi.
e Ve srovnani s kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah Mg v davce Asl o 8,3 % nizsi a

v davce As2 o 17,5 % nizsi.

Graf ¢ 10 - Obsah hoi¢iku v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na davce arsenu
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Z grafu ¢. 10 je patrné, ze obsah Mg v biomase rostliny Pteris cretica se ménil
vyraznéji, nez u Pteris vittata. Nejvyssi obsah hofc¢iku byl zjistén u varianty As2 ve 3. odbéru
a totéZ u varianty As3 v odbéru druhém. Nejméné hoiciku obsahovala varianta K tfeti odbér.
V téchto vysledcich je patrny vyznamny vzrust obsahu Mg ve varianté As2 a As3 oproti
kontrole V 1. odbéru byl zji§tén nizky stupeii p¥imé linearni zavislosti (R* = 0,214) mezi
obsahem arsenu v pidé a obsahem hoiciku v biomase rostliny. Ve druhém odbéru byla
zjisténa prima linearni zavislost (R = 0,507). Ve tietim odbéru byla prokazana neptima
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linearni zavislost mezi obsahem arsenu v pidé a obsahem hot¢iku v biomase se silou
R?=0,576. Se zvysujicim se obsahem arsenu v pudé klesa tedy ve 3. odbéru obsah hoiéiku
v biomase Pteris cretica.
e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah Mg v davce Asl o 11,7 % vyssi,
v davce As2 0 46,8 % vyssi a v davce As3 o0 31,9 % vyssi.
e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah Mg v davce Asl o 43,6 % vyssi,
v davce As2 0 65,2 % vyssi a v davce As3 o 76,2 % vyssi.
e Ve srovnani s kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah Mg v davce Asl o 43,2 % vyssi a
v davce As2 o 105,8 % vyssi.
Pii porovnani Pteris vittata a Pteris cretica co se obsahu Mg tyce, varianty Asl a As2
obsahovaly podobné mnozZstvi hot¢iku u obou rostlin. Vyrazn¢ se lisila varianta K, kterd byla

vys$$i u Pteris vittata a varianta As3, ktery byla vyssi také u vittata.
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5.3 Obsah volnych aminokyselin

Dalsi stanovované charakteristiky byly obsahy volnych aminokyselin v rostlinach
Vv zavislosti na zméné obsahu arsenu v pudé. Sledovanymi aminokyselinami byly zakladni

transportni aminokyseliny: asparagin, kyselina aspartova, glutamin, kyselina glutamova.

Graf ¢ 11 - Obsah asparaginu v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na davce
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Graf ¢. 11 znazoriiuje obsah asparaginu v rostliné Pteris vittata v zavislosti na zméné
davky arsenu do pudy. Nejvys$si obsah asparaginu lze nalézt u varianty As3 ve 2. odbéru -
226,3 umol/kg. Nejmén¢ asparaginu obsahovala Asl — 98,3 umol/kg ve 3. odbéru. U variant
Asl a As2 je patrné, ze nejvice asparaginu obsahoval 1. odbér, dalsi dva odbéry mély klesajici
trend, u kontroly bylo nejvice asparaginu naopak v odbéru tietim. Hodnoty jsou tak rozdilné,
7ze zde neni patrny vliv zmén obsahu arsenu Vv pudé. V 1. odbéru u Pteris vittata nebyla
zjiSténa piima linedrni zévislost mezi zvySujicim se obsahem arsenu v pudé a obsahem
asparaginu v rostling, ale spiSe zavislost linearné nepiima (R* = 0,113). Ve druhém odbéru
byla zji§téna piima linearni zavislost (R® = 0,990). Obsah asparaginu se tedy linearné zvysoval
se zvySujicim se obsahem arsenu v pidé. Ve tfetim odbéru byla prokézana nepifima linearni
zavislost mezi obsahem arsenu v piidé a obsahem asparaginu v biomase se silou R”=0,879.
Se zvySujicim se obsahem arsenu v pud¢ klesa tedy ve 3. odbéru obsah asparaginu v biomase

Pteris vittata.
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e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah asparaginu v davce Asl o 24,7 %
vyssi, v davce As2 0 46,2 % vyssia v davee As3 o 2,1 % vyssi.

e Ve srovnani s kontrolou ve druhém odbéru byl obsah asparaginu v davce Asl o 5 %
vyssi, v davce As2 o 28,7 % vyssia v davee As3 o 97 % vyssi.

e Ve srovnani S kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah asparaginu v davce Asl o 35,1 %

niz8i a v davce As2 o 16 % nizsi.

Graf ¢. 12 - Obsah asparaginu v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na davce
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Graf ¢. 12 znazornuje obsah asparaginu v rostliné Pteris cretica v zavislosti na zméné
davky arsenu do piidy. Nejvyssi obsah asparaginu lze nalézt u varianty Asl ve 2. odbéru —
421,5 ymol/kg, a déle u varianty As3 — 415,5 umol/kg, také ve 2. odbéru. Nejméné asparaginu
obsahovaly vSechny tii varianty ve 3. odbéru — hodnoty kolisaly od 97,5 pmol/kg do 103,6
umol/kg . Mensich hodnot také dosahovaly u K a Asl prvni odbéry. V 1. odbéru u Pteris
cretica byla zjisténa piima linearni zavislost mezi zvySujicim se obsahem arsenu v pudé a
obsahem asparaginu v rostling (R* = 0,911). Obsah asparaginu se tedy s vyssim obsahem
arsenu zvySoval. Ve druhém odbéru byl zjiStén nizky stupenn pfimé linedrni zavislosti
(R®=0,221). Ve tfetim odbéru byla prokizina nepiima linearni zévislost mezi obsahem
arsenu v piidé a obsahem asparaginu v biomase se silou R*= 0,982. Se zvysujicim se obsahem
arsenu v pude klesa tedy ve 3. odbéru obsah asparaginu v biomase Pteris cretica.

e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah asparaginu v davce Asl o 26,2 %

vyssi, v davce As2 o 75,7 % vyssia v davee As3 o 146,3 % vyssi.
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e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah asparaginu v davce Asl o 96,8
% vyssi, v davee As2 o 23,4 % nizs$i a v davee As3 o 94 % vyssi.

e Ve srovnani S kontrolou ve tietim odbéru byl obsah asparaginu v davce Asl o 0,4 %
nizsi a v davee As2 o 5,9 % nizsi.
Z vysledku je patrné, ze vysSich vykyva v hodnotach asparaginu dosahovala Pteris

cretica. Pteris vittata méla vysledky vyrovnanégjsi bez vétsich vykyvi.

Graf ¢. 13 - Obsah kyseliny asparagové v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na
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Graf ¢. 13 znazoriuje obsah kyseliny asparagové v rostliné Pteris vittata v zavislosti na
zmén¢ davky arsenu do pudy. Nejvyssi obsah této kyseliny lze nalézt u varianty As2 ve
2. odbéru — 2343 umol/kg. Nejméné kyseliny asparagové obsahovala As3 — 576,4 umol/kg v
1. odbéru. Velké vykyvy nastaly vzdy u druhého odbéru. V 1. odbéru u Pteris vittata byla
zjiSténa neptimé linearni zavislost mezi zvySujicim se obsahem arsenu v pidé a obsahem
kyseliny asparagové v rostling (R* = 0,732). Obsah kyseliny asparagové se tedy s vy$sim
obsahem arsenu snizoval. Ve druhém odbéru byl zjistén nizky stupen nepfimé linearni
zavislosti (R®=0,423). Ve tietim odbéru byla prokézéna nepiima linearni zavislost mezi
obsahem arsenu v piidé a obsahem kyseliny asparagové v biomase se silou R*= 0,768.

e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce Asl

0 29,2 % vyssi, v davee As2 0 5,9 % vyssia v davee As3 o 30,6 % nizsi.
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e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce
Asl 0 55,1 % vyssi, v davce As2 o 68,9 % vyssia v davee As3 0 27,9 % nizsi.
e Ve srovnani S kontrolou ve tetim odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce Asl
0 0,9 % nizsi a v davce As2 o 39,1 % vyssi.
Neni zde patrny vliv zvysSujici se davky arsenu do pidy na obsah kyseliny asparagové

v rostling.

Graf ¢. 14 - Obsah kyseliny asparagové v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na
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Na grafu ¢. 14 je znazornén obsah kyseliny asparagové v rostlin¢ Pteris vittata
Vv zavislosti na zméné davky arsenu do pudy. Nejvyssi obsah této kyseliny lze nalézt u
varianty As3 ve 2. odbéru — 3055,4 pmol/kg. Nejméné kyseliny asparagové obsahovala Asl —
233,6 umol/kg ve 3. odbéru. U varianty As3 je zna¢ny veliky vykyv ve druhém odbéru.
Celkové nejvice kyseliny obsahovaly u vSech variant druhé odbéry. U tfetich odbérti doslo
K velmi patrnému poklesu. V 1. odbéru u Pteris cretica se obsah kyseliny asparagové se
zvySujicim se obsahem arsenu v pidé linearné zvySoval (R? = 0,943), existuje tu prima
zavislost. Ve druhém odbéru existuje také pfima zavislost, obsah kyseliny asparagové se
zvysujicim se obsahem arsenu v pdé také linearné zvysoval (R* = 0,920). Ve tietim odbéru
byla prokazana nepiima linedrni zavislost mezi obsahem arsenu v piid€ a obsahem kyseliny
asparagové v biomase se silou R? = 0,942.
e Ve srovnani S kontrolou v prvnim odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce Asl
0 19,6 % nizsi, v davce As2 o 31,7 % vyssia v davce As3 o 111,6 % vyssi.
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e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce
Asl o 12,1 % nizsi, v davce As2 o 24,6 % nizSia v davce As3 o 175,6 % vyssi.

e Ve srovnani S kontrolou ve tetim odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce Asl
0 23,1 % niz8i a v davce As2 o 12,8 % nizs$i.

e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce Asl
0 19,6 % nizsi, v davce As2 o 31,7 % vyssia v davce As3 o 111,6 % vyssi.

e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce
Asl o 12,1 % nizsi, v davce As2 o 24,6 % nizsia v davce As3 o 175,6 % vyssi.

e Ve srovnani S kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah kyseliny asparagové v davce Asl
0 23,1 % nizsi a v davce As2 o 12,8 % nizsi.

Vyssi obsahy kyseliny asparagové byly jednozna¢né u Pteris vittata. U tohoto druhu byly také

vzdy ve druhém odbéru zaznamenany vyssi vykyvy hodnot.

Graf ¢ 15 - Obsah Kkyseliny glutamové v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na

davce arsenu v pudé
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Zmény obsahu kyseliny glutamové v Pteris vittata znazoriuje graf ¢. 15. Nejvyssi
naméteny u ttetich odbéra varianty K, Asl a As2. Z vysledku je patrné, Ze nejvyssi obsahy
kyseliny glutamové byly naméfeny vzdy ve druhém odbéru vSech variant, u variant K, Asl,
As2 tyto obsahy dosahovaly hodnot n€kolik desitek tisic pmol/kg. Prvni a tteti odbéry kazdé

varianty byly vyrovnané. V 1. odbéru u Pteris vittata nebyla statisticky zjisténa linearni
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zavislost. Ve druhém odbéru byla zjisténa nepfima linearni zavislost, obsah kyseliny
glutamové se zvysujicim se obsahem arsenu v piidé snizoval (R® = 0,693). Ve tietim odbéru
byla prokdzana nepiima linearni zavislost mezi obsahem arsenu v pid¢ a obsahem kyseliny
glutamové v biomase se silou R?= 0,866.
e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah kyseliny glutamové v davce Asl o
76,6 % vyssi, v davce As2 0 40,2 % vyssi a v davee As3 o0 6,9 % vyssi.
e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah kyseliny glutamové v davce Asl
0 67,1 % vyssi, v davce As2 o0 32,5 % vyssia v davee As3 o 60,5 % nizsi.
e Ve srovnani S kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah kyseliny glutamové v davce Asl o

2,1 % nizsi a v davce As2 0 20,9 % vyssi.

Graf ¢. 16 - Obsah kyseliny glutamové v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na

davce arsenu v pudé
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Z grafu ¢. 16 vyplyva, Ze nejvy$Si obsahy kyseliny glutamové u Pteris cretica
dosahovaly stejné jako u Pteris vittata 2. odbéry vsSech variant. Jednozna¢né nejvyssi obsah
kyseliny glutamové byl naméfen u 2. odbér varianty K, a poté u varianty Asl. Naopak
nejméné kyseliny obsahoval 3. odbér varianty As2. Opét jsou zde velké vykyvy mezi prvnim
a druhym odbérem vsech variant. U Pteris cretica v 1. odbéru nebyla statisticky prokazana
linearni zavislost mezi obsahem arsenu v pudé a obsahem kyseliny glutamové v biomase. Ve
druhém odbéru byl prokdzan nizky stupent neptimé zavislosti (R?* = 0,325). Ve tfetim odbéru
byla prokdzana nepiima linearni zavislost mezi obsahem arsenu v pidé¢ a obsahem kyseliny
glutamové v biomase rostliny se silou R*=0,977.
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e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah kyseliny glutamové v davce Asl o
25,8 % nizsi, v davce As2 o 15,5 % vyssia v davce As3 o 2,4 % nizsi.
e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah kyseliny glutamové v davce Asl
0 10,2 % nizsi, v davce As2 0 49,7 % nizsi a v davce As3 o 39,1 % niz$i.
e Ve srovnani s kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah kyseliny glutamové v davce Asl o
10,9 % nizs8i a v davce As2 o 35,4 % niz$i.
Vice kyseliny glutamové bylo naméfeno u Pteris vittata. U obou druhd vyssich obsahi

dosahovaly vzdy druhé odbéry vSech variant.

Graf ¢. 17 - Obsah glutaminu v biomase rostliny Pteris vittata v zavislosti na davce

arsenu v pudé
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Obsah glutaminu v Pteris vittata je porovnavan na grafu ¢. 17. Jeho nejvétsi obsah byl
naméfen u varianty As2 ve 2. odb&ru — celych 113 058,9 pmol/kg. Opét, jako u ostatnich
sledovanych aminokyselin byly nejvétsi obsahy zjistény ve druhych odbérech vSech variant.
U prvnich odbért byl obsah glutaminu pouze v rozmézi 931,6 — 8 241, 3 umol/kg, kdezto
druhé odbéry dosahovaly az nékolika deseti tisicovych hodnot. Nejméné glutaminu celkové
obsahovaly 3. odbéry vSech variant, tam byly hodnoty fadové kolem 1000 umol/kg. Oproti
druhym odbérim to byl veliky skok. V 1. odbéru u Pteris vittata se obsah glutaminu se
zvysujicim se obsahem arsenu v pidé snizoval (R? = 0,825), existuje tu nepfima zavislost. Ve
druhém odbéru nebyla statisticky prokazana linedrni zavislost mezi obsahem arsenu v pidé a

obsahem glutaminu v biomase rostliny. Ve tietim odbéru byla prokdzana nepifima linearni
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zavislost mezi obsahem arsenu v piidé a obsahem glutaminu v biomase se silou R?= 0,664.
Obsah glutaminu v biomase se tak se vzrustajicim obsahem arsenu v ptdé snizoval.
e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah glutaminu v davce Asl o 20,2 %
nizsi, v davce As2 o 54,4 % nizsi a v davce As3 o 88,7 % nizsi.
e Ve srovnani skontrolou ve druhém odbéru byl obsah glutaminu v davce Asl o
764,6 % vyssi, v davce As2 0 916,4 % vyssi a v davee As3 o 187,3 % vyssi.
e Ve srovnani S kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah glutaminu v ddvce Asl o 40 %

niz$i a v davce As2 o 19,4 % vyssi.
Graf ¢. 18 - Obsah glutaminu v biomase rostliny Pteris cretica v zavislosti na davce

arsenu v pudé
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Obsah glutaminu u Pteris cretica je znazornén na grafu ¢. 18. Jako u predeslého druhu,
nejvice glutaminu obsahovaly druhé odbéry vSech variant, pficemz nejvice ho bylo u variant
As3 — 32 712,4 pmol/kg. Méné glutaminu pak bylo naméfeno v 1. odbérech a nejméné ho
obsahovaly 3. odbéry, kdy nebylo ani u jedné varianty naméteno vice jak 1000 umol/kg
glutaminu. V 1. odbéru u Pteris cretica se obsah glutaminu se zvysujicim se obsahem arsenu
v ptidé linearng zvysoval (R? = 0,870), existuje tu piimé zavislost. Ve druhém odbéru existuje
také pfima zavislost, obsah glutaminu spolu se zvysujicim se obsahem arsenu v pudé se také
linearn& zvysoval (R® = 0,842). Ve tfetim odbdru nebyla statisticky prokdzana linearni

zavislost.
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e Ve srovnani s kontrolou v prvnim odbéru byl obsah glutaminu v davce Asl o 25,8 %
nizsi, v davce As2 o 15,5 % vyssia v davee As3 o 2,4 % nizsi.
e Ve srovnani S kontrolou ve druhém odbéru byl obsah glutaminu v davce Asl o 10,2 %
nizsi, v davee As2 0 49,7 % nizsi a v davce As3 0 39,1 % nizsi.
e Ve srovnani s kontrolou ve tfetim odbéru byl obsah glutaminu v davce Asl o 10,9 %
nizsi a v davee As2 o 35,4 % nizsi.
Ve srovnani s Pteris vittata Ize konstatovat, Ze vice glutaminu bylo obsazeno pravé v
Pteris vittata. U obou druhti bylo nejméné glutaminu naméfeno ve 3. odbérech, vice pak
v 1. odbérech. U Pteris vittata byl glutamin hojné obsazen ve varianté Asl a As2, kdeZto u

Pteris cretica spiSe ve varianté Asl a vice pak ve varianté As3.
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6 Diskuze

Kontaminace arsenem se stale ¢astéji stava globalnim problémem, vzhledem ke stalému
narGstani znecisténi vod, pudy a zemé&dé€lskych plodin v mnoha oblastech svéta (Tripathi a
Srivastava, 2007). Jako alternativni technologie k napravé a obnové Zivotniho prostiedi byla
navrzend fytoremediace, pouZiti rostlin pro sanaci kontaminované pudy arsenem.

Vysoké produkce rostlinné biomasy je klicovym faktorem k pouziti jednotlivych druht
rostlin pro fytoremediaci. Biomasa mize byt pouzita jako indikator celkového zdravotniho
stavu Pteris vittata rostouci na kontaminované padé (Fayiga et al., 2004). V experimentu
Fayiga et al. (2004) Pteris vittata spliiuje veskeré charakteristiky pro pouziti k fytoremediaci.
V pokusu Tu et al. (2005) doslo pifi koncentraci 50 mg As/kg pudy k naristu biomasy
P.vittata az o 107 %. Po 12 tydnech rustu (pfi koncentraci 50 a 100 mg As/kg pudy)
vyprodukovala P. vittata vice nadzemni biomasy nez P. vittata rostouci na nekontaminované
pudé. To potvrzuje i tento pokus, pii kterém méla P. vittata nejvyssi vynos biomasy u
kontaminace arsenem 20 mg As/kg pidy a 100 mg As/kg pudy. U zbylych variant nebyl
nartst biomasy az takovy. Znaény nartst biomasy potvrzuje i Soudek et al. (2006).

Tu et al. (2005) potvrzuji, ze ve skuteCnosti mize byt pro P. vittata kontaminace
arsenem, do jisté vySe prospéSna. Také dodavaji, Zze pokud koncentrace arsenu v pudé
dosahne 200 mg As/kg pidy, dojde k poklesu vynosu biomasy. To opét potvrzuje tento
pokus, kdy pfi stale se zvySujicich koncentraci arsenu dochazi k mensSimu vynosu biomasy
P. vittata. ZvySujici se davka arsenu v pudé méla negativni vliv na vynos biomasy az pii
3. odbéru (500 mg As/kg pudy), kdy pomalu dochazelo k thynu rostliny. Z vysledkl je
patrné, ze zvysujici se davka arsenu v pudé méla v naSem piipad¢ na rist rostlin negativni
vliv. V 1. odbéru byla prokazana nepiimé linearni zavislost (R? = 0,860). V druhém odb&ru
byla prokézana neptima linearni zavislost (R*= 0,862) a ve tietim také (R”= 0,801). P. cretica
méla nejvysSi vynos biomasy pii rastu na nekontaminované pidé (0 mg Askg pudy).
Z vysledkl je vidét snizujici se trend hmotnosti rostlin v zavislosti na vzrlstajici davce As
Vv pudg, zvysujici se mnozstvi arsenu mélo na vynos biomasy negativni vliv. U tohoto druhu je
tedy patrné, ze zvysujici se davka arsenu v piidé ma na rist rostlin negativni vliv. Vynos
biomasy se spolu se zvySujici davkou arsenu nezvySoval, naopak, s vy$§i davkou arsenu
klesal. Pfi nejvySsi davce arsenu rostlina uhynula. Ve vSech tfech odbérech byla prokézana
nepiima linearni zavislost mezi zvySujicim se obsahem arsenu a vynosem biomasy se silou
v 1. odbéru R?= 0,676, ve 2. odbéru R?= 0,705, ve tretim odb&ru R? = 0,756. Vyssich vynost

dosahovala Pteris vittata. Moznym vysvétlenim pro snizeni rostlinné biomasy pii extrémné
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vysokych koncentracich arsenu Vv pid¢, mize byt souvislost s riistem rostliny a vysokou
akumulaci arsenu ve svém téle, protoze rostlina musi pouzit energii na to, aby se vyporadala
s vysokymi koncentracemi arsenu v tkanich (Cao et al., 2004).

Pteris vittata a Pteris cretica jsou znamymi hyperakumulatory arsenu, majici
schopnost akumulovat vice jak 1000 mg As/kg ve své biomase (Wang et al., 2006).
Akumulace kovii vrostliné je Casto doprovazena vyvoldnim rdznych bunéénych zmén,
Znichz nékteré primo pfispivaji k rustu rostliny. U Pteris vittata doslo se zvySenou
koncentraci arsenu v pudé k hojnému rustu vyhonkd, kofent a listd (Singh et al., 2010). To
potvrdil i vegeta¢ni pokus. U druhu Pteris vittata bylo naméfeno vice jak 1000 mg As/kg
susiny. U obou druht Pteris vittata a Pteris cretica doslo se zvySujici se davkou arsenu v
pudé k vyssi koncentraci arsenu v rostlinach. U Pteris vittata byla zjisténa piima linearni
zavislost, davka arsenu v pudé tedy ovlivnila koncentraci arsenu v biomase rostlin, v
1. odbéru R? = 0,983, ve 2. odbéru = 0,996. U Pteris cretica byla také zjisténa p¥ima linearni
zavislost. Sila zavislosti byla v 1. odbéru R*= 0,791 a ve 2. odbéru = 0,978. K podobnym
vysledktim dosSel i pokus Zhao et al. (2002), kde byly pouzité podobné koncentrace arsenu.
Koncentrace arsenu se V listech vSech testovanych druhti rodu Pteris linearné zvySovaly se
vzristajicimi koncentracemi arsenu piidavaného do plidy. Koncentrace arsenu v listech pii
koncentraci arsenu v padé 500 mg As/kg pudy dosahly hodnot 6200 az 7600 mg As/kg
suSiny. Nebyl zde zaznamendn Zadny rozdil mezi druhy, co se tyce hyperakumulace arsenu
v listech rostlin. V tomto pokusu byl zaznamenan rozdil v mnozstvi arsenu naakumulovaného
v rostlin€. Zatimco u Pteris vittata dosahovala akumulace u varianty As3 (500 mg As/kg
pudy) ve druhé odbéru necelych 10 000 mg As/kg suSiny, u Pteris cretica to bylo pouze
necelych 800 mg As/kg suSiny. Akumulaci arsenu v rostlin¢ pii vys$Sich davkach arsenu do
pudy potvrzuji i Singh et Ma (2006).

Tu et Ma (2002) zaroven ale dodavaji, Zze pii vyssi koncentraci arsenu dodavaného do
pudy (> 500 mg As/kg pudy) mize mit arsen na rostlinu toxicky vliv. V pokusu Singh et al.
(2009 in Pavlik, 2010) doslo pii koncentraci As 300 mg /kg pudy k pfiznakiim nekr6z na
listech a kotfenech druhu Pteris ensiformis. Toto tvrzeni je evidentni i z pokusu, kdy varianty
As3 (500 mg As/kg ptudy) obou druhlt po 160 dnech od zaloZeni pokusu uhynuly. Ze vSech
kapradin ma arsen na Pteris vittata a Pteris cretica nejmensi vliv co se tyce toxicity (Luongo
a Ma, 2005). Schopnost druhu Pteris vittata akumulovat ve své biomase vysoké koncentrace
arsenu potvrzuji i ostatni autofi (Leskova et al., 2012; Gonzaga et al., 2006; Ma et al., 2001,
Luongo a Ma, 2005). Luongo a Ma (2005) uvadéji, ze ze vSech 13 kapradin, které studovali,

nejvice arsenu ve své biomase akumuluje Pteris vittata a poté Pteris cretica. Tento pokus
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potvrzuje, ze Pteris vittata je nejicinngjSim hyperakumulatorem, Pteris cretica ve své
biomase akumulovala mnohem méné arsenu. Soudek et al. (2006) dale uvadeji dalsi
vyznamné hyperakumulatory arsenu (rostliny z rodu Agrostis, kapradina Pityrogramma
calomelanos) se schopnosti akumulovat a tolerovat vysoké hodnoty arsenu v rozmezi 6640 —
8350 mg As/kg suSiny. Pityrogramma calomelanos dokonce prosperuje na pudé
kontaminované arsenem daleko Iépe nez Pteris vittata. Srivastava et al. (2005 in Singh et al.,
2010) uvadéji, Ze veskeré enzymatické a neenzymatické procesy hraji dulezitou roli
v akumulaci a detoxifikaci arsenu. Zatimco enzymy hraji dilezitou roli, kdyz je rostlina
expozicich arsenem. Pti koncentracich arsenu < 50 mg/kg, byly vysSi koncentrace As
nalezeny v mladych listech, zatimco pfi vysokych koncentracich arsenu v pudé > 550 mg/kg
se vice arsenu akumulovalo ve starSich listech (Tu et Ma, 2002). Dale Tu et Ma (2002)
dodavaji, Ze pfi nizkych hladinach arsenu v pud¢ je tento prvek pfednosné transportovan do
aktivné rostoucich ¢asti (mladé listy) rostliny. Pii dostatecné vysokych hladinach arsenu v
pudé¢ je arsen translokovan do vSech listli s mensi preferencni diskriminaci list ostatnich, coz
vede k vys$im koncentracim As ve starSich listech. Tomuto tvrzeni odpovidé i tento pokus, ve
kterém byly nejvyssi koncentrace arsenu (pii koncentraci As v piidé 500 mg/kg) naméfeny
vzdy u 3. odbéri, tedy po 160 dnech ristu, kdezto v mladSich listech (1. a 2. odbér) bylo
arsenu ménge.

Pteris vittata dokaze akumulovat arsen z pudy i v pfitomnosti dalSich kovi, které
snizuji jeho akumulaéni schopnost (Fayiga et al., 2004). Ve Velké Britanii na riznych mistech
tézby byla zjisténa vyznamna korelace mezi arsenem a Zelezem v mnoha rostlinach
tolerantnich k arsenu. U hyperakumulatorti Ize celkovée tici, Ze ptijem Zeleza a arsenu na sob¢
muze byt zavisly (Porter et Peterson, 1975). Tu et Ma (2002) uvadéji, Zze vyssi koncentrace
arsenu redukuje koncentrace zeleza ve vSech listech. V tomto pokusu u Pteris vittata se
obsah Zeleza v rostliné na zakladé zvySujici se davky As lehce zvySoval jen v 1. odbéru
(R*=0,460) a vice poté ve 2. odbéru (R* = 0,990). Ve 3. odbéru obsah Zeleza klesal
(R®=0,336). U Pteris cretica v 1. odbéru se obsah Zeleza diky zvySujicimu se mnoZstvi
arsenu v padé zvySoval (R® = 0,956). Ve 2. odbéru tato zavislost potvrzena nebyla.
Ve 3. odbéru se obsah Zeleza snizoval s vy$si davkou arsenu (R? = 0,621). Skoro ve viech
odbérech byly vyssi obsahy Zeleza zjistény u Pteris cretica. Cao et al. (2004) uvadéji, ze
mladé listy obsahuji vice Zeleza nez listy starsi, coz na$ pokus potvrzuje. Podle Marschnera

(1995) jsou mikroprvky spojeny s riznymi enzymovymi systémy a jsou povazovany za
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meziprodukty pti mobilité. Proto se Zelezo Castéji u rostlin hromadi vice v mladsich listech,
nez ve starsich.

V pokusu Cao et al. (2004) byl sledovan vliv zvySujiciho se mnozstvi arsenu v pud¢ na
koncentraci hoi¢iku v biomase Pteris vittata. Koncentrace hotéiku v kazdé casti rostliny
vétSinou v pritomnosti As poklesla. Mladé listy obsahovaly niz§i koncentrace Mg nez listy
star§i. Hot¢ik se koncentroval piedev§im v kofenech. V naSem pokusu se u Pteris vittata
mnozstvi hoitiku se zvySujici davkou arsenu zvySovalo v 1. odbdru (R*=0,809) a ve
2. odbdru (R? = 0,941). Ve 3. odbéru doslo k poklesu mnozstvi Mg (R? = 0,996). U Pteris
cretica se mnozstvi hoi¢iku v 1. odbéru mirné zvySovalo s vyssi koncentraci arsenu v pude.
Ve druhém odbéru byla potvrzena piima linedrni zavislost (R2 = 0,507). Ve tietim odbéru na
zaklad¢ zvysujiciho se obsahu arsenu v pudé¢ klesl obsah hot¢iku v biomase. Na 100 % se
nepotvrdilo tvrzeni, Ze by obsah hoi¢iku v pfitomnosti As vyznamné klesl. Nelze ani
jednoznacné potvrdit, Ze vyssi obsah Mg byl v listech mladSich. Hladina hot¢iku v rostlin€ se
snizuje, pokud se zvySuje koncentrace metaloidu. Hof¢ik v rostlin¢ pisobi jako kofaktor
enzymu, které aktivuji fosforylacni procesy a zaroven slouzi jako centrdlni atom molekuly
chlorofylu. Snizeni ptijmu hotc¢iku je pravdépodobné zptsobeno tim, Ze arsen miize omezit
oxidativni fosforylaci a snizit obsah chlorofylu, takze rostlina neméa vysoké pozadavky na
piijem Mg, proto jeho piijem snizi. Kromé toho, snizeni pfijmu Mg muze byt vysledkem
toxického puisobeni arsenu v kotfenech (Farnese et al., 2014).

Na asimilaci dusi¢nanti do aminokyselin se v rostlindich podileji tfi hlavni reakce.
Dusi¢nan se nejprve redukuje na amonium pomoci nitratreduktazy a nitritreduktazy, coz je
klicovy stupent k regulaci konverze N — NOj3; do organického dusiku (Campbell, 1999).
Amoniak se pak zacleni do glutaminu a glutamatu a nasledné se asimiluje do amikonyselin,
nukelovych kyselin, proteinti, chlorofyll a dalsich metabolitti (Marschner, 1995).

V tomto pokusu expozice arsenem vedla k nizkému obsahu dusiku u obou druht
rostlin. Akumulace arsenu ma odlisny vliv na rust rostlin, na obsah proteinti, dusi¢nani a
dusitani v rostlinach (Oaks, 1994). V tomto pokusu nebyla u Pteris vittata v 1. odbéru
potvrzena zavislost mezi obsahem arsenu v pidé a obsahem dusiku v biomase rostliny. Ve 2.
a 3. odbéru byla prokézdna nepiima zavislost (R*=0,923; R? = 0,981). Se zvySujicim se
obsahem arsenu v pidé¢ klesal obsah dusiku v biomase. U Pteris cretica v1. a 2. odbéru
nebyla prokazana zavislost mezi obsahem arsenu v pidé a obsahem dusiku v biomase
rostliny. Ve 3. odbéru se zvysujicim se obsahem arsenu v ptidé¢ klesal obsah dusiku v biomase

(R* = 0,693). Pokles dusiku v biomase rostlin znaseho pokusu odpovidad vysledkiim
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z ostatnich pokust, ve kterych také doslo k poklesu dusiku v biomase v zavislosti na vyssi
koncentraci As v pade.

Aminokyseliny jsou povazovany za ¢asti protein a také za jejich prekurzory. Hraji
vyznamnou roli v metabolismu a vyvoji rostlin (Jezek et al., 2011 in Zemanova et al., 2013).
Aminokyseliny, které se v rostliné hromadi na zdklad¢ stresu zplsobeného plisobenim
tézkych kovii na rostlinu, hraji v rostliné rizné role. Mohou se chovat jako signdlni molekuly
a osmolyty, reguluji transport ionti a usnadnuji detoxikaci (Xu et al., 2012 in Zemanova et
al., 2013). Asparagin a kyselina glutamova, stejné tak jako kyselina asparagova a glutamin se
podileji na asimilaci dusiku, na transportu a transaminacnich procesech v rostlin€. Ve vysSich
rostlinach se anorganicky dusik pfed zaclenénim do organickych forem nejprve redukuje na
amoniak. Ten je pak asimilovan do organické formy jako glutamin a kyselina glutamova, coz
jsou donory N v biosyntéze vSech aminokyselin a sloucenin obsahujici dusik (Sanchez —
Pardo et al., 2012). Metabolismus aminokyselin hraje podstatnou roli v odolnosti rostlin na
abioticky stres (Pavlik et al., 2010).

Vysledky tohoto pokusu ukéazaly, jak kontaminace arsenem ovlivnila obsah
zminovanych aminokyselin v nadzemni biomase obou druhti P. vittata a P. cretica. Obsah
aminokyselin v nadzemni biomase byl skoro vzdy vys$§i u vSech variant v porovnani
s kontrolou. Celkovy obsah volnych aminokyselin vV nadzemni biomase byl vy$si u P. vittata.

Obsah volné kyseliny glutamové v biomase P. vittata oproti kontrole vyrazné narostl.
V 1. odbéru nebyla potvrzena linearni zavislost arsenu a kyseliny glutamové. Ve 2. odbéru a
3. odbéru se obsah kyseliny glutamové se zvySujicim se obsahem arsenu v padé snizoval
(R*=0,693; R*=0,866). U P. cretica. v 1. odbéru nebyla prokazana zavislost mezi obsahem
arsenu v pud¢ a obsahem kyseliny glutamové v biomase. Ve 2. a 3. odbéru se obsah kyseliny
glutamové se zvySujicim se obsahem arsenu v piidé snizoval (R? = 0,325; R?= 0,977). Jinych
vysledku dosahl pokus Pavlika et al. (2010), ve kterém doslo na zakladé vyssich koncentraci
arsenu ke zvyseni hladiny kyseliny glutamové u rostliny Spinacia oleracea L..

Glutamin je povazovan za klicovy metabolit, plisobici jako donor aminoskupin pro
ostatni volné aminokyseliny. Spolecné s kyselinou glutamovou mohou byt pouZity pro tvorbu
asparaginu a kyseliny asparagové. Slouzi také jako zasobarna metabolicky aktivniho dusiku
(Mokhele et al., 2012 in Zemanova, 2013). Glutamatdehydrogenaza hraje zakladni roli
Vv katabolismu aminokyselin a je kliCovym enzymem v metabolismu dusiku (Devaraju et al.,
2010). Koncentrace glutaminu byly podstané nizs§i u P. cretica ve srovnani s P. vittata. Druh
P. cretica potvrdil vztah mezi obsahem glutaminu a vy$simi koncentracemi As v pude¢. Obsah

glutaminu se svyssi koncentraci As v pudé zvySoval. Tento fakt nebyl zpozorovan u
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P. vittata, zde se obsah glutaminu, stejn¢ jako obsah dusiku s rostoucim obsahem arsenu
Vv pude¢ snizoval. Pokles glutaminu mtize mit za nasledek niz§i vynos biomasy.

Nartst koncentrace kyseliny asparagové na zakladé plisobeni vyssSich koncentraci As
byl zaznamenan u P. cretica. U P. vittata doslo ve vSech tfech provedenych odbérech
k poklesu kyseliny asparagové v zavislosti na zvySené koncentraci arsenu v padé. Vyssi
obsahy kyseliny asparagové byly ale naméfeny u Pteris vittata.

Diky amidaci aspartatu (soli kyseliny asparagové) pomoci glutaminu vznika asparagin,
aminokyselina slouzici pfevazné k ukladani N a jeho transportu. Asparaginsyntetaza
katalyzuje pfenos aminoskupiny z glutaminu na aspartat za tvorby asparaginu a glutamatu
(Pavlik et al., 2010).

Asparagin ma vysoky pomér C:N, je substratem pro nékteré enzymatické reakce a za
fyziologickych podminek ma maly naboj. Proto vytvafi idedlni skladovaci slou¢eninu. Stejné
tak je hlavnim transportérem dusiku, zejména v luskovinach. V xylému a floému je to hlavni
transportni sloucenina. Dobife se akumuluje v podminkéach stresu. V nékterych ptipadech to
muze byt pfima biologicka odpovéd’ na stresové stavy, napiiklad tim, ze ptispiva k udrzeni
osmotického tlaku, mize to byt ale také nepfimy disledek omezeni syntézy proteinit béhem
stresovych podminek (Lea et al., 2006).

Koncentrace asparaginu na zakladé¢ plsobeni vysSich koncentraci As se mirné
zvySovala pouze u P. cretica, spiSe ale dochazelo k mirnému poklesu hladiny asparaginu, coz
by znamenalo, Ze rostlina netrpéla do znacné miry stresem, jelikoz se asparagin hromadi
pievazné ve stresovych podminkach. Pokles hladiny asparaginu mtze byt vysledkem zvySené
aktivity asparaginazy, kterd hydrolyzuje amidové skupiny asparaginu k produkci aspartatu a
amoniaku. Katalyza asparagin - syntetazy miZe také inhibovat arsen, tato inhibice mize
nasledn¢ vyvolat pokles koncentrace asparaginu (Pavlik et al., 2010).

Tento pokus zaznamenal pokles koncentrace asparaginu u rostlin rostoucich ve stresu.
Nebyly zde zaznamenany vyznamné zmény souvisejici s rostouci koncentraci As v pidé u
P. vittata. K podobnym vysledktim dosel i Pavlik et al. (2010), v jehoz pokusu doslo také

k poklesu koncentrace asparaginu ptisobenim Cd u rostliny Spinacia oleracea L..
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[ Zavér

e Byly zhodnoceny obsahy arsenu, zeleza, dusiku, hoi¢iku a obsahy volnych
aminokyselin nachazejici se v hyperakumulujicich druzich Pteris vittata a Pteris
cretica.

e U Pteris vittata i Pteris cretica ma zvySujici se obsah arsenu vliv na vynos biomasy
obou druhi rostlin. Pfi nejvyssi davce arsenu do piidy vykazovaly oba druhy nejmensi
vynos biomasy. Obsah arsenu v piidé ma na Pteris vittata odlisny vliv, kdezto u Pteris
cretica se potvrdilo, ¢im vice arsenu, a ¢im delsi doba jeho ptisobeni, tim mensi vynos
biomasy. Byla zde zjisténd nepfima linearni zavislost. Vys§i akumulaéni schopnost
tohoto prvku vykazuje Pteris vittata.

e Obsah arsenu v biomase obou druhti se linearné zvysuje se zvySujici se davkou arsenu
do pidy. V obou piipadech byla zjisténd piima linedrni zavislost obsahu arsenu
v biomase rostlin v zavislosti zvySujicich se davek arsenu do pudy.

e Obsah Zeleza vykazoval stoupajici trend u obou druhti kromé variant As2. Cim delsi
doba ristu rostlin, tim vice Zeleza biomasa obsahovala. Nelze ale jednoznacné fici, Ze
zvySujici se obsah arsenu mél vliv na zvySujici se obsah zeleza v biomase rostlin.

e Obsah dusiku vykazoval u vSech variant obou druhti klesajici trend pfi vSech
provedenych odbérech. Cim déle rostliny rostly, tim méné obsahovaly dusiku. U
Pteris cretica se obsah dusiku, kromé varianty As3, mirn¢ zvySoval se zvySujici se
davkou arsenu, statisticky vSak zavislost prokdzana nebyla.

e Obsah hoic¢iku se u Pteris cretica v zavislosti na zvySujici se davce arsenu, kromé
varianty As3, mirn¢ zvySoval. U Pteris vittata byla potvrzena ptima linearni zavislost
jen u prvnich dvou odbért.

e Obsah asparaginu lehce stoupal u Pteris vittata pouze ve druhych odbérech a u Pteris
cretica pouze Vv prvnich odbérech. Jinak nebyla prokazana piima linearni zavislost
mezi obsahem asparaginu a zvySujici se davkou arsenu.

e Obsah kyseliny asparagové vykazoval stoupajici trend u Pteris vittata a Pteris cretica
pouze Vv prvnich a druhych odbérech. Vyssi obsah kyseliny asparagové byl prokazan u
Pteris vittata.

e Obsah kyseliny glutamové vykazoval klesajici trend u Pteris vittata pouze ve druhych
a tfetich odbérech. S vys§i davkou arsenu tak klesal obsah kyseliny glutamové
v biomase rostliny. U Pteris cretica byl mirn¢ klesajici trend potvrzen také ve druhych

a tfetich odbérech. Jinak nebyla prokazana ptima linearni zavislost mezi obsahem
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kyseliny glutamové a zvySujici se ddvkou arsenu. Nejvyssi obsah této aminokyseliny u
obou druhil byl vzdy prokazéan ve 2. odbérech oproti ostatnim odbérim. Vice kyseliny
glutamové obsahoval druh Pteris vittata.

e Obsah glutaminu byl u obou druhti nejvyssi ve 2. odbérech oproti ostatnim odbérim.
Stoupajici trend nevykazoval u Pteris vittata v zadném odbéru, u Pteris cretica
V odbéru prvnim a druhém. Mnozstvi glutaminu se tedy s vy$§im obsahem arsenu u
P. cretica mirné zvysovalo. U Pteris vittata se v 1. a 3. odbéru mnozstvi glutaminu
Vv zavislosti na vys$Sim obsahu arsenu sniZzovalo. Celkové vice glutaminu obsahoval

druh Pteris vittata.
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