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1. SUMMARY

Total content and speciation analysis of arsenic and selenium in plants growing under
different content of these elements in environment were assessed in this dissertation thesis.
Almost 100 wild growing plant species from 27 different plant families originated from 3
different arsenic contaminated locations (Roudny, Kutna Hora, Nalzovské Hory) were analysed
for the total content and distribution of individual compounds (species) in their aboveground
biomass. Results showed that the total contents of arsenic in their biomass reached between
values under detection limit (Stellaria spp.) and 39.30+6.32 mg As kg* (Daucus carrota).

Speciation analysis showed that the most prevalent compounds were arsenite (As"'

) and arsenate
(AsY) with minor occurance of methylarsonic acid (MA), dimethylarsinic acid (DMA),
tetramethylarsonium ion (TETRA), trimethylarsine oxide (TMAOQO) but also in terrestrial plants
not that common compounds as arsenobetaine (AB) and arsenocholine (AC). AB was found in
significant concentrations in Carex praecox (28 % of the extractable As amount) and Plantago
lanceolata (1.2 % of extractable As amount).

To verify the presence of AB and AC in individual plant species, the distribution of arsenic
compounds in Plantaginaceae and Cyperaceae were further investigated in pot experiments. P.
lanceoata (Plantaginaceae), C. praecox, C. vesicaria and Scirpus sylvaticus (Cyperaceae) were
grown in soils highly contaminated with arsenic (Mokrsko). Results indicated As" and As" as
dominant compounds with small abundance of DMA. Small percentage of AB and AC were also
found but only in Cypreraceae plants, suggesting the ability of these plants to transform
inorganic arsenic into less toxic compounds.

Total arsenic content and speciation analysis were also performed for selected vegetables
(Brassica napus var. napobrassica, Brassica oleracea convar. acephela, Raphanus sativus var.
nigra, Scorzonera hispanica, Pastinaca sativa, Lactuca sativa) that were growing in 2 arsenic
contaminated soils (Piibram, Kutna Hora) that differed in main physico-chemical soil properties
including different level of arsenic contamination. Total contents of arsenic in edible vegetable
parts reached from 1.6+0.80 mg As kg™ (S. hispanica) up to 64+2.1 mg As kg™ (P. sativa).
Results suggested that risks connected with consumption of vegetables growing in arsenic
contaminated soils can be reduced by choosing the right type of vegetable. In general tuber types
of vegetables tempted to accumulate higher amounts of arsenic than leafy vegetables. The

dominant compounds in all investigated vegetables were again As" and As with minor

occurrence of DMA and MA.



In case of selenium there were analysed 73 plant species from 29 different familes growing in
two uncultivated meadows at two different locations (Humpolec, Nalzovské Hory). Pseudototal
contents of selenium in soils on both sites were relatively low (0.2 — 1.4 mg Se kg™). The
selenium contents in aboveground plant biomass varied between undetectable levels (e.g. Lotus
corniculatus) and 0.158 mg Se kg™ (Veronica arvensis). The selenium levels were in general one
magnitude lower compared to other elements with similar soil content, such as cadmium and
molybdenum suggesting that plant bioavailability of selenium is low. Speciation analysis in plant
biomass could not be performed due to very low selenium contents in plant biomass.

Therefore, next study focused on increasing of selenium content in wild growing plants using
foliar application of selenate. The results showed that selenium levels increased due to foliar
application and that this process is depending on the plant species. The highest selenium concent
was determined in Veronica chamaedrys 1.052+0.024 mg Se kg™. Among the selenium
compounds, selenate (Se"") and selenomethionine (SeMet) were the predominant ones regardless
of plant species documenting relatively low ability of investigated wild growing plants to
transform the applied selenate to the organoselenium compounds.

The possibility selenate foliar application to increase total selenium content and especially
contents of organoselenium compounds with health protective and anti-cancer effects (e.g. Se-
MeSeCys) was investigated in four varieties of Brassica oleracea convar. italica in the last
study. The total content of selenium in all aboveground parts (heads, leaves, stems) increased
significantly, suggesting that the most effective was application of solution at a rate of 25 g Se
ha™, whereas higher rate (50 g Se ha™) did not result in a substantial increase of selenium content
compared to the lower rate in all the varieties. Moreover, selenium application resulted in an
adequate increase of the main organic compounds of selenium, such as SeMet, selenocysteine
(SeCys) and selenomethylselenocysteine (Se-MetSeCys).

In general the effect of plant specie was confirmed for both, arsenic and selenium. The effect
of different physico-chemical soil properties was not conclusively confirmed beside for the total

content of arsenic or selenium in the soils.



2. LITERARNI RESERSE

Arsen

Vyskyt arsenu v Zivotnim prostiedi

Arsen je prvek, ktery se v zivotnim prostiedi vyskytuje zcela bézné. Je soucasti hornin,
pud, pfirodnich vod a ve stopovych mnozstvich se vyskytuje ve vSech zivych organismech
(Wang et Mulligan, 2006). Arsen je piirozenou soucasti n¢kolika stovek rtiznych minerali,
v 60 % z nich se pak vyskytuje jako arseni¢nan (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Takovymi
piiklady jsou farmakosiderit, pitticit, skorodit a jiné (Filippi et al., 2004), nejzndm¢jSim
mineradlem obsahujicim arsen je vSak arsenopyrit (FeAsS) (Jiang et al., 2008).Primérné obsahy
arsenu v horninach se pohybuji od 0,5 do 2,5 mg As kg™, v sedimentarnich horninach mohou
dosahovat a7 13 mg As kg™.

V nekontaminovanych ptidach mohou obsahy arsenu v zévislosti na typu piid, podlozi a
mistnich podminkach dosahovat a7 93 mg As kg’ susiny (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).
Ackoliv mineraly a slou¢eniny arsenu jsou snadno rozpustné ve vodg, jeho mobilita v pudé a pidnim
roztoku je z velké Casti limitovana jeho silnou sorpci na hydratované oxidy zeleza, kde muze
koncentrace arsenu dosahnout az né€kolika hmotnostnich procent (Manning et Goldberg, 1996), dale
na hydratované oxidy hliniku a manganu, jilové mineraly i organickou hmotu. Jeho mobilita v pad¢ je
tak ve srovnani s jinymi prvky jako je napf. kadmium nebo zinek pomérné nizsi (Kabata-Pendias
et Pendias, 2001; De Brouwere et al., 2003).

Piijem arsenu rostlinami

Rostliny pfijimaji arsen v nejvétsi mife z pidniho roztoku (Ma et al., 2010),
ale mohou ho pfijimat i ptes kutikulu listd (Schreck et al., 2012). Pfijem prvkl suchozemskymi
rostlinami je obecné ovlivnén koncentraci prvku v pidé, jeho dostupnymi slouceninami,
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi ptd, rostlinnym druhem a celkovym vyZivovym stavem
rostliny (Jedynak et al., 2009; Vithanage et al., 2012). Arsen vstupuje do rostliny pies kofenovy
apoplast. Bravin et al. (2008) uvadégji, Ze obsah arsenu v apoplastu mize byt az tak vyznamny,
ze napt. u ryze (Oryza sativa L.) péstované v redukénich podminkach muze tvofit az 60 %
celkového obsahu arsenu v kofeni. Dle Chen et al. (2005) u Pteris vittata L. se mize az 1/6
z celkoveho obsahu arsenu v rostliné nachazet pravé v apoplastu. Z apoplastu mize arsen

pfestupovat do bunécného cytosolu. Meharg et Jardine (2003) uvadéji, Ze arseni¢nan k prostupu
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pies bunécnou membranu pouziva transportéry fosforu, arsenitan, dimethylarsenitan (DMA) a
methylarseni¢nan (MA) pak aquaroporiny.

Ackoliv je arsen rostlinam malo dostupny (Pickering et al., 2000), jeho dostupnost mohou
rostliny zvysit prostfednictvim kofenovych exudatd. Jsou to kofenové vymésky razného
chemického slozeni, nejCastéji na bazi slabych organickych kyselin (citronova, jantarova,
Stavelova,...), sacharidli, mastnych kyselin, enzyma apod., které vyrazné pomahaji a urychluji
pfestupu prvka vazanych v pidé do padniho roztoku (Moreno-Jimenéz, 2012; Berggvist et al.,
2014). Silva-Gonzaga et al. (2012) tento mechanismus mobilizace arsenu z pudy sledovali
napf. u kapradin Pteris vittata L. a Pteris biaurita L..

Dalsim dulezitym faktorem, ktery ovlivituje dostupnost arsenu rostlinam je mikrobialni
¢innost v pidé. Mikroorganismy svymi biochemickymi pochody vyznamné ptisobi na zvétravani
hornin, ze kterych ziskavaji ziviny jako napft. Zelezo, sira, molybden, méd’ nebo zinek. Spole¢né
s nimi vSak do prostiedi uvoliuji 1 dalsi prvky, které jsou v hornindch pfitomny, Casto tedy
i rizikové prvky vcetné arsenu (Drewniak et Sklodowska, 2013). Svymi procesy se také podileji
na tvorbé tékavych sloucenin arsenu (arsanu, methylarsanu, dimethylarsanu a trimethylarsanu),
které pak mohou unikat do ovzdusi (Michalke et al., 2000). Mohou se podilet i na celkové zméné
dostupnosti arsenu Vv piadé, preménou jeho sloucenin ve slouceniny jiné s odliSnymi
fyzikalné-chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Bylo prokazano, Ze vlivem mikrobialni
aktivity dochézi k tvorbé methylovanych slou¢enin MA a DMA, a ke zméné poméru As' a As¥
(Dopp et al., 2004; Jia et al. 2013; Xu et al., 2016).

Slouceniny arsenu

Pro celkové hodnoceni toxického plisobeni arsenu na organismus vSak neni dalezity jen
celkovy obsah arsenu, ale i sloucenina (tzv. specie), ve které se arsen vyskytuje. Zakladni déleni
arsenovych specii je na aniontové (anorganické napt. arsenitan — As" arseni¢nan —
AsY, organické napf. methylarseniénan — MAY, dimethylarsenitan — DMA") a kationtové
slouceniny (napf. arsenobetain — AB, arsenocholin — AC, tetramethylarsoniovy ion — TETRA,
trimethylarsenoxid — TMAOQ) (Fattorini et al., 2006).

Kazdd ztéchto sloucenin vykazuje jinou miru toxicity pro ridzné organismy.
Ruiz-Chancho et al. (2008) a dalsi autofi jako Geiszinger et al.® (2002), Dembitsky
et Rezanka (2003), Kuehnelt et Goessler (2003), Fattorini et al. (2006) shrnuli nejéast&ji se

Vv rostlinach vyskytujici slouceniny arsenu a jejich toxicitu pro clovéka nasledovné:



As" » AsY > DMA ~ MA ~ TETRA ~ TMAO > AB ~ AC ~ AsS (arsenocukry), pfiemz
posledné zminované slouc¢eniny (AB, AC, AsS) jsou povazovany za vice mén¢ netoxicke.

Vyskyt jednotlivych slouCenin arsenu ve vysSich rostlinach a jejich distribuce
do nadzemnich ¢asti téchto rostlin je jednoznacné ovlivnén druhem rostliny (Kuehnelt et al.,
2000; Schmidt et al., 2004). Kuehnelt et al. (2000) stanovili ve 12 druzich rostlin rostoucich
v oblasti kontaminované arsenem $iroké spektrum sloudenin arsenu, které sestavalo z As", As”,
DMA, MA, TMAO, TETRA a jednoho typu oxidu dimetyl- ribosyl arseni¢ného.
Vliv druhu rostliny na vyskyt sloucenin arsenu a jejich koncentraci demonstrovali
i Geiszinger et al.* (2002). Zatimco v extraktech nadzemni biomasy srhy lalo¢naté (Dactylis
glomerata L.) a jitrocelu kopinatého (Plantago lanceolata L.) rostoucich v oblasti
kontaminované arsenem byly stanoveny pievazné anorganické slouceniny arsenu, Vv extraktech
nadzemni biomasy jetele luéniho (Trifolium pratense L.) rostouciho na téZe lokalité¢ byly
stanoveny pfevazn¢ organické slouceniny arsenu, kdy dominantni slouceninou byla MA.
Sledovani metylace arsenu v rostlinich psinecku tenkého (Agrostis tenuis Sibth.) ukézalo,
7e As’, ktery byl ptidan do kultivaéniho média, byl pfijat kofeny rostlin, pfeménén na As'",
a pozd&ji doslo k jeho metylaci v listech, kde byla zaznamenana zvySena aktivita enzymu
metyltransferasy (Wu et al., 2002). Tlustos et al. (2002) nalezli v kofenech fedkvicky (Raphanus

"l zatimco As" byl vice zastoupen v listech. Vysoké

sativus L.) jako dominantni slouc¢eninu As
podily DMA v rostlinach (17 % v kotenech a 18 % v listech) ve srovnéani s pudou, kde bylo vice
nez 90 % arsenu ptitomno ve formé As”, rovnéz naznacuji schopnost rostlin fedkvi¢ky metylovat
slouceniny arsenu. Obdobné vysledky byly zaznamenany i v rostlinach paprik (Capsicum annum
L.) péstovanych v substratu kontaminovaném slou¢eninami arsenu (Szakova et al. 2007).

Vyskyt komplexnich arsenovych sloucenin jako je napi. AB, AC nebo rtizné AsS je zcela
bézny u moiskych rostlin a zivo¢ichi (Ruiz-Chancho, 2008), ptfesto Mattusch et al. (2000)

dokladaji, ze se tyto slou¢eniny mohou v menSich mnozstvich vyskytovat

i U suchozemskych rostlin, coz bylo dale potvrzeno i v této diserta¢ni praci.
Selen
Vyskyt selenu v Zivotnim prostitedi

Selen se vyskytuje ve vSech slozkach zivotniho prostfedi (Lemly, 2004; Zhang et al.,
2014), 1 kdyz jeho ptirozené obsahy v pedosfére se napti¢ svétadily velice lisi. Plant et al. (2004)



uvadsji v zemské kiife primérny obsah selenu 0,05 mg Se kg™, dle Lemly (2004) je to 0,2 mg kg™
!, Jeho obsah v horninéch zavisi na typu horniny, jejich vlastnostech a zejména geologickém
puvodu. Selen je jednou z nejtékavéjsich slozek magmatu, proto jeho obsah v horninach zaleZi
na tom, zda se jednda o horniny vyvielé ¢i vylevné. U  sedimentarnich
a preménénych pak zalezi na tom, z jakych pavodnich hornin vznikly (Sharma et al., 2015).
Nékteré oblasti jako napf. Finsko, Cina, Novy Zéland jsou na obsah selenu v pidach
velice chudé (Cuvardic, 2003; Li et al., 2007). Naopak nékteré regiony v USA, zvlasté pak ty
saridnim klimatem jako je Kalifornie, v Evropé pak oblasti Francie a Némecka jsou
na obsahy selenu bohaté (Kabata-Pendias et Pendias, 2001), a tento prvek zde mize dosahovat
az koncentraci, které mohou byt toxické pro rostliny i zivo€ichy (Bafiuelos et al., 2013). Za nizké
obsahy v pidach Sigrist et al. (2012) povazuji obsahy mensi nez 5 mg Se kg?, za vysoké
pak pokladaji koncentrace vétsi nez 5 mg Se kg™. Obsah selenu v pidach se b&Zzn& pohybuje
vrozmezi 0,01 — 2 mg Se kg, aviak existuji i pudy s extrémné nizkym obsahem selenu,
které vznikly napt. zvétravanim piskovcll nebo vapencti. Na druhé strané ale existuji i pudy
s extrémn& vysokym obsahem selenu presahujicim 1200 mg kg™, které vznikly zvétravanim

¢ernych bridlic (Plant et al., 2004).

Piijem selenu rostlinami

Tak jako u ostatnich prvkil je nejvyznamnéj$im vstupem selenu do rostliny pfijem tohoto
prvku z pudniho roztoku. Transportni mechanismus selenu je Uzce spojen s transportnim
mechanismem siry a je zajiStovan stejnymi transportéry, které zajiStuji ptijem siry do rostliny
(Severi, 2001; White et al., 2007). To dokladaji i Sors et al. (2005), kteti prokazali stejny princip
pfenosu selenantl 1 siranli pomoci ATPazy ptes rhizodermalni bunky proti biochemickému
gradientu tj. cestou symplastickou. Gen kodujici schopnost pienosu sirani byl poprvé objeven
u kvasinek rodu Saccharomyces (Smith et al., 1995) pozdéji pak i u vysSSich rostlin napf. rodu
Arabidopsis (Shibagaki et al., 2002). Uplatnéni sulfat transportniho genu zavisi na aktualni
koncentraci siry a glutathionu v rostliné a ne vzdy se proto jeho vliv projevi (Hirai et al., 2003).
Naproti tomu seleniCitany vyuZivaji pro svij vstup do rostliny vyhradné pasivni pfechod pomoci
difiize po sméru biochemického gradientu, tedy cestu apoplastickou.

Mikrobialni aktivita v ptidé hraje i u selenu duleZitou roli v biopfistupnosti tohoto prvku
rostlindm.  Ovliviluje oxidaéné¢ — redukéni procesy a je zodpovédnd zejména

za volatilizaci anorganického selenu v ptdé. Bylo zdokumentovano, ze fakultativné anaerobni



bakterie Enterobacter cloacae SLD1-al, ktera je schopna redukovat selenany na seleni¢itany
a dale na elementarni selen, je zodpovédna za jeho volatilizaci v podobé dimethyselenu

do ovzdusi (Losi et Frankenberger, 1997).

Slouceniny selenu

Za nejbéznéji se vyskytujici slouceniny selenu v suchozemskych rostlindch se povazuji
anorganicky selenan (Se"") a selenicitan (Se'), dale pak organické sloudeniny selenocystein
(SeCys), Se-methylselenocystein (Se-MeSeCys) a selenomethionin (SeMet) (Thosaikham
et al., 2014). Aureli et al. (2012) zminili v rostlinach také vyskyt nékterych selenovych mono-
a di-sacharidd, které se velice ¢asto nachazeji jako detoxifika¢ni produkty v moci savci (Juresa
et al., 2007; Jackson et al., 2013), ale jejichz vyskyt v rostlinach do této doby zatim nebyl
zminén. Dal$i, mén¢ Casté slouceniny selenu, ve své studii zminil Whanger (2002), ktery uvadi
v obilkach pSenice (Triticum aestivum L.) vyskyt selenohomocysteinu, y-glutamyl-
selenocystathioninu,  y-glutamyl-Se-methyselenocysteinu,  selenocysteinselenové  kyseliny,
Se methylselenomethioninu a dalSich. Tyto slouceniny se vSak podle tohoto autora vyskytuji jen
V nepatrnych mnoZzstvich, a az 56 — 83 % z celkového obsahu selenovych sloucenin tvoti praveé
SeMet, néasledovany Se¥' (12 — 19 %), SeCys (4 — 12 %), Se-metylselenocysteinem (1 — 4 %).
Podobné zastoupeni sloucenin selenu uvadi i u ryZe, sojovych bobi, kukufice a potravinarskych
kvasnic. Funes-Collado et al. (2013) ve své studii uvadéji, ze péstovali-li vybrané plodiny (zeli,
salat, mangold a petrzel) v médiu s piidavkem Se' a Se"', rostliny jej nasledné metabolizovaly
vyhradné na organicky SeMet. Zda se tedy, ze SeMet je jednim z nejvyznamngj$ich metabolitl

selenu u suchozemskych rostlin.



3. VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

Piijjem, akumulace a pfeména arsenu a selenu rostlinami jsou zavislé
na raznych biotickych a abiotickych faktorech. Vyznamny vliv na piijem, akumulaci
a pfeménu téchto prvkt ma rostlinny druh. Dalsim dalezitym faktorem jsou fyzikalné-chemicke
charakteristiky ptid, zejména celkové obsahy téchto prvkil v ptidach, na kterych rostliny rostou.
Mezi vybranymi zemédélskymi plodinami a spoleCenstvy rostlin volné rostoucich
na uzemi CR se vyskytuji rostlinné druhy schopné zvySené akumulace
arsenu/ selenu a transformace téchto sloucenin do sloucenin pro c¢lovéka netoxickych

(v ptipadé arsenu) nebo dokonce zdravi prospésnych (v ptipadé selenu).

K potvrzeni vySe uvedenych hypotéz byly stanoveny nasledujici cile:

Cile prace:

e Posoudit maji-li vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti pud, zejména rozdilny
celkovy obsah arsenu/ selenu, vliv na pfijem arsenu/ selenu rostlinami, a jakéd je mira
tohoto vlivu ve srovnani s dalsimi faktory.

e Posoudit zda a do jaké miry ma rostlinny druh vliv na piijem arsenu/ selenu
rostlinami.

e Sledovat a zhodnotit pfijjem, akumulaci a pfemény arsenu/selenu a jejich sloucenin
ve vzorcich volné rostoucich rostlinnych spolecenstev v ramci vybranych lokalit na tzemi
CR s ohledem na moznost vstupu téchto prvkil do organismu volné Zijicich Zivo&ichd.

e Sledovani a zhodnoceni piijmu, akumulace a pfemény arsenu/ selenu
ve vybranych zemédélskych plodinach péstovanych za riznych koncentraci arsenu/

selenu v prostiedi s cilem posoudit jejich mozny dopad na zdravi ¢lovéka.



4. MATERIAL A METODY

Material

Vzorkovani v terénu

Volné rostouci rostlinnda spolecenstva 1

Odebirani vzorkd v terénu ma za cil zmapovat zastoupeni sloucenin arsenu a selenu v siroké
Skale rostlinnych druhii rostoucich na lokalitach s riznymi fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi
pud, vcetn¢ rlznych trovni celkového obsahu zkoumanych prvka. Je znamo,
ze fyzikaln&-chemické vlastnosti piid maji vliv na vyskyt jednotlivych sloucenin prvki v ptdé
(Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

Mezi lokality, ve kterych byly rostliny sbirany za tUcelem stanoveni arsenu,
patii Roudny, Kutnd Hora a Nalzovské Hory. Tyto lokality jsou misty byvalé tézby drahych
kovt, které je casto doprovdzena kontaminaci arsenem a dal$imi prvky. Na kazdé lokalité bylo
vybrano nékolik jednotlivych stanovist’ (do 5 stanovist’ na lokalitu), ktera byla svymi vlastnostmi
a polohou vhodnd pro tento typ vyzkumu. Na téchto vytyCenych stanovistich
o rozmérech 1 x 1 m byly odebrany vzorky nadzemni biomasy vSech rostlinnych druhu,

které na dané parcelce rostly.

Volné rostouci rostlinna spolecenstva I1

V ptipadé selenu byla vybrana lokalita NalZzovské Hory, kde byla sledovana ptedevs§im piipadna
interakce mobility a ptijmu selenu rostlinami s mobilitou a ptijmem rizikovych prvki, zejména
kadmiem, olovem a arsenem. Jako druha lokalita byl zvolen Humpolec.
Pidy v okoli Humpolce jsou na rozdil od ptid v NalZzovskych Horach mirné kyselé, miiZzeme se
tedy domnivat, Zze selen je zde pfitomen spisSe vméné dostupnych formach.
Pokus na nekultivovanych loukach probihal tak, Ze na kazdé lokalit¢ bylo vyty¢eno 6
vzorkovacich stanovist’ (1 x 1 m) a z téchto stanovist’ byly odebrany vzorky nadzemni biomasy

jednotlivych rostlinnych druha, které se na daném stanovisti nachazely.

Volné rostouci rostlinna spolecenstva I11
Pfi poslednim vzorkovani v terénu byly na nekultivovanych loukach lokality Humpolec vytyceny

plochy o rozmérech 25 m?, které byly osetfeny posttikem roztoku selenanu sodného (Na;SeOs)
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o koncentraci odpovidajici: i) kontrolni varianta Se0 — 0 g Se ha™; ii) Se25 — 25 g Se ha™; iii)
Se50 — 50 g Se ha™. Cca po 4 tydnech byly odebrany vzorky nadzemni biomasy jednotlivych
druhi rostlin.

Ve vsech ptipadech sbéru volné rostoucich rostlin slouzilo nékolik rostlin od kazdého druhu
k pfesnému uréeni rostlinného druhu. Zbyvajici rostliny byly suSeny v susarn¢ Venticell (BMT, a.s.,

CR) pfi teploté 60 °C, nasledné rozemlety, zhomogenizovany a piipraveny k méfenti.

Nadobové pokusy

Nadobové pokusy I

V zastupcich ¢eledi jitrocelovité (Plantaginaceae) a Sachorovité (Cyperaceae) jsme dle nasich
predchozich vysledkil, a vysledkd, které publikovali Geiszinger et al.” (2002) ogekéavali zvysena
mnozstvi organickych kationtovych slouéenin, zejména arsenobetainu. Z toho divodu byly
vybrény nésledujici druhy rostlin: jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata L.), ostfice Casna
(Carex praecox L.), ostiice méchyikata (Carex vesicaria L.) a skiipina lesni (Scirpus sylvaticus
L.) pochézejici z lokalit Roudny, Mokrsko, Malin a Kutna Hora. Ty byly nasledné péstovany
v modelovych nadobovych pokusech S cilem popsat ptijem, pfeménu
a akumulaci arsenu v téchto rostlinach v prubéhu vegetacniho obdobi.

Postup vlastniho nadobového pokusu byl takovy, ze do jednotlivych nadob bylo navazeno 5 kg
kontaminované zeminy odebrané v arsenem kontaminované oblasti Mokrsko. Tato zemina byla
pfedem zhomogenizovana, vysusena a byly z ni odstranény hrubé necistoty. Po navazeni bylo do
zeminy  pifiddno  NPK  hnojivo  ve  formé€  vodnych  roztoki ~ NH4NO;
a K;HPO, a to v davkach 0,5 g N, 0,16 g P, 0,4 g K. Poté bylo hnojivo se zeminou fadné
promichéno. Nasledné byly do nadob vysazeny vzrostlé rostliny odebrané piedeslé 1éto
z kontaminovanych lokalit, které ptezimovaly v nadobach s nekontaminovanou piadou.
Takto bylo pfipraveno 6 opakovani od kazdého rostlinného druhu po 10 rostlindch v kazdé
nadobé. Nadoby byly umistény ve venkovni vegetacni hale a denné zalévany deionizovanou
vodou na urovenl 60 % maximalni vodni kapacity pro zastupce z ¢eledi jitrocelovitych, pfipadné
80 % maximalni vodni kapacity pro zastupce z ¢eledi Sachorovitych.

V pribéhu vegetace byla pribézné sledovana speciace sloucenin v jednotlivych fyziologickych
¢astech rostlin (stonek, list, kvét, na konci vegetacni doby i koten) s cilem zjistit, zda sledovana
druhy opravdu vykazuji schopnost kationtové, ale 1 dalsi arsenové slouceniny syntetizovat,

popt. v jakych fyziologickych castech je nejcasteji ukladaji. U jitrocele kopinatého byly béhem
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vegetacni doby provedeny 3 odbéry, u ostatnich rostlin diky delSi dobé potiebné k tvorbé
generativnich organu byly provedeny odbéry 4.
Odebrané vzorky rostlin  byly lyofilizovany (Lyovac GT-2, Né&mecko), rozemlety,

zhomogenizovany a piipraveny k méfeni.

Nadobové pokusy 11

Sest rtiznych druhd zeleniny: tuiin (Brassica napus var. napobrassica L.), kadeiavek (Brassica
oleracea convar. acephela L.), ¢erna fedkev (Raphanus sativus var. nigra L.), ¢erny kofen
(Scorzonera hispanica L.), pastinak (Pastinaca sativa L.) a salat (Lactuca sativa L.) bylo
péstovano v nadobovych pokusech na pudach s odlisSnymi fyzikélné-chemickymi padnimi
vlastnostmi (Kutna Hora, Piibram). Rostliny, 4 opakovani od kazdé varianty, byly péstovany v 6
L nadobéch naplnénych 5 kg zeminy smichané s NPK hnojivem (stejn¢ jako viz vyse). Nadoby
byly umistény ve venkovni vegeta¢ni hale a denné zalévany deionizovanou vodou na uroven 60
% maximalni vodni kapacity.

Jedlé casti rostlin byly sklizeny v rlznych terminech v zavislosti na vegetacnim cyklu
jednotlivych plodin. Rostliny byly jemné omyty deionizovanou vodou, byly odstranény odumielé
Casti, a nasledné¢ byly vzorky lyofilizovany (Lyovac GT-2, Neémecko), rozemlety,

zhomogenizovany a pripraveny k méfeni.

Parcelkové pokusy

Parcelkové pokusy |

Pro tento polni pokus s péstovanim selenem obohacenych brokolic (Brassica oleracea var.
italica L.) byl pouzit pozemek univerzitniho poli¢ka v lokalit¢ Praha Suchdol, jehoz puda je
charakterizovana jako Cernozem s jilovité-hlinitou strukturou. Pfed vysadbou byla do pudy
zapravena mineralni hnojiva v davce odpovidajici 500 kg NPK ha™. Rostliny byly p&stovany
na presné vyznacené parcele o velikosti 8 x 10 m, rozdélené na 12 menSich parcelek (variant).
Na takto pfipravenych a vyznacenych pracelkach byly péstovany 4 odrudy brokolice: Heraklion
F1, Marathon F1, Parthenon F1 a Naxos F1. Sazeni¢ky byly pfedpéstovany v substratu na bazi
raSeliny, zalévany deionizovanou vodou a umistény ve skleniku pfi teploté pohybujici se mezi 18
a 21 ° C. Pét tydnu po vyklieni byly sazenice piesazeny do polnich podminek. Fungicidy
a insekticidy byly aplikovany v souladu s pozadavky rostlin béhem celé doby vegetace.

Vodny roztok Na,SeO, byl aplikovan postiikem na list na kazdou variantu v obdobi zacatku
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tvorby hlavky nasledujicim zptsobem: i) Se0 — kontrolni varianta; ii) Se25 — odpovidajici davce
25 g Se ha™; iii) Se50 — odpovidajici davce 50 g Se ha™’. Tfi ndhodné vybrané rostliny z kazdé
varianty byly sklizeny v dobé, kdy byly hlavky pfipravené ke konzumaci (tj. asi 4 tydny
po aplikaci selenu). Sklizené rostliny byly rozdéleny na hlavku, stonky, listy a kofeny. Jednotlivé
¢asti byly zvazeny a ziskand biomasa byla opatrné¢ omyta deionizovanou vodou, lyofilizovana,
jemn¢ rozemleta za pouziti laboratorniho mlynku (Retsch SM 100, Némecko), zhomogenizovana

a pripravena k analyze.

Analytické metody

Analyzy rostlinného materialu

Speciacni analyzy — arsen

Pro ziskani obsaht jednotlivych slouc¢enin arsenu ve vzorcich byla pouZita vysoce sofistikovana
metoda spojeni HPLC s ICP-MS. Pii analyzach bylo Casteéné vyuzito ptistrojové vybaveni a
zkusenosti vyzkumného tymu Ustavu chemie Karl-Franzens Univerzity v Grazu (Rakousko).

Pro extrakci slouCenin arsenu byla pouzita jiz dfive publikovand metoda (Szakova
et al. 2011): jemné namleté a zhomogenizované vzorky byly extrahovany 0,02 M
dihydrogenfosfore¢nanem amonnym (NH;H,PO4) (pH 6) v poméru 149 nebo 1+25 (w/v)
po dobu 14 hod, upevnéné do rotacni tfepacky (Biosan MultiRS 60, Litva) pii otackach
45 rpm. Poté byly vzorky zcentrifugovany (Boeco C28A, Némecko) pii 3000 otackach
po dobu 10 minut a nakonec pfefiltrovany pies stiikackové nitratovo-celulosove filtry
o velikosti port 0,45 um a priméru filtrd 0,25 mm (Roth, Némecko) do vialek. VVzorky byly
skladovany v lednici pti 5 °C a béhem nékolik dni v nich byly prométeny obsahy jednotlivych
sloucenin.

Me¢fteni probihalo pomoci spfazeni HPLC (HPLC 1100, pifipadné¢ 1260 Infinity, Agilent
Technologies Inc., USA) s ICP-MS (ICP-MS 7500ce, piipadné 7700x, Agilent Technologies
Inc., U.S.), kde byla pro odstranéni pfipadnych interferenci pouzita kolizni cela plnéna heliem
o prutoku 8 ml mint.

Analyza aniontovych sloucenin probihala za nasledujicich podminek: i) jako mobilni faze (MF)
byl pouzit 0,02 mol L™ roztok NH4H,PO, o pH 6, ktery byl piivadén na aniontové vymennou
kolonu PRPX100 (4,6 x 150 mm, ¢astice o velikosti 5 pm, Hamilton, U. S.) prutokem 1,5 ml
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min™ a objemu vzorku 10 pL; ii) jako MF byl pouZit roztok 2 mM dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (NaH2PO,) s piidavkem 20 mol L™ disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny
(EDTA-2Na) o pH 6. Tato MF byla spolu se vzorkem piivadéna do kolony Agilent Technologies
Inc. (U.S.) 4,6 mm x 150 mm i.d., s ¢asticemi o velikosti 5 pm, a naplni tvofenou hydrofilni
polymetakrylatovou pryskyfici. Pratok mobilni faze byl optimalizovan na 1 mL min
a davkovany objem vzorku na 10 pL.

Analyza kationtovych sloucenin arsenu probihala za podminek: jako MF byl pouzit 10 mol L™
roztok pyridinu o pH 2,3, ktery byl spolu se vzorkem piivadén do kationtové vyménné kolony
Zorbax 300-SCX (Agilent Technologies Inc., U.S), 250 mm x 46 mm id.,
s Casticemi o velikosti 5um a nédplni tvofenou pordéznimi silikdtovymi mikrosféramy
o velikosti 300 A. Priitok MF byl optimalizovan na 1,5 mL min™ a davkovany objem vzorku
na 20 pL.

Speciacni analyzy — selen

Analyzy byly provedeny svyuzitim instrumentace Ustavu  analytické  chemie
na VSCHT v Praze svyuzitim jejich jiz dfive publikovanych metod (Balan et al, 2014,
Klognerova et al, 2015). Lyofilizované a zhomogenizované vzorky rostlinné biomasy byly
extrahovany enzymatickou hydrolyzou nasledovné: ~0,5 g vzorku bylo navazeno
do polyfluorovanych zkumavek a bylo k nému pfidano 25 mg proteazy XIV (Sigma-Aldrich,
Japonsko) a 10 ml 0,02 mol L™* tris-(hydroxymethyl)-amino-methanu (pH 7,5) (Fluka,
Svycarsko). Smés byla soustavné michdna po dobu 23 hodin a udrzovana pii teploté 37 °C.
Nasledné byla zcentrifugovana pii 15000 rpm a 5 °C (centrifuga Sigma 2-16 K, Sigma,
Némecko), prefiltrovana ptfes nylonovy stiikackovy filtr s péry o velikosti 0,45 pm
(Whatman,Velk4 Britanie) a prométena na obsah jednotlivych selenovych sloucenin.

K méfeni byla pouzita spfazena technika HPLC s ICP-MS. Systétm HPLC se
skladal z téchto casti: vysokotlaké cerpadlo (Série 200, Perkin Elmer, U.S.), odplynovac,
vzorkovaci ventil (Rheodyne 9010, IDEX Health and Science, U.S.) doplnény 50 pL PEEK
vzorkovaci smyckou a analytickou kolonou PR-C8 (Purosphere STAR-C8e, 4,6 x 250 mm,
velikost ¢astic 5 um, Merck, U.S.). ICP-MS (Elan DRC-e, Perkin Elmer, U.S.) bylo vybaveno
koncentrickym PTFE zmlzovacem a cyklonickou mlznou komorou a vysoce u¢innou plazmovou
hlavici. K potlaceni pfipadnych interferenci byla pouzita reakéni cela s methanem o pratoku 0,6

ml min™. Jako MF byla pouzita smés: 0,8 g 1™ butan-1-sulfonat sodny, 2,9 g I hydroxid
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tetramethylamonny, 0,42 g I malonové kyseliny a 1 % (v/v) methanolu. pH smési bylo upraveno
chlorovodikovou kyselinou na hodnotu 5,0, a jeji pritok byl optimalizovan

na 1l mlmint.

Celkove obsahy

Celkové obsahy arsenu a selenu v biomase rostlin byly stanoveny za pomoci ICP-MS
po piedchozim rozkladu na mokré cesté v uzavieném systému s fokusovanym mikrovinnym
ohifevem Discover SPD-Plus (CEM Inc., U.S.) podle metodiky, kterou publikovali Kelly et al.
(2013): 0,5 g vzorku bylo navdZzeno do kifemennych zkumavek, bylo pfidano 10 mL
koncentrované HNO3 (67 %, Analytika, Cistota Analpure) a za teploty 200 °C, maximalniho
piikonu 300 W a maximalnim tlaku 28 bar rozlozeno. Nasledné byly vzorky kvantitativné
ptevedeny do 50 mL polyethylenovych zkumavek a ulozeny pfii laboratorni teploté¢ do doby
meéfeni. Alternativné byly nékteré vzorky rozlozeny na suché cesté¢ ve smési oxida¢nich plyna

v mineralizatoru Apion dle Miholové et al. (1993).

Analyzy pid

Vybrané fyzikdalné-chemické analyzy

Pidy odebrané z jednotlivych stanovist' byly usuSeny pfi laboratorni teploté, piesaty pies sito
o velikosti ok 2 mm tak, aby vznikl reprezentativni homogenni vzorek vhodny k analyzam.
V pudach byly podle potieb jednotlivych pokust stanoveny tyto fyzikalné-chemickeé parametry:
pseudocelkové obsahy prvki (Szakova et al., 2016), vyménna ptadni reakce (Novozamsky et al.,
1993), obsah oxidovatelného uhliku (Sims et Haby, 1971), kationtova vyménna kapacita (ISO,
1994), dostupné ziviny extrak¢nim ¢inidlem Mehlich III (Mehlich, 1984), mobilni obsahy prvka

(Quevauviller et al., 1993), maximalni vodni kapacita (Gardner, 1986).

Celkoveé obsahy

Celkové obsahy prvku v pudach byly stanoveny z mineralizati ziskanych po totalnim rozkladu:
~0,5 g pudniho vzorku bylo rozlozeno na mokré cest€¢ vuzavieném systému
s mikrovinnym ohfevem v zafizeni Ethos 1 (MLS GmbH, Némecko) po dobu 33 min
pii teploté 210 °C ve smési 8 ml HNOs, 5 mL HCl a 2 ml HF. Po ochlazeni byla reakéni smés
kvantitativné pievedena do 50 mL Teflon® nadobky a odpatovana do sucha pti 160 °C. Odparek

byl poté rozpustén ve 3 mL smési HNOs a HCI (143), pieveden do 25 mL sklenéné zkumavky,
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doplnén deionizovanou vodou a uschovan pfi laboratorni teplot¢ do doby méteni (Székova et al.,
2010).
Obsah prvku v pfipravenych mineralizatech byl stanoven pomoci ICP-OES s axialni orientaci

plazmové hlavice na pfistroji Varian VistaPro (Varian, Australie).

Zpracovani a hodnoceni naméfenych dat

Vysledky a grafické vystupy byly zpracovany za pouziti riznych programt v zavislosti
na vhodnosti jejich uziti, jejich dostupnosti na pracovistich a predevS§im ndrokt kladenych
na statistickou analyzu a grafické zpracovani jednotlivych pokust.

Pro zpracovani statistickych analyz a tvorbu grafickych vystupi byly pouzity nasledujici
programy: Microsoft Office Excel™ 2007, Microsoft Office Excel™ 2010 (Microsoft, U.S.),
Statistica'™ 10CZ, Statistica™ 12CZ (StatSoft, U.S.), SigmaPlot™ 11.0 (SyStat Software, U.S).
Mezi pouzité statistické testy se fadi jednofaktorova analyza rozptylu ANOVA, s naslednym
pouzitim Tukeyho nebo Scheffého post hoc testu, a korela¢ni analyza pro odhad zévislosti
mezi proménnymi za  pouziti  Pearsonova  korela¢niho  koeficientu = (Meloun
et Militky, 2004). Hladina vyznamnosti u vSech provedenych testi byla stanovena
jako a = 0,05. Transfer faktor, tedy ukazatel, ktery charakterizuje ptestup prvku z pudy
do rostliny, byl definovan jako pomér celkového obsahu prvku vrostliné a v padeé

(Huang et al., 2005).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Arsen a jeho slouceniny

Byly provedeny analyzy téméf sta voln€ rostoucich rostlinnych druhi pochézejicich
z arsenem kontaminovanych lokalit — Nalzovské Hory, Roudny a Kutnd Hora. Vysledky
poukazuji na znacnou odolnost ruderalnich druhli rostlin vi¢i kontaminaci pad arsenem,
ktera na odbérovych stanovistich dosahovala celkovych obsahti od 21.8+1 mg As kg‘1 (Nalzovské
Hory) az 1120+10 mg As kg™ (Roudny). Hodnoty extrahovatelného arsenu dosahovaly hodnot
od 0,072+0,024 mg As kg™ (Roudny) do 14,1+0,2 mg As kg™ (Kutna Hora). Je tedy ziejmé,
ze velkd Cast celkového obsahu arsenu byla pevné vdzana na pudni ¢astice a nebyla rostlindm
dostupna. Celkové obsahy namétené v rostlinné biomase pak dosahovaly hodnot od 0,02* mg As
kg™ stanovené v ptaginci (Stellaria spp.) do 39.30+6,32 mg As kg™ v mrkvi obecné (Daucus
carrota L.). Pitten et al. (1999) uvadgji, ze b&ézné se vyskytujici celkové obsahy arsenu
v rostlinné biomase rostouci na nekontaminovanych ptdach jsou niZsi neZ 3,6 mg As kg™, Zda
se, ze v naSem piipadé je celkovy naméfeny obsah arsenu v biomase zavisly jak na rostlinném
druhu, tak na fyzikalné-chemickych vlastnostech pid, zejména pak celkovém obsahu arsenu
na jednotlivych lokalitach.

Il Vo . - o .
a As’ jsou dominantnimi slouc¢eninami

Vysledky speciacnich analyz ukazuji, ze As
vyskytujicimi se v rostlinné biomase nami sledovanych voln¢ rostoucich rostlinnych druhi. MA,
DMA, TETRA a TMAO byly zastoupeny vyznamné€ méng. Zajimavym objevem je vyskyt AB
Vv ostfici Casné (Carex praecox Schreb.), ktery dosahoval az 28 % extrahovatelného obsahu
arsenu Vv biomase, a v jitroceli kopinatém (Plantago lanceolata L.), kde dosahoval az 1,2 %
slouceniny arsenu, o kterych se pfedpokladalo, Ze jsou tvofeny pouze v moiskych organismech

(Ruiz-Chancho, 2008) a jeho pfitomnost v suchozemskych rostlindch byla prokazana jen velmi
sporadicky (Mattusch et al. 2000).

Druha studie se zabyva schopnosti pfijmu, pfemény a ukladani arsenu rostlinami jitrocele
kopinatého (Plantago laceolata L.) z Celedi jitrocelovitych, a tfi druhtit mokfadnich rostlin
z Celedi Sachorovitych, jmenovité skiipiny lesni (Scirpus silvaticus L.), ostfice ¢asné (Carex
praecox Schreb.) a ostfice méchyrkaté (Carex vesicaria L.), které se pfirozen¢ vyskytuji
i na pudaich s vyznamné zvySenym obsahem arsenu v okoli Kutné Hory

a Roudného. Zvysena odolnost vici vysokym obsahiim arsenu v pidé mize byt zavisla nejen
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na rostlinném druhu, ale i na mikrobialni aktivité v oblasti rhizosféry, jak dokladad Orlowska
et al. (2012), a jejiz mechanismus muze vysvétlovat vyskyt DMA v biomase (viz nize).

Prvni studie prokazala piitomnost slozitéjSich organickych sloucenin arsenu,
jako naptiklad AB, v nadzemni biomase nékterych druhti analyzovanych rostlin. Nékteré z téchto
druht byly tedy vybrany pro nadobovy experiment s cilem popsat podrobnéji piijem
a transformaci sloucenin arsenu témito rostlinami v pribéhu vegetacniho obdobi. Rostliny byly
péstovany za kontrolovanych podminek v nadobovych pokusech na ptidach s celkovym obsahem
arsenu 735 mg As kg™. Celkové obsahy arsenu v takto p&stovanych rostlinach dosahovaly az 8,3
mg As kg'1 v listech, a az 155 mg As kg'l v kofenech (skfipina lesni). Je zde patrné zvySené
ukl&dani arsenu v podzemnich ¢astech oproti nadzemnim, které bude diskutovano dale. Kromé
toho byla jesté potvrzena dileZita role vazby As¥ na Zelezity povlak kofenového systému rostlin
z Celedi Sachorovitych a také to, ze k tvorbé DMA pravdépodobné nedochazi v rostliné samotné,
ale mikrobidlni aktivitou nachazejici se v oblasti rhizosféry a DMA je nasledné rostlinou pouze
pfijimana spolecné s ptidnim roztokem (Lomax et al., 2012).

Také v tomto pokusu byly dominantnimi slou¢eninami v biomase rostlin As" a As”,
navic vSak svyskytem malého mnozstvi DMA nachazejicim se ve vSech zkoumanych
rostlinnych druzich. U ¢eledi $achorovitych pak byly nalezeny i malé obsahy AB a AC,
pravdépodobné jako produkty detoxika¢nich mechanismi rostlin. Vysledky tedy potvrdily zavéry

nasi prvni studie i star$i poznatky znamé z literatury (Mattusch et al. 2000).

Vysledky predchozich dvou studii prokazaly jednak zvySené obsahy arsenu v kofenech
rostlin, ale také vysoky obsah arsenu v nadzemni biomase mrkve obecné (Daucus carota L.).
Piestoze se jednalo o plany druh mrkve, lze uvaZovat o pfipadné akumulaci arsenu
i v kulturnich druzich rostlin, zejména v kofenové zelening. V této studii jsme se tedy zaméfili
na sledovani pfijmu arsenu a zastoupeni jeho sloucenin v konzumnich ¢astech vybranych druhti
zelenin. Sest riznych druhd zeleniny: tuiin (Brassica napus var. napobrassica L.), kadefavek
(Brassica oleracea convar. acephela L.), ¢erna fedkev (Raphanus sativus var. nigra L.), ¢erny
kofen (Scorzonera hispanica L.), pastinak (Pastinaca sativa L.) a salat (Lactuca sativa L.) bylo
péstovano v pudach pochazejicich ze dvou arsenem kontaminovanych oblasti — Piibram a Kutna
Hora. Tyto pidy s celkovym obsahem 36.0+1,0 mg As v kg™, respektive s 473+10 mg As v kg™
ptrekracuji v obou piipadech maximalni doporuceny obsah arsenu v zemédélskych ptidach, ktery

je Vyhlaskou & 13/1994 (Anonym, 1994) stanoven na 30 mg As kg™. Pokud jsou tyto pudy
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vyuzivany pro zemédélské ucely, zejména pak pro péstovani vlastnich vypéstki, které je v téchto
lokalitdich velice oblibené, pifedstavuje to pro obcany konzumujici plodiny z takto
kontaminovanych oblasti zvySené zdravotni riziko.

Pomoci spiazeni HPLC s ICP-MS byly v jedlych ¢astech péstovanych zelenin stanoveny
obsahy ¢ty  nejbéznéjSich  aniontovych  sloucenin  arsenu: As",  AsY, DMA
a MA. Obsahy jednotlivych sloucenin arsenu v jedlych ¢astech se snizovaly v nasledujicim
poradi: As ~ As"' >> DMA ~ MA. Jasnou prevahu As” a As"' v biomase rostlin dokléadaji nase
predchozi studie i nékteré starsi prace, napt. Tlustos et al. (2002).

Vysledky také naznacuji, ze distribuce sloucenin arsenu se lisi hlavné na zékladé
jednotlivych druhi rostlin a jejich jedlych casti. S vyjimkou ¢erného kotfene vysledky potvrzuji
omezeny presun arsenu do nadzemnich ¢&asti rostlin a jeho zvySené uklddani zejména
vV podzemnich ¢astech, coz je v souladu napft. se studii Smith et al. (2009). I ptes obecné nizké
transfer faktory, které se pohybovaly v rozmezi od 0,005 u kadetavku az po 0,18 u hlavkového
salatu, byl u pastindku, ¢erného kotfene a cerné fedkve (Kutnd Hora) prekrocen maximalni
piipustny obsah arsenu v zelening, ktery je dan Vyhlaskou €. 53/2002 (Anonym 2002). Mnohem
niz8§i obsahy arsenu se nasly v listové zelenin¢ (hlavkovy salat, kadefavek), coz naznacuje,
ze spravna volba plodin mize potencidlni zdravotni riziko vyznamné snizit. Nebyl pozorovan
zadny statisticky prukazny rozdil v dasledku odlisnych fyzikalné-chemickych vlastnosti, kromé
celkového obsahu arsenu v pidé. Vyznamné vysSi obsahy arsenu v pidé Kutnd Hora mély
za nasledek vyssi celkové obsahy arsenu v nadzemnich 1 podzemnich ¢astech rostlin péstovanych

na této puade.

Selen a jeho slouc¢eniny

Celkem 73 rostlinnych druht ze dvou vybranych lokalit bylo sesbirano a nasledné
zanalyzovano na celkovy obsah selenu v jejich biomase. Rostliny pochazely z lokalit Humpolec
a Nalzovské Hory, které maji p¥irozeny obsah selenu v padé 0,248+0,031 mg Se kg™, respektive
1,104+0,306 mg Se kg™. Pady z t&chto lokalit se tak fadi mezi pidy na selen relativné chudé.
I tak vSak ptudy z lokalit Humpolec a Nalzovské Hory odpovidaji evropskému priméru, ktery se
uvadi mezi 0,1 a 5 mg Se kg™ (Bitterli et al., 2010).

Transfer faktory nalezenych rostlinnych druhlt byly nizké a pohybovaly se
mezi <0,001 a 0,146, pfiCemz nejvyssi hodnota byla zaznamenana u rozrazilu rolniho (Veronica

arvensis L.). Tyto hodnoty vSak nedosahuji transfer faktort, které uvadi ve své studii Bitterli et
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al. (2010) a naznacuji tak nizkou schopnost pfijmu selenu rostlinnymi druhy rostoucimi
V podminkdch ndmi zkoumanych lokalit. Relativné malou schopnost pfijmu selenu rostlinami
doklada i porovnani obsahu selenu v biomase vii¢i obsahu prvki s fadové podobnym obsahem
v pudé jako selen. V tomto piipad¢ obsahy kadmia v biomase dosahovaly o jeden tad vyssich
obsahil nez obsahy selenu. Obdobné pak vychazely 1 obsahy molybdenu.

Na nizkém obsahu selenu v rostlinach se mtze podilet i interakce s jinymi prvky, jako je
napf. arsen, ktery vykazuje vici pfijmu selenu antagonisticky efekt (Malik et al., 2012),
a je ve zvysené mife pfitomen v pidach na lokalit¢ Nalzovské Hory.

Miizeme tedy shrnout, Ze pfirozen¢ nizké obsahy selenu v pidach vybranych lokalit spolu
s nizkou schopnosti pifijmu selenu nalezenymi druhy rostlin, vedou k nizkému obsahu selenu
Vv biomase rostlin nezavisle na lokalité. Nizky obsah selenu ve volné rostoucich rostlinnych
spoleCenstvech tak muze ve volné prirod¢ prispivat k deficitu selenu napfi¢ celym potravnim

fetézcem.

Muzeme tedy predpokladat, Ze efektivni zvySeni obsahu selenu v lu¢nich porostech by
mohlo vést ke zlepSeni obsahu selenu v organismu volné Zijicich bylozravet. Napiiklad Kursa et
al. (2010) zaznamenali deficitni obsahy selenu ve svaloviné volné zijicich sudokopytnikt
v Ceské republice. Nage dalsi studie se tedy zaméfuje na obohaceni biomasy volné rostoucich
rostlinnych spolecenstvech selenem pomoci aplikace roztoku Na,SeO, na list. Pfi jeho aplikaci
byly pouzity dvé rizné koncentrace roztoku, které odpovidaji davce 25 a 50 g Se ha™.
12 rostlinnych druhli rostoucich na vSech variantach, vcetn€ kontrolni, byly analyzovany
na celkové obsahy selenu, jeho jednotlivé slou¢eniny a celkové obsahy vybranych esencialnich
prvk.

Vysledky ukazuji, ze hnojeni selenem na list zvySuje jeho celkovy obsah v biomase
rostlin, a Ze vtomto procesu hraje dileZitou roli rostlinny druh, coZ potvrzuji napiiklad
i De Temmerman et al. (2014). Celkové obsahy selenu v biomase se pohybovaly
od obsahti pod detekénim limitem (0,007 mg Se kg™) u vétSiny druhii na neofetiené varianté
az do 1,052+0,024 mg Se kg™ u rozrazilu rezekvitku (Veronica chamaedrys L.) po aplikaci
50 g Se ha™. Ani u varianty s nejvyssi davkou hnojeni se u rostlin neprojevily zadné viditelné
znamky fytotoxicity.

Celkem bylo v rostlinné biomase nalezeno 10 riznych sloucenin selenu, avsak pouze

4 7 nich byly jednoznacné identifikovany. SeV! a SeMet patfily mezi nejcastéji se vyskytujici

19



slouceniny selenu nezavisle na rostlinném druhu, coz naznacuje relativné nizkou schopnost
pak objevily slouCeniny SeCys a Se-MeSeCys, které vSak ukazaly na zajimavy rozdil
mezi jednodéloznymi a dvoudéloznymi rostlinami. U jednodéloznych rostlin pfevazovala tvorba
Se-MeSeCys, zatimco u zastupcii dvoudéloznych tvorba SeCys.

Dale byl zkouméan vliv selenu na pfijem ostatnich esencialnich prvkia. Vysledky
naznacuji, ze vliv selenu na pfijem esencidlnich prvka je z velké ¢asti zavisly na rostlinném
druhu a jeho biochemickych procesech. Napi. u hoi¢iku byl v obou hnojenych variantach jeho
obsah v biomase nékterych rostlinnych druhtt vyznamné sniZen, v uréitych piipadech
az o polovinu. SniZzené obsahy lze pozorovat i u jinych prvkl, nejméné ovlivnény se vsak zda
pfijem Zeleza. Snizeni obsahll esencialnich prvkii muze, jak naznacuji Bannister et al. (1991),
souviset se zménami v aktivit¢ antioxidacni superoxid dismutdzy, kterd je produkovana
na ochranu rostlin, v tomto ptipadé proti moznému oxida¢nimu stresu zpisobenému zvySenymi

obsahy selenu.

Zastupci Celedi Brassicaceae jsou vseobecné povazovany za rostliny se zvySenou
schopnosti pfijmu a akumulace selenu a tvorby sloucenin selenu vyznacujicich se
protirakovinovym u¢inkem (Bafiuelos et Mayland, 2000). V poslednim pokusu jsme se tedy
zamé@fili na zmény v pfijmu a akumulaci selenu ve 4 riznych odridach brokolice (Brassica
oleracea L. convar. italica) v zavislosti na ruznych davkach hnojeni selenu aplikaci na list.
Cilem pokusu bylo ovéfit, zda je moZno touto cestou zvysit potencialni dietarni piijem selenu.

Analyzami jednotlivych ¢asti rostlin brokolice jsme zjistili, Ze se takto aplikovany selen
akumuluje nejvice v hlavkach, a to do obsahu az 1,01+0,15 mg Se kg™ suché biomasy, v listech,
méné pak ve stoncich a nejméné v kofenech. Vliv odridy prokazatelny nebyl. Statistické analyzy
u rostlin po aplikaci selenu prokazaly zvySeny pfijem a zvySenou akumulaci tohoto prvku
ve vSech nadzemnich castech rostlin. Nepotvrdilo se, Ze by tento zvySeny pfijem selenu nasledné
jakkoli ovlivnil pfijem a akumulaci dal$ich vybranych esencialnich prvkda.

Jako nejefektivnéjsi se ukazala aplikace roztoku Na,SeO, odpovidajici davce 25 g Se
ha'', jelikoz dalii zvyseni davky jiz nepfinaselo téméF zadné navyseni obsahu selenu v biomase
rostlin. Tuto davku pak miZeme povazovat za efektivni pro péstovani selenem obohacenych

brokolic urc¢enych ke konzumaci.
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Celkové¢ bylo nalezeno 17 rznych sloucenin selenu, ale pouze 4 z nich byly jednoznacné
identifikovany. Speciani analyzy naznaCuji schopnost brokolice tvofit z jednoduchych
SeCys a Se-MeSeCys, které byly spoledné se Se¥' v biomase rostlin brokolice rovnomérné
zastoupene. Na rozdil od pokusu s volné rostoucimi rostlinami, nejvice zastoupenou slouc¢eninou
selenu u brokolice byla sloucenina SeMet. K podobnym z&vériim dosli i Maneetong et al. (2013)

u rostlin brukve ¢inské (Brassica oleracea var. alboglabra L.).
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6. ZAVER

Analyzy Sirokého spektra volné rostoucich rostlinnych druhti ukazuji na zna¢nou odolnost
voln¢ rostoucich ruderalnich druhd rostlin vic¢i kontaminaci pud arsenem. Vysledky naznacuji,
ze existuji druhove specifické mechanismy, které nekteré rostliny chrani od nadmérného ptijmu
arsenu z pidy. Na druhou stranu fada z analyzovanych rostlinnych druht pfesahovala maximalni
limit celkového obsahu arsenu v biomase ve vysi 2 mg As kg™ dany Vyhlaskou &. 52/2002 Sb.
pro maximalni obsahy prvka v krmivech. Rostliny vyuzivajici strategii akumulace arsenu proto
teoreticky mohou zvySovat riziko vstupu arsenu do potravniho fetézce skrze pasouci se skot a
volné zijici divokou zvér.

Zajimavym zjisténim je vyskyt AB v ostfici Casné (Carex praecox Schreb.) a jitroceli
kopinatém (Plantago lanceolata L.), kde se jeho extrahovatelny obsah v biomase ostiice
pohyboval az do 28 % z celkového obsahu arsenu v biomase, a 1,2 % v pfipadé jitrocele.
Tato skute¢nost byla dale zkoumana v nddobovych pokusech a schopnost tvorby AB nékterymi
suchozemskymi rostlinami z ¢eledi Plantaginaceae a Cyperaceae byla potvrzena.

Ptijem, akumulace a transformace arsenu byla zkoumand nejen na rostlinach volné
rostoucich, ale nasledné i na vybranych druzich zeleniny. Ty se v danych kontaminovanych
lokalitach Casto péstuji pro vlastni spotfebu a mohou tak vyznamné navySovat vstup arsenu do
potravniho fetézce Cloveka. Vysledky naznacuji, Ze pfijem a akumulace sloucenin arsenu se 1isi
hlavné na zéklad¢ jednotlivych druhii plodin a jednotlivych jedlych ¢asti, coz znamenéaze spravna
volba plodin mize snizit potencialni zdravotni riziko plynouci z konzumace plodin rostoucich
v arsenem kontaminovanych oblastech.

Nejvice zastoupenymi slouceninami arsenu v nami zkoumanych rostlinach a plodinach jsou
jednoznatné As” a As"'. V daleko mensi mife se pak v rostlindch nachazeji DMA, MA, AB, AC,
TETRA a TMAO, u kterych mlZeme piedpokladat, Ze je jejich syntéza druhové specificka,
protoze ne vSechny tyto slouceniny se vyskytuji ve vSech druzich analyzovanych rostlin.

Obecné lze fici, ze statistické analyzy potvrdily silnou zavislost celkového obsahu arsenu
Vv biomase a jeho jednotlivych sloucenin na rostlinném druhu. Zavislost pfijmu a akumulace
arsenu rostlinami na vybranych fyzikalné-chemickych vlastnostech nebyla, az na celkovy obsah
arsenu v pude, dostatecné pritkazné potvrzena.

V ptipadé selenu se jeho relativné nizké pfirozené obsahy v pudé€ projevily v celkoveé
nizkém obsahu selenu v biomase rostlin. AvSak dalsi duleZitou roli pravdépodobné hraje mala

schopnost ptijmu selenu rostlinnymi druhy rostoucimi v podminkach nami zkoumanych lokalit.
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Relativné malou schopnost piijmu selenu rostlinami doklada i porovnani obsahu selenu
V biomase vu¢i obsahu prvki s fadové podobnym obsahem v pud¢ jako selen. V tomto piipadé
obsahy kadmia a molybdenu v biomase dosahovaly o jeden fad vy$Sich obsahii nez obsahy
selenu. Muzeme tedy shrnout, ze pfirozené nizké obsahy selenu v ptidach vybranych lokalit spolu
s nizkou schopnosti piijmu selenu zkoumanymi druhy rostlin, vedou k nizkému obsahu selenu
V biomase rostlin nezavisle na lokalité, coz mize ve volné piirodé piispivat k deficientu selenu
napfi¢ celym potravnim fetézcem.

Z tohoto ditvodu jsme se v dalsi ¢asti zaméfili na pfihnojovani volné rostoucich rostlin.
Vysledky naznacuji, Ze tento typ hnojeni zvySuje celkovy obsah selenu v biomase rostlin a také
to, ze v tomto procesu hraje dulezitou roli rostlinny druh. Aplikace selenu vedla k vyznamnému
zvyseni obsahu tohoto prvku v biomase rostlin.

Vyse uvedené poznatky byly aplikovany na péstovani selenem obohacenych brokolic
(Brassica oleracea var. italica L.). Analyzami jednotlivych ¢asti rostlin brokolice jsme zjistili,
7e se takto aplikovany selen akumuluje nejvice v hldvkéach a v listech, méné pak stoncich a
kofenech, bez statisticky vyznamnych rozdili mezi odridami. Statistické analyzy u rostlin po
aplikaci selenu prokdzaly zvySeny piijem a zvySenou akumulaci tohoto prvku ve vSech jejich
nadzemnich ¢astech. Jako nejefektivnéj$i se ukazala aplikace roztoku Na,SeO, odpovidajici
davce 25 g Se ha™, jelikoz dalsi navySeni této davky jiz nepfinaselo témef Zadné navysSeni obsahu
selenu v biomase rostlin. Tuto davku pak mizeme povazovat za efektivni pro péstovani selenem
obohacenych brokolic ur¢enych ke konzumaci.

Se¥' a SeMet patiily mezi nejéastdji se vyskytujici sloueniny selenu nezavisle

na rostlinném druhu, coZ naznacuje relativné nizkou schopnost rostlin pfemeénit selen pfijaty listy

vvvvvv

vvvvvv

rostlin brokolice zastoupeny nejCastéji. Pfiznivé zastoupeni selenovych sloucenin spolu se
zvySenym, ne vSak toxickym, obsahem selenu v biomase brokolic naznacuje, Zze bézna
konzumace selenem obohacené brokolice by mohla zvySovat celkovy denni pfijem selenu a tim
by nasledné méla celkové kladny vliv na lidské zdravi.

Byl prokazan vliv rostlinného druhu na pfijem, akumulaci a transformaci selenu v rostling,
1 kdyZ obsahy selenu pfijatelné rostlinami z piidy byly vSeobecné nizké. Nezda se, Ze by vybrané

fyzikalné-chemické piadni vlastnosti mély statisticky vyznamny vliv na obsahy selenu v biomase.
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