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Zmény v metabolismu dusiku v rostliné jako disledek
jejiho ristu na kontaminované pudé

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo hodnoceni vlivu rostouciho obsahu arsenu v pidé na
dusikaty metabolismus v rostliné a ptdni charakteristiky. Byly formulovany dvé hypotézy: (1)
S narGstem kontaminace pudy As se méni aktivita nitratreduktazy v rhizosfére rostlin; (2)
Dasledkem kontaminace pudy je oxidacni stres rostliny, ktery se projevi snizenim vyuziti
prijatého dusiku (hromadéni nitrat v rostling, zmény ve slozeni aminokyselin). Pro splnéni
cild prace byly provedeny analyzy rostlin na obsah arsenu, celkového dusiku, nitratového
dusiku a glutaminu. Na zakladé pudnich rozborl okolni pldy a rhizosféry byly stanoveny
obsahy vodorozpustného arsenu, organického uhliku, nitrdtového dusiku a aktivita
nitratreduktazy. Byl zaloZzen nddobovy pokus s modelovymi rostlinami rodu Pteris — P. cretica
Albo-lineata, P. cretica Parkerii a P. straminea, pficemz rostliny P. cretica jsou povaZovany za
hyperakumulatory As. Celkem byly hodnoceny 4 varianty — kontrola bez kontaminace (As0),
varianty s pridavkem As do ptdy 20 (As1), 100 (As2), 250 (As3) mg As/kg pady. V této préci byl
vyhodnocen 3. odbér po 180 (150) dnech vegetace ve dvou opakovanich. Vyjimkou je varianta
As3 u P. straminea, ponévadz doslo k Uhynu rostliny vlivem vysoké toxické hladiny As.

Tento pokus potvrdil, Ze s narlistem As v pudé se zvysil obsah As v rostlinach, v jehoz
disledku doslo k hromadéni nitratd a celkového dusiku v rostliné. Tyto vysledky byly
signifikantni u vSech rostlin. Toxicka hladina As v rostlinach zpUsobila zmény v asimilaci dusiku
do aminokyselin, které se projevily zvySenym obsahem glutaminu, jenz slouzi jako stresovy
marker. U P. cretica Albo-lineata na varianté As3 byl narUst glutaminu oproti kontrole o 354
%. Schopnost hyperakumulovat As byla potvrzena pouze u P. cretica Albo-lineata s nejvyssim
detekovanym obsahem — 6 444 mg As/kg susiny (As3). Na kontaminované pGdé byla
stanovena aktivita nitratreduktazy, kterd vykazovala vyrazny klesajici trend s nardstajicim
obsahem As u vsech rostlin, pficemz v okolni padé c¢innost toho enzymu byla inhibovana
vyraznéji nez v rhizosfére. Na zakladé téchto vysledkd byly obé stanovené hypotézy potvrzeny.

Jedine€nost této prace doklada skuteCnost, Ze ostatni autofi sledovali nékteré z
charakteristik v kratkodobych pokusech nejéastéji v hydroponiich. Tento pokus byl vsak
zaloZzen za pfirozenéjsich podminek a meél dlouhodoby charakter, proto muize mit
prokazatelnéjsi vysledky. Tyto vystupy mohou byt pouzity pro dalsi vyzkum v oblasti
fytoremediace.

Klicova slova: dusik; arsen; toxicita; Pteris; stres



The Changes in Nitrogen Metabolism in Plant as a Result
of its Growth on Contaminated Soil

Summary

The aim of this diploma thesis was to evaluate the effect of the increasing arsenic content in
soil on the plant's nitrogen metabolism and soil characteristics. The following two hypothesis
were formulated: (1) The activity of the nitrate reductase in the plant's rhizosphere changes
with the increase of As contaminated soil; (2) The result of soil contamination is oxidation
stress on the plant, which is seen by an decrease in the utilization of nitrogen accepted
(accumulation of nitrates in the plant, a change in the composition of amino acids). To achieve
the aim of this thesis, the plants were analyzed for arsenic content, total nitrogen, nitrate
nitrogen and glutamine. Based on the analysis of the bulk soil and rhizosphere, the water-
soluble arsenic, organic carbon, nitrate nitrogen and nitrate reductase activity were defined.
A pot experiment with Pteris ferns — P. cretica Albo-lineata, P. cretica Parkerii and P. straminea
was created, where P. cretica plants were considered to be As hyperaccumulators. Four
treatments were evaluated in total — control without contamination (As0), As spiked to soil 20
(As1), 100 (As2), 250 (As3) mg As/kg sample soil. This thesis evaluated the third sampling after
180 (150) days of vegetation in two repetitions. The As3 at P. straminea option is an exception
because the plant died as a result of a high toxic level of As.

This experiment confirmed that increasing As content in the soil, increased the As
content in the plants, resulting in the accumulation of nitrates and total nitrogen in the plant.
These results were significant in all plants. The As toxicity in the plants caused changes in the
assimilation of nitrogen into amino acids. These changes were reflected in higher content of
glutamine, which serves as a stress marker. The As3 treatment of P. cretica Albo-lineata
resulted in a 354% increase in glutamine compared to the control. The ability to
hyperaccumulate As was only confirmed in P. cretica Albo-lineata with the highest detectable
content — 6,444 mg As/kg dry mass (As3). The nitrate reductase activity was determined in the
contaminated soil, which showed a significantly decreasing trend with the increasing As
content of As for all plants, where the activity of this enzyme was significantly inhibited in the
bulk soil than in the rhizosphere. Based on these results, both of the defined hypotheses were
confirmed.

The uniqueness of this work is demonstrated by the fact that the other authors observed
some of the characteristics in short-term experiments, most often in hydroponics. However,
this experiment was long-term and ferns were cultivated in soil, therefore, our results are
significant and may be used for further research in the area of phytoremediation.

Keywords: nitrogen; arsenic; toxicity; Pteris; stress
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1 Uvod

Arsen (As) je pfirozené vyskytujici se metaloid, ktery je z vyzivového hlediska pro rostliny
nedulezity. Za urcitych podminek se v rostlindch mlze hromadit aZ po toxické hladiny, tim
vstoupit do potravinového fetézce a predstavovat tak zdravotni riziko pro ¢lovéka. V dnesni
dobé je tento problém velmi diskutovan napftiklad v oblasti péstovani ryZze v Indii (Sinha et
Bhattacharyya, 2015). Dle Singh et al. (2007) v Zivotnim prostiedi se koncentrace arsenu
zvySuje jak pfirozenou cestou (sopecné emise, zvétrdvani hornin, uvolnéni z horkych
prament), tak antropogenni ¢innosti (tézba, pramyslova vyroba, zemédélstvi — pesticidy,
prostfedky na ochranu dreva, atd.).

Na pfijmu a metabolismu arsenu v rostlinach se podili mnoho mechanismu. Nejtoxictéjsi
formy tohoto prvku jsou As(lll) a As(V), pficemz v rostlindch z 90 % prevazuje forma As(lll).
Hlavni plisobeni toxicity arsenu v rostlinach spociva v tom, Ze ma urcitou podobnost v chovani
k neptiznivé konkurenci mezi témito prvky. As(lll) disponuje vyraznou afinitou k sulfanylovym
skupinam (-SH), tudiz m(Ze tvofit komplexy s rlznymi thiolovymi slou¢eninami, pricemz tato
skutecnost se negativné odrazi v pfeménach dusiku patfici mezi zakladni makroprvky rostlin.
VySe popsané zmény vedou k oxidativnimu stresu snizZujici celkovou vitalitu rostlin a
v konec¢ném dlsledku mohou zapficinit jejich Uhyn (Abbas et al., 2018).

Existuji rostliny, které dokazi ve velkém mnozstvi akumulovat toxické prvky do své
biomasy, priéemz dosud byla detekovana hyperakumulace arsenu u nékterych kapradin napf.
Pteris vittata, Pteris cretica, Pteris longifolia. Fytoremediace predstavuje odstranéni
znecistujicich latek z prostfedi pomoci rostlin a mize byt efektivnim zplsobem pfi sanaci
kontaminované pldy (Singh et Ma, 2007). Studium rostlin disponujici schopnosti
hyperakumulace ma do budoucna velky vyznam pro fteSeni této environmentalni
problematiky. V soucasné dobé se hledaji rostlinné hyperakumuldtory tvorici vétsi mnozstvi
biomasy a otazkou dalsiho vyzkumu zUstava, jak se tyto rostliny s vysokym obsahem toxického

prvku budou bezpecnym zplisobem likvidovat.



2 Védeckeé hypotézy a cile prace

Hypotézy:
1) S narGstem kontaminace plady As se méni aktivita nitratreduktdzy v rhizosfére rostlin;
2) Dlsledkem kontaminace pudy je oxidacni stres rostliny, ktery se projevi snizenim vyuZiti

pfijatého dusiku (hromadéni nitrdtd v rostliné, zmény ve sloZzeni aminokyselin).

Cilem této diplomové prace bylo studium zmén, ke kterym dochazi v metabolismu N
béhem rlstu rostliny na kontaminované pGdé. Hlavnim zamérem prace bylo podat uceleny
literarni prehled se zamérenim na metabolismy N a As v rostlinach a v padé, dale provést
analyzu vysledovanych zmén ovlivnénych As a v diskuzi predloZit vécné argumenty pficin

téchto zmeén.



3 Literarni reSerse
3.1 Role dusiku Vv Zivotnim prostiedi a zemédélstvi

Dusik (N) patti mezi zakladni biogenni prvky, které jsou nezbytné pro preZziti vsech Zivych
organismu. Tvofi zakladni stavebni kameny mnoha organickych sloucdenin, jako jsou
aminokyseliny, bilkoviny, nukleové kyseliny, chlorofyl, enzymy, fosfatidy, alkaloidy aj. Na Zemi
je nejvétsi podil dusiku zastoupen v pevné formé, ktera je nejstabilnéjsi, pricemz v litosfére se
nachazi zhruba 98 % celkového N. V elementdrni podobé dusik tvofi 78 % (77,5 %
hmotnostnich) zemské atmosféry, pfiCemzZ se zde nachazi také oxidy (NOx) nebo amoniak.
Nepatrny podil dusiku zaujima biosféra a hydrosféra (Balik et al., 2012; Kirkby et Mengel,
2001).

Dusik predstavuje nejrozsitenéjsi zivinu rostlin, kterou lze doplfiovat stajovymi hnojivy,
pricemz v dnesni dobé podstatnd ¢ast dusikaté vyzZivy je zajistovana minerdlnimi hnojivy.
Pozadavky na zvyseni vyuZiti dusiku v zemédélstvi za ucelem zajisténi zakladnich stravovacich
potieb jsou v pfimé korelaci s neustale rostouci svétovou populaci. V celosvétovém méfitku
se odhaduje az 40% zvyseni produkce potravin na obyvatele za poslednich 50 let. Pfidani
organickych a mineralnich dusikatych hnojiv k péstovanym plodindm je jiz dlouhou dobu
znamo jako jeden z klicovych faktor( prispivajici k navyseni vynosu rostlinné produkce, coz
vede k vétsi finanéni ndvratnosti. Je zapotrebi dusik vyuzivat efektivné, ponévadz muize byt
rizikovym faktorem pfispivajicim ke znecistovani vodnich zdrojd nebo v plynné formé unikat
do ovzdusi a podilet se na sklenikovém efektu. V soucasné dobé je snahou hledat reSeni a
vyvijet nové technologie s cilem minimalizovat nepftiznivé dopady dusiku na Zivotni prostiedi

(Bernhard, 2010; Follett, 2008).



3.1.2 Dusikaty cyklus a zdroje dusiku pro rostliny

Obrazek €. 1 znazornuje rtizné formy a cesty dusiku, které cirkuluji atmosférou, pidou a
zivymi organismy. Kolobéh dusiku je ovlivnén mnoha faktory a procesy, jez jsou chemické,

biologické nebo fyzikalni povahy (Follett, 2008).

Atmosféra

Zvirata + ¢lovék

Fixace N, Mineralni hnojiva
Srazky + spad
Pada T TTTTTTTTTTTTITmTmmmmmmmmmmmmmmmmTT
amonizace nitrifikace denitrifikace

Org. N —»NH ; = NO; —NO, N,

mineralizace

>

imobilizace

<

Obr. €. 1 — Schéma kolobéhu dusiku; zdroj: Vanék et al. (2016)

Zjednoduseny model dusikatého cyklu Ize popsat nasledovné. Rostliny ke svému rlstu a
produkci generativnich organt nezbytné potrebuji dusik, jehoz hlavnim zdrojem v padach je
organicka hmota, ktera mineraliza¢nimi procesy za pomoci pldnich mikroorganism( uvolfuje
N na rostlinami prijatelné anorganické formy. Dusik je z kofenU rostliny pfijiman a nasledné
zabudovdan do organickych sloucenin. Tento pfirozeny cyklus se uzavira poté, kdyz se dusik
navraci zpét do pldy exkrementy dobytka nebo po ukonceni vegetace rostlin. Tyto organické

zbytky tvofi primarni organickou hmotu (McMcKague, 2005).
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Dal$imi moznymi zpUsoby, jak dusik vstupuje do cyklu a tvofi tak zdroje pro rostliny, jsou

nasledujici:

Anorganicky dusik z atmosféry dostdvajici se do pudy srazkami, kdy se N2 oxiduje na NOy,
pfipadné na HNO:s,

Z tovaren, kde se vyrabi dusikata hnojiva.

Ze zivocisné produkce, kde vznikaji stajova hnojiva.

Fixaci vzduSného dusiku.

Z Cistirenskych kalli, osiva a sadby, avSak tvofi minoritni podil v dusikatych zdrojich pro

rostliny.

Pfirozeny kolobéh dusiku je zemédélskym systémem narusen, ponévadZ se biomasa
neboli organicka hmota péstovanych rostlin odveze v podobé hlavnich, pfipadné vedlejsich
produktl a dusikata bilance se musi tedy doplfiovat dusikatymi hnojivy (Bernhard, 2010;

Follet, 2008; McMcKague, 2005).

3.1.2.1 Fixace vzduSného dusiku

Velmi vyznamnym vstupem N do biosféry a naslednym zdrojem vyzivy pro rostliny je
biologicka fixace dusiku (BNF). Proces BNF uskutecnuje velky pocet druh jak volné Zijicich, tak
symbiotickych mikroorganismi pod spole¢nym nazvem diazotrofové. Tyto organismy
produkuji enzym nitrogenazu, ktery katalyzuje redukci elementarniho N pres diimid, hydrazin
az na amoniak a ten se nasledné asimiluje do organickych sloucenin rostlin. Nitrogenaza
sestava ze dvou komponent tzv. Fe-proteinu (azoferredoxin), coz je bilkovinna ¢ast enzymu,
obsahujici 4 atomy Zeleza a 4 atomy siry se dvéma vazebnymi misty pro MgATP dodavajici
energii a elektrony druhému komponentu tzv. Mo-Fe-proteinu (molybdoferredoxin), jez je
tvorfen dvéma atomy molybdenu a az 30 atomy Zeleza a siry. V bakteroidu probiha redukce
dusiku na amoniak, pricemz se v bunécném cytosolu tvofi kyselina asparagova, asparagin a
glutamin uplatfiujici se v dusikatém metabolismu. Cinnost nitrogendzy se odehrava za
anaerobnich podminek, proto jsou hlizkové bakterie uzavieny v hlizkach a potrebné mnozstvi

kysliku jim doddva leghemoglobin (Bruijn, 2015; Vanék et al., 2016; Zehndlek et al., 2006).



Vyznamnym zastupcem volné Zijicich bakterii, tedy nesymbiotickych, je Azotobacter patfici
mezi aerobni heterotrofy. Rod Clostridium zastupuje organismy, které jsou aktivni
v anaerobnim prostfedi a oba tyto rody volné Zijicich organism( fixuji pouze malé mnoZstvi
dusiku, pficemz autofi se shoduji na rozmezi hodnot 1 - 10 kg N/ha/rok. Nesymbioticka BNF je
energeticky méné narocna, nez je tomu u symbiotické BNF, uvadi se az 30krat nizsi spotieba
energie (Bruijn, 2015; Hillel, 2008).

Symbiotickd skupina mikroorganismU ziskavad energii z hostitelskych rostlin, na jejichz
kofenech se vytvareji hlizky. Vyznamnymi ¢leny této skupiny jsou bakterie rodu Rhizobium,
které vstupuji do symbidzy srostlinami Celedi Fabaceae (jetel, vojtéska, fazol, hrach,
podzemnice olejnd aj.). Jedna se o velmi naro¢ny energeticky proces, na redukci jedné
molekuly N je zapotiebi 28 molekul ATP, resp. na 1 kg fixovaného N se spotiebuje 36 MJ
energie (Bruijn, 2015; Vanék et al., 2016).

Dle Varika et al. (2016) kvalitni porosty jetele a vojtésky mohou fixovat 200 - 250 kg/N/ha
za rok a jednoleté bobovité 40 - 80 kg N/ha.

Mezi dalsi ptiklady vztahu mezi dusikatymi fixatory a rostlinami lze uvést cyanobakterie
na zaplavenych ryZovych polich nebo organismus Anabaena ve spojeni s vodni kapradinou

Azola (Hillel, 2008).

3.2 Dusik v pidé a jeho pfemény

Obsah celkového dusiku v ornici nabyva hodnot v priméru 0,1 - 0,2 %, mUZe vsak kolisat
v rozmezi 0,03 - 0,5 %, coZ po prepoctu odpovida priblizné 3000 - 9000 kg N/ha. Podstatna
¢ast padniho dusiku (cca 99 %) je uloZzena v organické hmoté, ktera je tvorena ze Zivocisnych
a rostlinnych zbytkd, rdznych metabolitd, biomasy mikroorganismu a stabilnich organickych
sloucenin (huminové kyseliny, fulvokyseliny, huminy). Organicky dusik v ptidé se rozdéluje do
dvou frakci — nehydrolyzovatelny N, tézko uvolnitelny ve vazbé napftiklad na jadra stabilnich
huminovych kyselin, a hydrolyzovatelny N, ktery je pfitomny ve snadno rozloZitelnych
aminoslouceninach. Stabilita nejvyznamnéjsich slozek primarni organické hmoty se vyznamné
lisi, pficemzZ kofenové exsudaty jsou rozloZzeny za nékolik dni, mikrobialni biomasa a kofenové
vlaseni se rozkladaji nékolik tydnl a hrubsi ¢asti rostlin az nékolik let. Humusové latky
predstavuji stabilni organické latky neplnici funkci zasobarny Zivin, a proto maji polocas

rozpadu v fadu nékolik desetileti az tisicileti (Vanék et al., 2016).



V pUdé probiha fada pfemén dusiku, které jsou schematicky znazornény na obrdazku ¢. 1,
pficemz z hlediska vyzZivy rostlin je vyznamnym procesem mineralizace, pfi které organicky
vazany dusik prechazi na mineralni frakci. Rostlina ptijima predevsim minerdlni dusik (Nmin), a
to ve formé amonné (NH4*) a nitratové (NOs’). Nmin tvofi pouze 1 - 2 % z celkového dusiku
v plidé (Balik et al., 2012; Vanék et al., 2016). Fixace NHs* a vyplavovani NOsz™ patfi mezi
abiotické procesy — fyzikdlné chemické, ostatni pldni transformace jsou biotické za Ucasti

pudnich mikroorganism0 (Kirkby et Mengel, 2001).

3.2.1 Mineraliza¢ni procesy

PFfi mineralizaci dochazi k preméné z organickych na anorganické formy dusiku (Nmin),
pficemz se tedy jednd o degradaci organickych latek bohatych na dusik pUdnimi
mikroorganismy. Mezi nejvyznamnéjsimi skupiny enzymu, které se podileji na mineralizaci,
patfi deaminazy, O-glykosidazy a acetylhydroldzy. Reverznim procesem se oznacuje
imobilizace, pfi které mikroorganismy asimiluji organicky dusik pro syntézu proteind a dalSich
organickych dusikatych sloucenin. Oba tyto procesy se v pudé odehravaji soucasné a jejich
rovnovaha je ovlivnéna pomérem C:N rozloZzeného organického materialu. K ¢isté mineralizaci
muzZe dochazet, pokud se uhlik a dusik uvolriuji ze sloucenin s podobnou rychlosti degradace
a pomér C:N je nizsi nez 20, naopak Cistd imobilizace nastava v pfipadé, Zze pomér C:N

pfesahne hodnotu 30 (Masunga et al., 2016; Sarapatka, 2010).

3.2.1.1 Amonizace

Prvni krok v mineralizaénich déjich se uskutecriuje za pomoci heterotrofnich
mikroorganismd hydrolyzujici makromolekuly organickych dusikatych latek na jednodussi

slouceniny.

1) Proteiny - aminy (R-NHz) + CO;
2) CO(NH2)2 = (ureaza) 2 NHs* + 2 OH + CO;




V ndsledném procesu zvaném amonizace, za Ucasti Siroké Skaly aerobnich i anaerobnich
mikroorganismu, se z téchto snadno rozloZitelnych organickych latek (aminy, aminocukry,
aminokyseliny, aj.) uvolfiuje NHs a po pfijeti protonu ve vodném prostredi pfechdzi na NHs*
(Jalota et al., 2018).

Amonizaci Ize demonstrovat na reakci hydrolyzy mocoviny, kterd je souédsti hnojiv nebo
zivocisnych odpadnich metabolit(l. Tento proces katalyzuje enzym uredza, jez produkuji
prakticky vSechny mikrobidlni a rostlinné druhy. Hydrolyzou mocoviny se uvolfuje
hydroxylovy iont, ktery zapficinuje zvyseni pH vedouci tedy k alkalickym podminkam. Za
vhodnych podminek, kdy je zvySena koncentrace NHi*, vy$si pH a sucho, miZe dojit
k volatizaci amoniaku, pficemz v pGdach tézsich s dobrou sorpc¢ni kapacitou k tékani NHs
dochazi omezené (Singh et al., 2008).

Amonizaci ovliviiuje celd fada faktorl, predevsSim povétrnostni podminky. Optimalni
teplota pro amonizaci je priblizné 30 °C, s klesajici teplotou se jeji intenzita vyrazné snizuje,
pricemz kolem 5 °C se témér zastavuje. Probiha za aerobnich i anaerobnich podminek. Vlhkost
ovliviiuje mineraliza¢ni déj méné neZ teplota, avSak byl zaznamenan pozitivni vliv na
intenzivnéjsi prlbéh pfi stfidani vlhka a sucha. Optimalni rozmezi pH, pfi kterém nebyly
zaznamenany vyraznéjsi rozdily v pradbéhu amonizace, je 5 az 8. Rychlejsi uvolnovani
mineralnich forem N byl pozorovan v okoli rhizosféry vlivem vyssi koncentrace snadno
rozlozZitelnych organickych latek z korenovych vymésk(. Rovnéz obohaceni pady dusikem ma
kratkodoby vliv na zvySeni mineralizace, jedna se o tzv. priming effect, pfi kterém se
zmobilizuje pGdni edafon. (Sarapatka, 2010; Vanék et al., 1997).

Z vyse uvedenych poznatkl vyplyva, Ze podle povétrnostnich podminek je nutné spravné
zvolit druh a davku hnojiv, abychom minimalizovali mozné ztraty N z ptdy a zvysili efektivitu
pfijmu N rostlinami. TudiZ Ize konstatovat, Ze za teplych a vlhkych podminek davky hnojiv
k péstovanym plodinam muzZeme snizit (rychlejsi pribéh mineralizace), a naopak za sucha
nebo chladna davky zvysit za pouziti predevsim ledkovych hnojiv.

Amoniak uvolnény pfi mineralizaci mGze byt ddle ve formé NH4* pfijiman rostlinami, byt
fixovan v mezivrstvach jilovych mineral ¢i zpétné imobilizovan mikroorganismy (Kirkby et

Mengel, 2001).



1)

3.2.1.2 Nitrifikace

Nitrifikace se Uclastni podstatnd ¢ast uvolnéného amoniaku v pfedchozim procesu
amonizace. Jedna se o dvoustupriovy proces oxidace redukovanych forem dusiku az na
dusi¢nany, kterou vykonavaji autotrofni nitrifikacni mikroorganismy za aerobnich podminek.
Pti nitrifikaci ziskavaji energii pro syntézu organickych latek slouZici jako zdroj dusiku. Tyto
mikroorganismy vykazuji Sirokou $kalu metabolickych pochod(, coz vyznamné ovliviiuje jejich
vyskyt a kinetiku nitrifikace (Prosser, 2005).

Nitrifikace je ovliviovana fadou vnéjsich podminek, predevsim teplotou a vlhkosti,
pficemz teplotni optimum se pohybuje v rozmezi 25 - 30 °C, pod 5 °C klesd na minimum.
Optimalni vlhkost pldy pro nitrifikaci odpovida 70 % MVK (minimalni vzdusné kapacity). Je
zapotrebi dostatecna aerace v pidé a slabé kyselé az mirné alkalické pH prostredi. Pfi pH pod
6,5 se intenzita nitrifikace sniZuje a pod 5 se zastavuje (Vanék et al., 1997). Kyveryga et al.
(2004) vsak uvadéji, Zze rozpéti pH pro intenzivni nitrifikaci je 6,2 - 9,2.

Vliv maji také doprovodné ionty a vlastnosti daného hnojiva, tzn. dusik je pozvolnéji
nitrifikovdn z hnojiv obsahujici N vamonné formé (siran amonny), zatimco rychld nitrifikace

probiha u mocoviny nebo ledku amonného (Vanék et al., 1997).

Nitrifikace probiha ve dvou krocich:

Nitritace

Tento déj probiha za ucasti mikroorganism( spadajici pod B-proteobacteria a patfi sem:
Nitrosospira, Nitrosomonas europaea/Nitrosococcus mobilis, Nitrosomonas communis,
Nitrosomonas marina, Nitrosomonas oligotropha, Nitrosomonas cryotolerans a Nitrosomonas
sp. Nm143.

V prvnim stupni je amoniak oxidovan na hydroxylamin za katalyzy amoniumoxygenazy —
na membranu vazanym enzymem. Reakce je endergonicka za ucasti kysliku a redukovanych
ekvivalentll. Hydroxylamin se poté oxiduje na dusitan hydroxylaminoxidoreduktazou za
pomoci kysliku z vody v exergonické reakci, podle nize prilozeného schématu (Follet, 2008;

Prosser, 2005).

a) NHs + Oz + 2H* + 2e” - NH,0H + H;0
b) NH,OH + H20 - NO; + H* + 4e*




2) Nitratace

vvvvvv

Nitrobakter, Nitrococcus, Nitrosospira a Nitrospina. V ptidé byly detekovany pouze rody
Nitrobacter a Nitrosospira, které se od sebe odliSuji tim, Ze rod Nitrobacter obsahuje
intracytoplazmatické membrany a je pribuzny fotosyntetizujicim organismdm, rod
Nitrosospira nikoliv. Oxidace dusitanu je katalyzovana enzymem nitritoxidoreduktazou podle

nize uvedené rovnice.

NO:;" + H20 - NO3 + 2H* + 2¢”

Nitrifikacni proces produkuje H* ionty, tudiZz snizuje padni pH, HNOs mulZe byt
neutralizovana bazickymi ionty sorpéniho komplexu nebo pudniho roztoku. Uvolnéné NO3
ionty jsou velmi pohyblivé a slouzi jako pfimy zdroj dusikaté vyzivy pro rostliny. Ddle vSak
mohou byt vyluhovany nebo podléhat denitrifikaci a jako plynné emise unikat do ovzdusi,
tudiz pridavkem inhibitort nitrifikace (NIs) se ztraty dusiku pres tyto dva procesy snizuji (Follet,

2008; Prosser, 2005).

3.2.2 Denitrifikace

V nasich podminkach se denitrifikaci rozumi stav, pfi kterém se padni dusik dostupny pro
rostliny stava pro né nedostupnym, ponévadz se navraci do atmosféry ve formé plyn — N2O,
NO a Nj. Tento proces je definovan jako mikrobialni redukce dusi¢nan( nebo dusitan(
probihajiciho na zakladé transportu elektronl fosforylace vedouci k plynnému N. Pfi této
reakci heterotrofni bakterie vyuZivaji dusi¢nanovy iont jako koncovy akceptor elektron(
béhem respirace namisto kysliku. Lze tedy mluvit o respiracni denitrifikaci a tento proces
probiha pouze za urcitych podminek. V pidé musi byt pfitomnost NO, nebo NOs, které

vznikaji z NH3 v autotrofni nitrifikacni draze, dostupnost snadno rozlozitelnych sloucenin
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s vysokym obsahem uhliku a samoziejmé nizkd nebo Zadnd koncentrace pldniho kysliku

(Groffman et Robertson, 2015; Martens, 2005; Simek, 2008).

24 HNOs + 5 CeH1206 —> 12 N2 + 30 Oz + 42 H,0 + energie

Souhrnna rovnice denitrifikace; zdroj: Vanék et al. (2016)

NOs; - NO2 - NO - N0

Mezistupné denitrifikace

Jednotlivé reakce jsou katalyzovany reduktdzami vyskytujici se na bunécénych
membrandch G bakterii a jsou inhibovany kyslikem (Martens, 2005).
Mensi vyznam se prisuzuje denitrifikaci chemické probihajici abiotickou cestou bez tGcasti

mikroorganismu, pfi niz dochazi k redukci amidu pfi kyselé ptdni reakci (Vanék et al., 2016).

3.2.3 Ztraty dusiku z pudy

Ztraty dusiku z padniho a rostlinného systému snizuji jak Urodnost pady a vynosy rostlin,
tak nepfiznivé dopadaji na Zivotni prostfedi. Volatizace neboli emise ¢pavku do ovzdusi
pfispivaji ke kyselym destlim a predstavuji nepiimy zdroj emisi sklenikovych plyné N20. Uniky
dusi¢nan( vyplavujici se do fek a jezer mohou zpUsobit eutrofizaci, kterd vede k nadmérnému
rastu vodnich rostlin a sinic, coz zapficinuje sniZzeni populace ryb a rekreacni hodnoty
vody. Kontaminace pitné vody dusi¢nany mze vyvolat vdzna zdravotni rizika. Denitrifikace
predstavujici uvolfiovani oxidd dusiku do ovzdusi pfispiva k poskozeni ozonové vrstvy a rovnéz
se podili na zméné klimatu (Cameron et al, 2013).

Stupen ztrat dusiku denitrifikaci z aplikovanych hnojiv se muze liSit, pohybuje se
vrozmezi 0 - 70 %. V USA r. 1998 N,O z pouzitych dusikatych hnojiv prfedstavoval 45 %
celkovych emisi, oxidu dusného, a tento plyn je vdnesSni dobé velmi diskutovanym
sklenikovym plynem, ponévadz ma 320krat silnéjsi potencial v Ucasti na globalnim oteplovani
nez CO; (Martens, 2005).

Jednou z mozZnosti omezeni téchto ztrat je vyuZivani inhibitor( uredzy nebo nitrifikace (NI)
pfi aplikaci hnojiv. Inhibitor ureazy je uréen hlavné pro mocovinu, pfipadné pro hnojiva

s vysokym obsahem mocoviny (DAM, SAM, AmisaN). Cilem tohoto inhibitoru je omezit aktivitu
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enzymu ureazy, tzn. riziko ztrat NHs. Inhibitory nitrifikace jsou pfedevsim urceny pro hnojiva
s obsahem HN4* (dusicnan amonny, siran amonny), pfiéemz u mocoviny zacina jejich funkce
az po preméné amidického N na HN4*. Aktivita padnich nitrifika¢nich bakterii je snizena a
dochazi k sorpci HN4* na pldni ¢astice. Odeznéni uc¢inku NI a vznik mobilniho NOs™ trva nékolik
tydnt (Mraz, 2013).

Assing et al. (2007) provadéli experiment na modelové rostliné salatu ve skleniku za
stanovenych vlhkostnich a teplotnich podminek. Ke hnojivu na bazi mocoviny byl pfidan NI
dikyandiamid (DCD) a dale byly monitorovany plynné emise N2O a NHs po dobu péti tydn(. Na
konci experimentu védci stanovovali koncentraci N nadzemni a podzemni ¢asti salatu a
provedli rozbor padniho vyluhu. Vysledky prokazaly vyrazné vyssi ztratu dusiku ve formé NH3
nez NO. Pfidanim DCD byla udrZzovana vyssi pldni koncentrace HN4* a nizsi NOs", nez tomu
bylo na kontrole bez pfidavku DCD. Celkové byl DCD ucinny pfi snizeni ztrat N emisemi N,O a
vyluhovani NOs". Vliv na vynos salatu po pfidavku NI nebyl zaznamenan.

V poslednich letech se rovnéz uplatiuje jako NI nitrapyrin, ktery je obsazen v produktech
pod obchodnim oznacenim N-serve a Instict. Po pfidani nitrapyrinu ke hnoji nebo komerénim
hnojivim obsahujici NH3 je zajisténa kontrola populace bakterii, které jsou odpovédné za
iniciaci nitrifikaCniho procesu. N-serve je na bazi oleje a neni misitelny s hnojem, kdezto
Instinct obsahuje ve vodé rozpustné mikro-kapsle, které Ize ke hnoji pfidat. Vyzkumnici
z Minnesoty rovnéz uvadeéji, Ze NI nemaji pozitivni vliv na vynosy plodin a lze konstatovat, Ze
pozitivni vliv na vynos je v tésné korelaci s prllbéhem pocasi. Kladné ohlasy na NI ohledné
vynosu byly pozorovany v pripadé vyssich teplot v listopadu nebo pokud byly teplé a destivé
podminky v dubnu, kvétnu a ¢ervnu. Agronomové uvazujici o pouziti NI by méli produkty
povaZovat jako prevenci pied neefektivnim vyuZitim hnojiv, nikoliv vidy olekavat pozitivni

ucinek na vynos za normalnich péstebnich podminek (May, 2014).

3.3 Dusik v rostliné

3.3.1 Prijem dusiku

Jak jiz bylo zminéno v predeslych kapitolach, rostliny pfijimaji dusik predevsim ve formé

NHs* nebo NOs, pficemz o pfijmu iontd rozhoduji vnéjsi podminky (pldni reakce, teplota,
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aerace pldy, pritomnost fenolickych alelopatickych slouéenin v plidé) a sama rostlina dle
vyZzivového stavu. Do urcité miry rostlina miZe pfijimat i nékteré organické slouceniny napf.
mocovinu nebo aminokyseliny (Maathius, 2009; Pavlikova et al., 2008).

Organicky dusik je rostlinami pfijiman na stanovistich s nizkym obsahem Zivin nebo
s vysokym obsahem organickych latek. V téchto lokalitach koreny rostlin vyluCuji vyssi
mnozstvi polyfenoll urychlujici rozklad bilkovin na aminokyseliny. Nasledné jsou
aminokyseliny spolu s fenoly pfijimany rostlinami a zabudovany do metabolismu (Zehnalek et
al., 2006).

Na pfijem obou iontd mad vyrazny vliv pH pldy. Za experimentalnich podminek bylo
zjisténo, Zze maximalni produkce susiny modelovych rostlin ryZe nastala pfi rozmezipH5-6 u
aplikace NHs* a pfi pH 4 - 5 u pfijmu NOs". Pfi hrani¢nich hodnotach pH 3,5 a 7,5 bylo
pozorovano podstatné snizeni rastu vegetacnich vrcholl a korfenl rostlin u obou variant N
nezdravé vypadajici, zatimco pti nejvyssi hodnoté pH (7,5) doslo ke chlorézam listd a ke zméné
hnédé barvy u kofent. Vyssi vliv dusiku na pfijem ostatnich kationtll byl zaznamenan u
aplikace nitratové formy dusiku (Alam, 1984).

Boczulak et al. (2014) se zabyvali pozorovanim vlivu teploty na pfijem dané N formy.
Rostliny vykazuji pfijmovou plasticitu, ale za urcitych teplotnich podminek mohou mit
preferenci pro danou N formu, coZ Uzce souvisi se stanovistém, kde dana rostlina roste.
Za chladnych podminek, kde je stupen mineralizace nizky, se pfijem aminokyselin vyrovnava
pfijmu anorganickych forem. Oteplovani zvySuje celkovou dostupnost N v pidé a pUsobi na
zvyseny prijem N rostlinami, ponévadz se zvySuje fluidita membran a zrychluje metabolismus.
Pfijem NOs vykazuje vyssi citlivost k rostoucim teplotnim podminkdm nez NHs*, tudiz za
vyssich teplot dochazi k vysSimu pfijmu nitratové formy, ktera je rovnéz pohyblivéjsi a [épe se
dostava ke korenlim rostlin. Pokud teploty klesnou pod 10 °C, prevlada prijem NH4".

Evans et al. (1996) zjistili, Ze rostliny hnojené N ve formé NO3™ mély vyssi listovou plochu,
zatimco rostliny s vyZivou NHs* vykazovaly zvyseny rist kofen(l, coz muze byt odivodnéno
tim, Ze kofeny maji tendenci vice rlst s cilem dosdhnout na méné pohyblivé formy N.
Preference pfijmu urcité formy N souvisi s energii potfebnou pro pfijem, asimilaci a skladovani

nebo fyziologickym stavem rostliny.
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3.3.1.1 Prijem nitratového dusiku

Jednd se o aktivni elektrogenni pfijem, zatimco vydej probiha pasivné. S narUstajici
koncentraci NOs™ ve vnéjsim prostredi byly pozorovany dva kineticky odlisné oddily — vysoce
afinitni (HATS) a nizko afinitni transportni systém (LATS). HATS zprostifedkovava transport pfi
nizdich a LATS pfi vyssich koncentracich N (>1 mM) v pddnim roztoku. Cinnost téchto
transportnich systému zavisi na dodavani bunécné energie a poji se s protonovym
elektrochemickym gradientem (Orsel et al., 2002).

V neddvné dobé byly identifikovany nejméné Ctyfi genové rodiny transportérd podilejicich
se na NOs transportu, jedna se o: NRT1.1 (NPF), NRT2, CLC, SLAC1/SLAH. Tento transportni
systém zahrnuje Sirokou $kdlu funkci: role v architekture koren( a ziskavani Zivin, skladovani
dusic¢nan( a bilkovin ve vakuole, pferozdélovani zivin na mista potfeby, snimani biotickych a
abiotickych stres(, fizeni iontové rovnovahy mezi nitratem, draslikem a chloridem, regulace
bunééného pH a nakonec fizeni cirkadidnniho rytmu v C/N rovnovaze (Fan et al., 2017).

Obrazek €. 2 zobrazuje mista plisobeni jednotlivych transportér( nitratového N v rostliné.
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Zarodec¢na bunka

Epidemmalni bunka listu

NRT1.1
SLAH3
NRT2.1
NRT2.2
NRT2.4 Hats
NRT1.1(CHL1)
NRT1.2 LS
% NAXT1
CLC (chlorid chanel) NAXT 1 (nitrate excretion transporter 1)
HATS (high afinity transport system) LATS (low afinity transport systém)

NAXT 1 (nitrate excretion transporter 1)  NRT (nitrate transporter)

SLAH 3 (slow anion chanel, associated homologue 3)

Obr. ¢. 2 — Transport nitratd v rostling; zdroj: http://www.imb.sinica.edu.tw/~mbyftsay/

Transportér NRT1.1 funguje jako HATS, ale mize byt fosforylovan ATP a poté se prepne
na LATS v reakci rostliny na zvySenou koncentraci NO3™ v prostredi. NAXT1 nélezi do rodiny
NPF (nitrate peptide transport family) a jednd se o protein zodpovédny za exkreci NOs ven
z bunky. Transportni systém s vysokou afinitou se opira o ¢innost skupiny genli NRT2. Proteiny

nalezici k chloridovému kandlu (CLC) se chovaji jako vyménik 2NOs/1H* v tonoplastech a
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umoznuji akumulaci dusi¢énanu ve vakuole. Genova rodina SLAC (slow anion chanel) kéduje
iontové kanaly v ochrannych burikach a podili se na uzavirani pridduchd (Fan et al., 2017).

Regulace pfijmu NO3™ probiha tfemi moznymi zplsoby: indukci syntézy prenasecli po
kontaktu NOs™ s rhizodermis, zpétnovazebnou inhibici prenasecl produktl asimilace nebo
samostatnou regulaci rychlosti efluxu (Taiz et Zeiger, 2010).

Proces pfijmu NOs™ kofeny rostlin, jejich nasledna redukce a asimilace predstavuje hlavni
zpUsob premény anorganického dusiku na organicky za ucasti enzymu nitratreduktazy
(Zehnalek et al., 2006).

Dle Taiz et Zeiger (2010) nitratreduktaza (NR) predstavuje limitujici faktor pfi redukci NOs,
pricemzZ se jedna o slozity enzymovy komplex vyzadujici produkty fotosyntézy. Volnd NR
v cytoplazmé tvofti rizné isoformy — NADH, NAD(P)H, NADPH. NR vazana na plazmatickou
membranu je vysoce hydrofobni, konstituvni resp. nezavisla na indukci a vykazuje nizsi afinitu
k NOs™. Indukce tvorby NR probiha za pomoci NIA (nitrate reductase activity) genu, kde jsou
hlavnimi induktory nitratové ionty. Aktivita NR je dale fizena fytohormony (cytokininy),
zarenim v listech pres fytohormony a zvySenou koncentraci sacharézy nebo glutamatu. Funkci
NR ovliviiuji rovnéz rlizné cykly (denni, ro¢ni, ontogeneze).

Dusi¢nan po vstupu do rostliny mize byt redukovan ihned v kofenech nebo az v listech,
kam se NOs spolu s vodou dopravi xylémem. Preference mista redukce v rostliné (koreny
nebo listy) zavisi na téchto faktorech: dostupnost nitratQ, stari rostliny, teplota, mnozstvi
uhliku nebo druhova specifita. V cytosolu mlze byt NOs" redukovan na NHa*, do¢asné umistén
ve vakuole, symplastem transportovan do xylému nebo prejit pasivnim transportem z korenu

zpét do substratu (Orsel et al., 2002; Taiz et Zeiger, 2010; Zehndlek et al., 2006).
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Obr. €. 3 — Procesy asimilace nitratového N v rostlinné bunice; zdroj: Taiz et Zeiger (2010)

Redukce NOs probiha pres nékolik dil¢ich reakci. Z NOs™ vznikd NOy', ktery je pro buriky
Skodlivy a musi byt tedy nitratreduktazou redukovan pres hyponitrit (HNO) a hydroxylamin

(NH20H) aZ na NHs (Zehnalek et al., 2006). Nize je uvedena souhrnna rovnice redukce NOs'.

[ NO;s; + 8e + 8H" - NHs + 2H,0 + OH" ]

Vyznamnou roli pfi téchto reakcich ma pritomnost nékterych prvki — Mo, Fe, Cu, Mn a
Mg. Lze usuzovat, Ze reakce ma alkalicky charakter, nebot vznika aniont OH". Vznikly NHs se
nasledné vaze na organické kyseliny (oxokyseliny) za vzniku aminokyseliny (Vanék et al., 2016).
Fyziologickymi dusledky vyuzivanim NOs jsou: mensi potreba C skeletd v kofenech, moznost

skladovani N a stimulace vegetativniho rlstu (Taiz et Zeiger, 2010).
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3.3.1.2 Prijem amonného dusiku

Pfijem NHa* je rovnéz aktivni, ale ve formé NHs muze difundovat volné pres dvojvrstvé

fosfolipidové membrdany za vyssich koncentraci v pldnim roztoku a alkalickych podminek.

Uvadi se, Ze NH4* plisobi inhibi¢né na prijem nitratové formy a omezuje prijem dalSich iontU
pfedevsim kationtd — Ca?*, K*, Mg?*. Z energetického hlediska je amonny dusik pro rostliny
vyhodnéjsi, ponévadZ mlze byt hned zabudovan do aminokyselin bez pfedchozi redukce, jako
je tomu u NOs (Kirkby et Mengel, 2001; Vanék et al., 2016).

NHs* ionty podléhaji rychlé asimilaci, ponévadZ maji pfi zpracovani v burice vysokou
prioritu z divodu toxického Ucinku. MlzZe se stat, Zze pfi vyZivé NHs* dojde k vycerpani
sacharidl a nezpracovany NHs zvysi pH a omezi tak dalSi pochody v burice — fotosyntézu,
dychani, hormondlni regulaci atd. Toxicita nastdva jiz pfi nizkych koncentracich NHs v rostliné.
0,1-0,5 mmol/l, pficemz dochazi ke chlorézam, inhibici ristu, omezenému vzchazeni a kliceni,
zvySenému pomeéru nadzemni biomasa : kofeny, snizenému poméru korfenové vlaseni : hlavni
koren, zvySenému vétveni kofend a vodnimu stresu. Tyto zmeény vyvolava iontova
nerovnovaha z dvodl hromadéni aniontd, coZ je hlavni pricinou toxicity a nese oznaceni
»amoniakalni syndrom*.

Bylo zjiSténo, Ze transportu NHs* vrostliné se ucastni genovd rodina AMT (ammonia
transporters), ktera zaujima urcitou prostorovou organizaci proteinli oznacenych AMT1,
pricemz transportni proteiny s nejvyssi afinitou (AMT 1.1, AMT 1.3, AMT 1.5) jsou umistény ve
vnéjsich kofenovych bunkach nebo korenovych vlascich, aby mohly prevzit NHs* z pldniho
roztoku. Protein s nizsi afinitou AMT 1.2 se nachazi v endodermis v zéné kofenového vlaseni
a plni transportni funkci pfi pfijmu NHs*, jenZ je uvolfiovan z kortexu nebo pfichazi
apoplastickou cestou z korfene (Maathius, 2009; Fan et al., 2017).

Asimilaci dusiku do aminokyselin, pfi niz se NHs; vaze na oxokyseliny, mUzeme
demonstrovat na nejbéznéjsi reakci, pfi niz je vychozim substratem kyselina oxoglutarova a
probiha dvéma zpuUsoby. Pokud nastane vyssi koncentrace NHs, funkci prebird enzym

glutamatdehydrogenaza katalyzujici reakci 2-oxoglutaratu podle nize uvedené reakce.
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[ 2 - oxoglutarat + NHs* + NAD(P)H > glutamat + NAD(P)* + H.0 ]

Druhda cesta probihda GcinnéjsSim enzymovym systémem  glutaminsyntetadza

(GS)/glutamatsyntaza (GOGAT) podle niZe pfilozeného schématu.

v Glutamin Glutamat ~
COOH syntetaza COOH COOH syntaza COOH COOH
| GS | | GOGA woe
HC— NH, () . HC—NH, + (=0 '_‘-———~T)—0 HC —ANHZ:- + HC—NH,
| / N | |/ v )]
CH, ATP ‘-'EDF/ CH, CH, NADH +H* NAD* CH, CH,
Kationt | +'/ | | of or | |
amonny CH: y’ﬁ'\ (H‘a CHZ qu-d Fdl)] CH2 CH;
-~ W orso ] | |
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0 0 0 0 0
Glutamat Glutamin  2-oxoglutarat 2 Glutamaty

Obr. €. 4 - Asimilace NH;* v rostlinné burice; zdroj: Pavlikova et al. (2008)

GS a GOGAT predstavuje nékolik izoenzymG umisténych v bunécnych organelach a jejich
exprese v jednotlivych rostlinnych orgdnech nebo bunkach zavisi na vegetacnim stadiu
rostliny. GS se v rostlinnych bunkdch nachazi ve dvou formach s odliSnou aktivitou, jednak se
ucastni metabolismu dusiku a uhliku s lokaci v chloroplastech a jednak se podili na zabudovani
NHs3 do kyseliny 2-oxoglutarové v peroxizomech nebo mitochondriich. Vyznamna uloha pfi
syntéze aminokyselin je pfisuzovana glutamatu predstavujici zdsobu a-aminodusiku. Na
pfeménach aminokyselin a syntéze sekunddarnich metabolitd se vyznamné Ucastni skupina
aminotransferdz. Uhlikaté skelety potfebné pro stavbu aminokyselin se odvozuji
z meziproduktl fotosyntézy, glykolyzy a citratového cyklu (Zehnalek et al., 2006, Pavlikova et
al., 2008).

DalSimi vyznamnymi substraty pro vznik esencidlnich aminokyselin v rostlinach jsou

kyselina oxaloctova, ze které se tvofi kyselina asparagova nebo 3-fosfoglukonat davajici vznik
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serinu. Kyselina glutamova a asparagova jsou zakladnimi a prvotnimi kyselinami v rostlinach
(Vanék et al., 2016).

Amonny iont oproti NO3™ zpusobuje okyselovani pldy v didsledku uvolfiovani H* iontu a
indukuje rychlejsi respiraci tzv. vyssi spotiebu sacharid( (Taiz et Zeiger, 2010).

Optimum pro vyZivu rostlin dusikem predstavuje vyvazeny pfijem NOs i NHs*, coz ndm
zarudi stabilni pH rhizosféry i bunék, a tim se zvysi rychlost rlstu vegetativnich a generativnich

organ( (Kirkby et Mengel, 2001).

3.3.2 Vyznam dusiku pro rostliny

Rostliny potfebuji dusik pro rist, vyvoj a obranu proti biotickym a abiotickym stres(im.
Koncentrace N v susiné tvofi 1,5 % z celkového obsahu vsech prvk(. Dusik je obsaZzen v fadé
vyznamnych organickych sloucenin, které pini celou fadu funkci — stavebni, metabolickou,
transportni i zasobni. Aminokyseliny a dusikaté bdze nukleovych kyseliny tvofi zakladni
jednotky primdrnich metabolitd. Aminokyseliny se spojuji peptidickou vazbou a vznikaji tak
stavebni, zasobni a funkéni proteiny, dale specifické proteiny, jako napf. glykoproteiny,
fosfoproteiny, lipoproteiny, nukleoproteiny aj. Rovnéz vznikaji oligopeptidy, kde je zastupcem
glutathion podilejici se na detoxikaci tézkych kovd, a polypeptidy. Dusik je rovnéz obsazen
v dalSich slouceninach, jako jsou aminy, alkaloidy, chlorofyl, vitaminy, aminocukry,
cytochromy aj. Rostlinné bilkoviny obsahujici 15 - 18,9 % N se nachazeji zvlasté v mladych
organech, délivych pletivech, enzymech a dalsich latkach, jez se podileji na produkci biomasy

(Kirkby et Mengel, 2001; Pavlikova et al., 2008; Vanék et al., 2016).

3.3.2.1 Nedostatek dusiku

Pokud nastane deficit dusiku, omezi se tvorba stavebnich a funkcnich bilkovin, coZ se
projevi vomezeném rastu vSech rostlinnych ¢&asti (listl, stébel, lodyh, letorostl apod.).
Rovnéz ubyva chlorofyl zplsobujici Zloutnuti. Nejprve jsou postiZzeny starsi pletiva, ponévadz
se dusikaté slouceniny rozpadaji a presouvaji do mladsich organd, aby se udrzel vyvoj plod( a

semen. Prvni viditelné pfiznaky se objevi ve Spickach a na okrajich starsich list(. Pri silném
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nedostatku dusiku muizZe byt celd rostlina chlorotickd, listy odspodu odumiraji a mUzou
opadnout. Omezena tvorba chlorofylu a mensi plochy listd vedou ke sniZzeni fotosyntézy, coz
vede ke snizené tvorbé biomasy. Pokud je omezen rdst nadzemni ¢asti, tak se zbrzdi i rdst
kofenu, a tim se sniZi jejich energetické zasobovani a prijem Zivin. Kofeny maji tendenci rust
do délky, malo se vétvit a nabyvaji tak kilovy tvar. Porosty s nedostatec¢nou N vyZivou rychleji
dozravaji, vegetacni doba se zkracuje a dochazi k malému nalévani semen. Poruchy plynouci
z nedostatecného prijmu N se tedy projevi v naruseni metabolismu, omezeném rlstu, nizSim
vynosu a horsi kvalité produkce (Kirkby et Mengel, 2001; Vanék et al., 2016)

Priznaky z nedostatku N se projevuji rozdilné u jednotlivych druht rostlin a zaleZi na
vegetacni fazi, ve které se rostlina nachazi. Mize se stat, Ze rostlina nemusi mit viditelné
pfiznaky, ale nedostatecny zasobovani N zjistime az po sklizni. Pti nizké kvalité zrna u obilnin
dochazi ke zhorSenym technologickym parametriim a musi byt pouZito pro krmné nebo jiné
ucely. U nékterych plodin je naopak Zadouci, aby pfisun N byl dostatecny na pocatku vegetace
pro tvorbu biomasy, ale ke konci vegetace nizsi pfijem N napomdha k fyziologickému
dozravani (cukrovka, hlizy, ovoce, zelenina) nebo klepSim nutriénim vlastnostem, kdy

nedochazi k hromadéni nitratl (Vanék et al., 2016).

Obr. €. 5 - Deficit N u pSenice; zdroj: web2.mendelu.cz Obr. €. 6 - Deficit N u kukufice; zdroj: web2.mendelu.cz
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3.3.2.2 Nadbytek dusiku

Nadmérny pfijem dusiku je méné obvykly a vétSinou se projevuje latentni formou,
pficemz symptomy jsou opét rozdilné u jednotlivych druh( rostlin a jejich rlstovych fazi.
Negativné plsobi predevsim v pocatecnich fazich vyvoje u drobnosemenné zeleniny, fepy a
jetelovin, kdy je potfeba se vyvarovat vyssim davkam amonné formy N. Vyssi koncentrace N
v povrchovém horizontu ornice v podzimnich a jarnich mésicich zplsobuje zvySené vétveni
kofenl a omezeni rlstu hlavniho korene, coZ vyusti ve snizeny pfijem Zivin a vody. Mezi
viditeIné ptiznaky nadmérné N vyZivy patfi syté zelené zbarveni, robustni rlst rostlin a
nekrotické okraje listd zplsobené hromadénim dusiku. MGze byt také pozorovdno bohaté
vétveni a zkrouceni listd (napf. u cukrovky) a celkové zahustovani porostl, které vytvari
vhodné podminky pro houbové choroby. Vlivem vyssiho povrchu rostlin se rovnéz snizuje
odolnost a pevnost pletiv, proto nastava riziko poléhani za nepfiznivého pocasi. Nadbytek N

prodluZuje vegetacni dobu a plodiny pozdéji dozravaji (Vanék et al., 2016; Addiscott, 2005).

Za ucelem vyvarovani se potizim plynouci z nedostatku ¢i nadbytku N je zapotiebi znat
urcita pravidla ohledné N vyZivy rostlin a sestavit tak vhodny plan aplikace hnojiv, ktery se
opira o podklady tykajicich se povétrnosti a stavu porostu a je tfeba provést rozbor rostlin a
rozbor pld. Lze vyuZit jak tuhd, tak kapalna N hnojiva, pfipadné mimokorenovou vyZivu ve
formé postfiku. V pribéhu vegetace je zapotfebi pouzivat ledkova hnojiva, zatimco
v zakladnim nebo predsetovém hnojeni se preferuji hnojiva s amonnou formou dusiku

s pozvolnéjSim pUsobenim (Hlusek et Richter, 1996; Vanék et al., 2016).

3.4 Arsen a jeho toxicita

Arsen (As) je toxicky polokov, ktery je Siroce rozsiten v Zivotnim prostredi a organismech.
Vyskytuje se v zemské klife ve vyvielych horninach o koncentraci 1,5 mg/kg a v usazeninach
az 13 mg/kg. Arsen se prirozené nachazi v sulfidickych mineralech: arsenopyrit (FeAsS),
[6llingit (FeAs), realgar (AsaSas) a auripigment (As,S3). Za prirozeny obsah v podzemnich vodach

se povazuje koncentrace asi 5 pg/l (Soudek et al., 2006). Koncentrace As v zemédélskych
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pudach se béZné pohybuje v rozmezi 1 - 20 mg/kg a teprve nad 20 mg/kg lze pldu povaZovat
za kontaminovanou As (Adriano, 2001). Mezi ptirozené cesty uvolfiovani As patfi zvétravani,
biologicka nebo vulkanicka aktivita, pficemz rizikové prvky pochazejici z lidské Cinnosti patfi
mezi nejcastéjsi a nejdéle pusobici kontaminanty Zivotniho prostfedi. Antropogenni zdroje
arsenu mohou byt ze spalovani pevného odpadu, fosilnich paliv, tézby, tézkého pramyslu,
sklarského primyslu, elektrarenskych popilkd a dilnich vod. V neposledni fadé je obsazen v
mnoha herbicidech, insekticidech a fungicidech. Je velmi obtizné eliminovat nezddouci ucinky
skupiny prvka toxickych pro Zivotni prostfedi, ponévadz v pidé pretrvavaiji tisice let (Tlustos
et al., 2007).

Povolené limity obsah( rizikovych prvkd pro pldy jsou uvedeny v nasich legislativnich
predpisech: Vyhlaska o stanoveni podrobnosti ochrany kvality zemédélské pldy a o zméné
vyhlasky ¢. 13/1994 Sb., kterou se upravuji nékteré podrobnosti ochrany zemédélského
pGdniho fondu. Tato vyhlaska plati od 1. 6. 2016 a definuje Urovné zneciSténi nasich pad.
Pokud jsou tyto limity prevyseny, tak negativné ovliviuji biologické a fyzikalné-chemické
procesy v pudach, mohou se dostdvat do potravinového fetézce a mit Skodlivé Gcinky na

zdravi ¢lovéka.

3.4.1 Arsen v pudé

Mobilita a biologickd dostupnost arsenu v pldé jsou dany souborem chemickych,
fyzikalnich a biologickych vlastnosti pady. DaleZitou roli hraje pH, redoxni potencial, padni
druh, obsah organické hmoty a interakce s ostatnimi prvky. Pohyblivost arsenu v prostredi je
omezena silnou sorpci na jilové mineraly, hydro-oxidy (hlavné Fe a Mn) a organickou hmotou.
Arsen |ze povaZovat jako prvek s nizsi mobilitou a transferem do rostlin (Tlustos et al., 2007).

Jednotlivé organické a anorganické formy arsenu se lisi v pidé mobilitou i toxicitou.

V anaerobnim prostiedi za redukénich podminek je prevladajici formou As(lll), jeZ se
vyznacuje vétsi rozpustnosti, mobilitou a také vyssi toxicitou nez As(V), ktery je naopak
Castéjsi formou v aerobnim prostredi (Finnegan et Chen, 2012).

U arsenu byl zjistén vyssi pfijem rostlinou z pldy soucasné se vzrlstajici hodnotou pH,

tudiz jeho mobilita mGzZe byt podpofena vapnénim, na rozdil od vétsiny ostatnich rizikovych

prvkl, jejichZz zasobdrnu predstavuji lehké a kyselé pldy. Reakce pldniho roztoku ovliviiuje
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maximalni sorpci arsenu v jednotlivych oxida¢nich stupnich. Maximalni adsorpce As(lll) a As(V)
nastavaji pfi hodnotach pH 8 a 4. Je zajimavé, Ze minimalni adsorpce As(lll) a As(V) jsou obé
pfi pH 12 a jejich adsorpce se opét zvysi pfi vyssich hodnotach pH, jako jsou 13,0 a 13,5 (Wei
et al.,, 2016).

Vliv redoxniho potencialu je vyznamny predevsim u téch rizikovych prvkd, které se v plidé
mohou vyskytovat ve vice nezZ jednom oxidacnim stupni (Fe, Mn, As, Cu, Hg, a Pb). Prokazalo
se, ze pfi vyssich hladinach redoxniho potencialu pldy (500 mV) byla rozpustnost As nizka a
v roztoku prevazoval ve formé As(V) z 65 - 98 %. Alkalické pH a redukéni podminky uvolnily do
roztoku velké mnoZstvi arsenu, ponévadZ As(V) koprecipituje s oxyhydroxidy Zeleza a pfi
zméné redoxniho potencidlu je uvolfovan. Pfi snizeni redoxniho potencidlu na -200 mV se
rozpustny obsah arsenu zvysil 13krat oproti 500 mV (Masscheleyn et al., 1991; Tlustos et al.,

2007).

3.4.2 Prijem arsenu rostlinou

Na zakladé hydroponickych experimentll u mokradnich rostlin Spartina alterniflora a
Holcus lanatus, pti kterych byl zkouman pfijem As rostlinou, bylo zjisténo, Ze chemicka forma
DMAY < MMAY < AsV < As'. Jednotlivé formy arsenu jsou rostlinami transportovany odlisnymi
transportnimi proteiny a musi prekrocit riizné Urovné selektivity (Soudek et al., 2006).

Fosfatovy iont ma vysadni postaveni v interakci anion-As vzhledem k podobnosti s
arsenem. Predpoklada se, Ze As(V) je pfrijiman pres fosfatové (Pi) transportéry a mize
nasledné interagovat s metabolismem fosforu. Za redukénich podminek je As(l11) pfijiman pres
komplex NIPs (nodulin intrinsic proteins), pficemz u ryZze oryza sativa bylo zjisténo, ze As(lll)
sdili vysoce ucinnou kifemikovou (Si) cestu pfti vstupu do kofenovych bunék (Zhao et al., 2009).

Pfi nedostatku fosforu koreny rostlin uvolfuji karboxylové kyseliny, které se podileji na
mobilizaci anorganického fosforu v rhizosfére, a tim i ovliviuji pristupnost As pro rostliny. U
rostlin rostoucich v pldnim substratu pritomnost fosforu zplsobuje soupefeni As-P o sorpéni
mista vedouci k vétsi pristupnosti As a tim i vétSi koncentraci As v rostlinach. Avsak u

hyperakumulator( je velmi nepravdépodobné, Ze by pridani fosforu mohlo mit vliv na projevy
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fytotoxicity. Kfidelnice Pteris vittata je schopna akumulovat az 22 630 mg As/kg susiny z pldy
kontaminované 1500 mg As/kg. Pfidani fosforu mliZe jednak podpofit rist rostliny, nebot
fosfor je vyznamny makroprvek, a jednak mobilizovat vyménitelny As, coz mlze vést ke

zvysSeni jeho pfijmu rostlinou (Soudek et al., 2006).

3.4.3 Arsen Vv rostliné a hyperakumulatory

V zdvislosti na druhu rostlin existuji dvé tolerance k arsenu, bud dochazi k nepfijeti arsenu
(excluder) nebo k jeho akumulaci (akumuldtor). Strategie nepfijetiarsenu znamen3, Ze rostlina
zabrani arsen pfijmout nebo omezi jeho transport do nadzemni ¢asti a soustiedi rizikovy prvek
hlavné do kofenu, napf. u orobince Typha latifolia rostouciho na pldé kontaminované
arsenem. Strategie akumulace arsenu byla pozorovana u nékolika suchozemskych rostlin napft.
Agrostis tenuis rostoucich v mistech tézby nerostld. Aby rostlina mohla byt oznadena za
hyperakumulator, musi byt biokoncentracni faktor vétsi nez 1, coz znamena, Ze koncentrace
rizikového prvku v rostliné je vétsi nez v padé. Hyperakumulatory se vyznacuji schopnosti
rychlého prevodu prvk( z kofen(i do nadzemnich ¢asti a jejich extrémné vysokym hromadénim
v pletivech. Prvnimi objevenymi hyperakumulatory As jsou kapradiny Pteris vittata a Pteris
calomelanos produkujici velké mnozstvi biomasy, tudiz jsou vhodné pro ucely fytoextrakce. Po
pfidani As u P. vittata se dokonce mnozZstvi biomasy zvysilo. Hyperakumuace As je nejspise
vlastnost, kterd nezdvisi na vnéjSich podminkdach, nez Ze by se jednalo o pfizplsobeni se
podminkam, ponévadZ i populace rostlin z nekontaminovanych mist jsou schopny
hyperakumulovat arsen (Soudek et al., 2006).

Rozbory u P. vittata prokazaly vétsi mnozstvi arsenu ve starsich listech nez v mladsich
organech z toho ddvodu, Ze xylém transportujici arsen vede pfes starsi listy po celou dobu
vegetace. Ddle bylo zjisténo, Ze rostliny akumuluji arsen pfevainé v anorganické formé,
ponévadz suchozemské rostliny nemaji systém, ktery by umoznoval methylaci arsenu tak, jak
je tomu napf. u mofskych fas. Listy obsahuji nejvice trojmocny arsen z dlivodu prednostniho
pfijmu As(V) a nasledné redukce na As(lll) za ucasti enzymu arsenatreduktazy. Redukce arsenu
je soucasti detoxikacniho procesu, prestoze As(lll) je toxictéjsi formou. Predpoklada se

pritomnost nékterych z komplex(i arsen-biomolekula, které by se pfi extrakci rozlozily,
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ponévadz tvorba komplex( je nutnd pro udrieni vysoké koncentrace kontaminantu. Byla
potvrzena detoxikace arsenu fytochelatiny u nékterych rostlin péstovanych na arsenem
kontaminovaném substratu (Finnegan et Chen, 2012; Soudek et al., 2006).

Obsah arsenu v kulturnich rostlinach je obecné nizky i v pfipadé, Ze rostliny rostou na
kontaminované pudé. Neprokazalo se, Ze by arsen byl pro rostliny esencidlnim prvkem,
prestoze indukuje ruast rostlin pfi nizkych koncentracich. Za normdlni hladinu obsahu As v
rostlinach je povazovano 0,01 - 1 ppm a obsahy 3 - 10 ppm mohou byt jiz fytotoxické. As(V) je
analogicky k fosfatu, proto mu maze konkurovat v cytoplazmé tim, Ze dojde k jeho nahrazeni
v ATP, coZ vede k naruseni energetického toku v burikdch. As(lll) se vyznacuje zase vysokou
toxicitou z toho dlvodu, Ze reaguje se sulfanylovou (-SH) skupinou enzymu. Mezi viditelné
pfiznaky toxicity arsenem patfi: Zloutnuti a vadnuti listd, odbarveni a redukce korend,
plazmolyza bunék a inhibice ristu. Rostliny, které jsou k arsenu nerezistentni, trpi po vystaveni
arsenem stresem, coz mlze vést az k uhynu rostliny. Prokdzalo se, Ze plsobenim arsenu je
indukovana tvorba ROS (reactive oxygent species), ktera pravdépodobné probiha pfi redukci
na As(lll) vedouci ksyntéze enzymatickych antioxidant(l (peroxiddismutaza, kataldza a
glutathion-S-transferaza) a neenzymatickych antioxidantl (glutathion, askorbat). Glutathion
rovnéz slouzi jako prekurzor fytochelatinu, pfi jejich tvorbé mlze dojit k vyéerpani zasob
gluthationu, a tudiz ke sniZeni mnoZstvi antioxidantl pro eleminaci ROS (Zhao et al., 2009,

Soudek et al., 2008).

3.4.3.1 Vliv arsenu na metobolismus dusiku

Singh et al. (2009) se zabyvali in vitro ucinky arsenu na aktivity enzym0 (nitratreduktazy
a nitritreduktazy) podilejicich se na metabolismu dusi¢nani v kofenech, oddencich a listech
4meésice starych Pteris vittata (As hyperakumuldator) a Pteris ensiformis, kterd naopak neni
hyperakumulatorem arsenu. Experiment probihal po dobu 7 dnd v hydroponickych
nadobdach za pouziti arsenatu sodného (0, 150 a 300 mM). Projevil se nepfiznivy vliv na vahu
susiny koren( a listl, jez byl vyraznéjsi u P. ensiformis nez P. vittata. Stupen inhibice aktivity
nitratreduktazy (NR) vzrostla z 10 na 40 % u P. vittata a z 25 na 85 % u P.ensiformis, kdy byla
koncentrace arsenu zvySena ze 150 na 300 mM v kultivacnim médiu. Podobné i aktivita
nitritreduktazy (NiR) u P. ensiformis byla snizena a tento efekt byl stejné jako u NR vyrazné;si

v kofenech nez v nadzemnich ¢astech. U P. vittata snizena aktivita NiR byla signifikantni
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pouze v kofenech pfi nejvyssi koncentraci arsenu. Inhibice aktivity NR spociva v tom, Ze se As
navaze na thiolovou skupinu (-SH) enzymu a znemoZni tim vazbu na NADH. Bylo také
prokazano, ze NR je velmi citliva na N,0O, jez je arsenem indukovan.

Pavlik et al. (2010) sledovali plisobeni arsenu na metabolismu aminokyselin u modelové
rostliny Spenatu Spinacea oleracea, ponévadz metabolismus aminokyselin ma ustfedni roli
pfi odpovédi rostlin na abioticky stres. Experiment byl proveden pfi koncentracich As (25, 50
a 75 ppm), jez pusobi fytotoxicky. Se stoupajici koncentraci doslo k silné inhibici nadzemni
biomasy a obsah As v rostliné stoupal. Zmény hladin glutamatu, asparaginu, aspartatu a
prolinu v rostliné vykazovaly silnou linearni zavislost na koncentraci arsenu. Ve srovnani
s kontrolou koncentrace volného prolinu a aspartatu byly zvySeny na 381 % a 162 %, u
koncentrace alaninu nebyla prokazana linearni zavislost. Prolin chrani membrany a proteiny
pred nezadoucimi ucinky anorganickych iontl o vysokych koncentracich, podili se i jako
hydroxyl na vychytdvani volnych radikal. Aktivita glutamatkindzy (GK) je regulovana
zpétnou vazbou na obsah prolinu, proto je aktivita GK pfi zvySeném obsahu prolinu snizena.
Zvysenou inhibici biosyntézy prolinu dochdzi k pfednostnimu vyuziti glutamatu pro syntézu
fytochelatina dileZitych pro detoxikaci rizikovych prvkd, a zaroven k vycerpani obsahu
glutathionu, pfi¢emz nasledné nastane oxidativni stres. Aspartdat se syntetizuje transaminaci
oxalacetatu a je dulezitym prekurzorem esenciadlnich aminokyselin. Aktivita
aspartataminotransferazy ucastnici se premén a katabolismu aspartatu byla pfi stresu
snizenda. Amidaci z glutaminu vznika asparagin za Ucasti enzymu asparaginsyntetazy zavislé
na ATP, pri¢emz tato reakce muze byt inhibovana arsenem kvili oddéleni toku fosforu
v transportnim systému, coz vede k poklesu asparaginu a zvysenému obsahu aspartatu. Ke
kumulaci aspartatu dochazi také z toho dlivodu, ponévadz je potiebny pro syntézu jinych
aminokyselin — threoninu, lysinu a methioninu, jejichz obsah byl sniZzen. Hjorth et al. (2006)
uvadéji, Ze v reakci na stres dochazi k hromadéni alaninu z dGivodU snizené aktivity
alaninaminotransferdzy a omezené syntézy protein(, jako odpovéd na zmény pH v burikach
nebo hypoxii.

Pajuelo et al. (2008) sledovali vliv arsenu na biologickou fixaci dusiku u vojtésky
(Medicago sativa). Zjistili, Ze na kofenovém systému vojtésky po vystaveni As(lll) bylo nizsi
mnozstvi kofenovych vlaskl a vytvorilo se o polovinu méné rhizobialnich hlizek, coz bylo

z dlivodu 90% snizeni rhizobidlnich bakteridlnich kolonii. Snizend aktivita nitrogenazy byla
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kde komplex Fe-Mo tvofi kofaktor nitrogenazy.
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4 Material a metody

4.1 Nadobovy pokus

Pro sledovani vlivu As na metabolismus rostlin byl zaloZen vegetacni nadobovy pokus v
pokusném skleniku Katedry agroenvironmentalni chemie a vyZivy rostlin.
Jako pokusné rostliny byli vybrani zastupci rodu Pteris, kapradiny s rozdilnou schopnosti
akumulace As (obr. €. 7):
a) hyperakumulujici variety druhu Pteris cretica L. — Albo-lineata a Parkerii,

b) nehyperakumulujici druh Pteris straminea Mett. ex Baker.

Pro péstovani rostlin byla pouZita nekontaminovana ¢ernozem modalni odebrand z
lokality Praha - Suchdol (50 °8 '8 “ N; 14 °22 “43 “ E), jejiz zakladni charakteristika je uvedena
v tabulce €. 1. Nadoby byly naplnény 5 kg zhomogenizované zeminy, ktera byla hnojena N (ve
formé NH4NO3), P a K (ve formé K;HPO.) dle schématu uvedeného v tabulce €. 2. Arsen byl
pfidavan do pldy ve formé Na;HAsO4 - 7H,0 v davkdch uvedenych v tabulce €. 2. Do kazdé
nadoby byla zasazena jedna rostlina a kazda varianta byla ve dvou opakovanich. Kapradiny
rodu Pteris byly péstovany ve skleniku po dobu 5 - 6 mésicl pfi téchto parametrech: teplota
den/noc 24 °C/ 18 °C, padni vihkost 60 % maximalni vodni kapacity, svételny rezim den/noc
16 h/ 8 h, intenzita osvétleni 375 W/m?2. Odbér rostlin byl po 30, 90 a 180 dnech od zasazeni
do pokusnych nadob. V pfipadé P. cretica var. Parkerii a P. straminea byl posledni odbér rostlin
po 150 dnech od zasazeni.

Biomasa rostlin byla pfi odbérech rozdélena na listy a kofeny a byl zjistén vynos Cerstvé
biomasy. Cast biomasy list(l a kofen(l, uréena pro analyzu volnych aminokyselin, fytohormon(i
aizolaci DNA, byla ihned zamrazena v tekutém dusiku a skladovana pfi - 80 °C. Zbytek biomasy

listd a korenU urceny pro stanoveni obsahu prvk( byl susen 5 dni pfi 40 °C.
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~ Pteris crefica var. Parkerii | ' \

Obr. €. 7 - Kapradiny rodu Pteris v den zasazeni

Tab. €. 1: Zakladni vlastnosti pokusné zeminy

KVK As vodorozpustny
typ/subtyp pHkci Corg (%) As (mg/kg)
(mmol./kg) (mg/kg)
¢ernozem/
7,2+0,3 [1,83+0,01 | 258+0,1 16+1,7 0,1+0,01
modalni

KVK — kationtova vyménna kapacita; Corg — organicky uhlik

Tab. €. 2: Schéma nadobového pokusu

Hnojeni NPK
Varianta As (mg/kg)

N (g/nadoba) P (g/ndadoba) K (g/nadoba)

Kontrola 0
Asl 20
0,5 0,16 0,4
As2 100
As3 250
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4.2 Stanoveni obsahii prvki v rostlinach a v pudé

Stanoveni arsenu v rostlinach (0,5 £ 0,05 g)
Bylo provedeno po mikrovinném rozkladu (Ethos 1, MLS GmbH) ve smési HNOs a H,0;
(4:1, v/v) metodou optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES,

Varian VistaPro).

Stanoveni volnych aminokyselin v rostlinach

Pro stanoveni obsahu volnych aminokyselin byly vzorky zhomogenizovany v kapalném
dusiku. Volné aminokyseliny byly extrahovény z cerstvé biomasy (~0,5 g) 10 ml roztoku
metanolu a redestilované vody (7:3 v/v). Po uplynuti 24 hodin byly vzorky centrifugovany pfi
9 000 g po dobu 20 min. Derivatizace volnych aminokyselin v supernatantu byla provedena
sadou EZ: faast firmy Phenomenex.

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 doddvana se sadou.
Pro nastfik bylo pouzito 1,5 - 2 ul vzorku s pomérem 1 : 10 a v reZzimu split. Jako nosny plyn
bylo pouzito helium (He, Cistoty 5,0) s konstantnim pritokem 1,1 ml/min. Teplotni program
pece: pocatedni teplota 110 °C, rampa 30 °C min do teploty 320 °C. Teplota inletu byla 280
°C. Podminky detektoru MS : MS zdroj 240 °C, kvadrupdl 180 °C, aux 310 °C, energie elektron(

70 eV, skenovani m/z v rozmezi 45 - 450 a frekvence 3.5 scans™.

Stanoveni celkového N a N-NO3

Rostlinny material a zemina byly rozloZzeny v mineralizatnim bloku topného systému
Kjeldatherm koncentrovanou H»SOs (1:20 w/v) s naslednym stanovenim celkového N
Kjeldahlovou metodou na destilacnim pfistroji Vapodest 50s.

Nitratovy N byl ze suSiny korenl a nadzemni biomasy extrahovan destilovanou vodou

(1:10, w/v).
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Stanoveni vodorozpustné formy As, mineralni a rozpustné organické formy dusiku a

organického uhliku

PUdni vzorky byly extrahovany demineralizovanou vodou (1 : 5 w/v). Vodorozpustny As
byl stanoven na ICP-OES. Minerdlni a rozpustné organické formy N a organicky C byly

analyzovany segmentovou pritokovou analyzou na pfistroji SKALARPSSYSTEM.

4.3 Stanoveni aktivity nitratreduktazy

Aktivita nitratreduktazy byla stanovena dle metodiky Abdelmagid a Tabatabai (1987).
Vzorky byly inkubovdny po dobu 24 hodin se substratovym roztokem KNOs a pfidavkem 2,4-
dinitrofenolu (DNP), ktery slouzi k blokaci energie potfebné pro nastup druhé faze
denitrifikace — redukce dusitanu. Vysledny obsah dusitant byl stanoven spektrofotometricky
pfi vinové délce 520 nm.

Do polykarbonatovych centrifugaénich zkumavek bylo navazeno 5,00 g cerstvé
odebrané proseté pldy. Ke vzorkim byly automatickou pipetou postupné pridany 4 ml
roztoku 2,4-dinitrofenolu o ¢ = 0,9 mmol/l, 1 ml roztoku KNO3 o ¢ = 25 mmol/l a 5 ml
demineralizované vody. Zkumavky byly uzavieny Sroubovacim uzavérem a obsah byl ruéné
promichan. Kontrolni vzorky byly vlozeny do mraziciho boxu, kde byly ponechany pfi teploté -
20 °C, ostatni vzorky byly inkubovany v termostatu pfi 25 °C, oboji po dobu 24 hodin. Po
inkubaci a roztati kontrolnich vzork( pfi laboratorni teploté bylo ke vzorkiim ve zkumavkach
pipetovano 10 ml roztoku KCl o c =4 mol/l, suspenze byla ruéné promichana a ihned filtrovana
pres skladany filtr.

Pro spektrofotometrické stanoveni se do 20 ml zkumavek prevedlo 5 ml filtratu,
k némuz byly ptridany 3 ml NH4Cl pufru o pH 8,5 a ¢ = 0,19 mmol/l a 2 ml barevného ¢inidla
(roztoku sulfanilamidu a N-(1-naftyl)ethylenamin hydrochloridu s pfidavkem kyseliny

trinydrogenfosforecné). Zkumavky byly uzavieny parafiimem, obsah ru¢né promichan a
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ponechan reagovat 15 minut pfilaboratorni teploté. Obsah dusitan( byl stanoven proti blanku

s destilovanou vodou na pfistroji PerkinElmer Lambda 25.

Vzorec pro vypocet aktivity nitratreduktdzy:

(§—C)x20x100

ANR =
mXxX5xXDM

kde:

ANR  aktivita nitratreduktasy v ug N/g susiny/24 hod;

S pramérny obsah dusitanl ve vzorku v ug N;
C obsah dusitant v kontrolnim vzorku v ug N;
20 objem extraktu v ml;

m navazka pldniho vzorku v g;

5 alikvotni podil filtratu v ml;

DM suSina pldnich vzorkd v %.

Zdroj: Abdelmagid et Tabatabai (1987)

4.4 Zpracovani namérenych dat

Data pro vyhodnoceni byla pfipravena v MS excel a dale zpracovana spolu s grafy ve
statistickém programu IBM SPSS statistics. K urceni korelace byl pouZit Pearson(v korelaéni

koeficient, stanoveni sily korelace pak bylo provedeno dle Evansovy pfirucky (1996).
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5 Vysledky

V roce 2018 byl zaloZzen nadobovy pokus s rostlinami rodu Pteris v pokusném skleniku
v Praze — Suchdol. V této praci byla vyhodnocena data pouze ze 3. odbéru, coZ znamenad po
150 dnech u P. cretica Parkerii a P. straminea a po 180 dnech u P. cretica Albolineata. Pro
naslednou analyzu jsme méli k dispozici dvé opakovani na kazdé varianté u P. cretica Parkerii
a P. cretica Albo-lineata. V ptipadé P. straminea nebyl proveden rozbor rostlin a rhizosféry na

varianté 250 mg As/kg pudy z dlvodu Uhynu rostlin.

V této praci byla vyhodnocena data z analyzy rostlin na obsahy prvk( a aminokyselin
(nadzemni ¢ast, koreny), dale rozbor pldy za ucelem stanoveni obsah( prvkd a méreni
nitratreduktazy (okolni ptda, rhizosféra) a v neposledni fadé byly zhodnoceny vynosy biomasy

na kontaminované pldé.

Vsechny vysledky jsou graficky zndzornény v nize pfilozenych grafech €. 1-19, pficemz se
se vzdy jedna o sledovani dané charakteristiky na téchto variantach: kontrola, 20 mg As/kg
pady (As1), 100 mg As/kg pudy (As2) a 250 mg As/kg plady (As3). Pro rostliny byly v grafech
pouzity zkratky PC-A (P. cretica Albo-lineata), PC-P (P. cretica Parkerii) a PS (P. straminea). Pro
statistické vyhodnoceni mezi sledovanymi veli¢inami byla aplikovana korelace, jejiz vysledky

jsou uvedeny v tabulkach €. 3 - 13.
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5.1 Vynos biomasy

Pfi vyhodnocovani pokusu byl prvni sledovanou veli¢inou vynos Cerstvé hmoty, ze které

se poté urcilo mnoZstvi susiny. Byl stanovovan vynos jak nadzemnich casti, tak korent u vsech

rostlin.

Graf €. 1 — Vynos ¢erstvé hmoty a susiny (g) u jednotlivych variant p¥i nartistu As v pudé
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Na grafu ¢. 1 Ize vidét, Ze smérem k rostoucimu mnozstvi As v ptdé klesaji vynosy jak

koren(, tak nadzemni biomasy, vyjma varianty Asl, pfi které dochazi k mensimu navyseni ve

vynosech nadzemni biomasy u P. cretica Albo-lineata a P. straminea a kofenl u P. cretica

Parkerii. Rovnéz je z grafu patrné, Ze vynosy kofen( a nadzemni biomasy maji podobné trendy,

tzn. Ubytky ve vynosech jsou srovnatelné. Nejvyssich vynosl bylo dosazeno vidy u P. cretica

Albo-lineata, zatimco nejnizsich u P. cretica Parkerii.
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Tab. €. 3 — Korelace vynosu rostlin a mnoistvi As v ptidé

mnoZstvi As

mass éast_rostliny rostlina (ppm) v pldé
susina kofeny PC-A mnoZstvi (girostiina) Pearson's R -.879
M ofValid Cases 4

FC-P mnozstvi (girostliina) Fearson's R -.a08

M oofvalid Cases 4

[F= mnozstei (ofrostlina) Pearson's R -916

M orvalid Cases 3

listy PC-A mnoZzstvi (girostlina) Pearson's R -982

M oofvalid Cases 4

PC-P mnozstvi (girostlina) Pearson's R -913

M oofvalid Cases 4

PSS mnozZstvi (girostlina) Pearson's R - 986

M ofvalid Cases 3

cerstva hmota kofeny PC-A mnoZstvi (girostiina) Pearson's R -, 986
M oofvalid Cases 4

FC-P mnozstvi (girostliina) Fearson's R -, 860

M ofvalid Cases 4

[F= mnozstei (ofrostlina) Pearson's R -,934

M ofvalid Cases 3

listy PC-A mnozZstvi (girostlina) Pearson's R -,820

M oofvalid Cases 4

PC-P mnozstvi (girostlina) Pearson's R -,a29

M oofvalid Cases 4

PSS mnoZstvi (girostliina) FPearson's R -.954

M ofvalid Cases 3

Byla testovana hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny

rozdil ve vynosech rostlin pfi rostoucim mnozstvi As v padé. Na hladiné vyznamnosti 0,01
mUlzZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera konstatuje korelaci danych
veli¢in. Z tabulky €. 3 vyplyva, Ze mezi testovanymi veli¢inami je velmi silnd nepfima zavislost
ve vSech pfipadech, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korelacniho koeficientu nabyvajicich

hodnot v rozmezi -0,860 az -0,986.
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5.2 Analyza rostlin

5.2.1 Obsah arsenu

Graf €. 2 - Primérny obsah As (mg/kg) v rostlinach
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Graf €. 2 podava prehled mnozstvi As jak v kofenech, tak v nadzemnich ¢astech rostlin
pfi rostouci koncentraci As v pldé. Z obrazku jednoznacéné vyplyva, Ze schopnost akumulovat
nejvétsi mnoZstvi As se projevila u rostliny P. cretica Albo-lineata v nadzemni biomase a

jednoznaéné bylo potvrzeno, Ze se jedna o hyperakumulator As.
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Graf €. 3 — Procentualni porovnani nardstu As v rostlinach oproti kontrole
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Graf ¢. 3 zobrazuje procentualni narlist As v rostlindch oproti kontrole, pricemz
siginifikatni rozdil nastal u rostliny P. cretica Albo-lineata, kterd As rovnéz akumulovala i
v korenech, ale obsahy byly mnohondsobné nizsi nez v nadzemni biomase. P. cretica Parkerii

a P. straminea vykazovaly na vSech variantach srovnatelné hodnoty.
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Tab. ¢. 4 — Korelace As v rostliné a mnoizstvi As v padé

mnoZste As

rostlina fastrostliny (ppm) v padé

PC-A kofeny mnozZstvi As (ppm) v Pearsoniv korelaéni E=ich
rostling koeficient

Validni pripacdy 4

nadzemni éast mnoZstvi As (ppm) v Pearsonlyv korelaéni Q18
rostling koeficient

Validni pripacdy 4

PC-P kofeny mnoZstvi As (ppm) v Pearsoniv korelaéni asz
rostling koeficient

Walidni pripady 4

nadzemni éast mnoZstvi As (ppm) v Fearsonlyv korelaéni aa7
rostling koeficient

Walidni pripady 4

PS kofeny mnoZstei As (ppm) v Pearson(v korelaéni 1,000
rostling koeficient

Walidni pripady 3

nadzemni éast mnoZstvi As (ppm) v Pearsonv korelaéni aoz
rostling koeficient

“alidni pripady 3

Byla testovana hypotéza Ho: Lze pfedpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil v
obsahu As v rostliné pfi rostoucim mnozstvi As v plidé. Na hladiné vyznamnosti 0,01 mizeme
zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, kterd konstatuje korelaci danych velicin.
Z tabulky €. 4 je zfejmé, Ze mezi danymi veli¢inami je velmi silna pfima zavislost, jiz dokazuje

hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu, ktera nabyva hodnot v rozmezi 0,831 - 1.

Tab. ¢. 5 — Stanoveni biokoncentracniho faktoru

Biokoncentracni faktor
PC-A PC-P PS
monovistvi A kofeny | nadzemni ¢ast | kofreny | nadzemni €ast | kofreny | nadzemni ¢ast
v plidé (mg/kg)
20 31,7 23,8 0,7 0,5 0,3 0,6
100 12,2 51,6 0,4 0,6 0,2 0,8
250 5,3 25,8 0,6 0,5 - -

Pokud je stanoven biokoncentraéni faktor vétsi nez 1, tedy koncentrace toxického prvku
v rostliné je vétsi nez koncentrace daného prvku v pidé, Ize rostlinu oznacit jako
hyperakumulator. Z tabulky €. 5, ve které jsou uvedeny hodnoty vypoctené pomérem As
v rostliné/As v ptdé, vyplyva, Ze pouze P. cretica Albo-lineata se chova jako hyperakumulator

arsenu.
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5.2.2 Celkovy obsah dusiku

Graf €. 4 — Primérny obsah celkového N (%) v rostlinach
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Z grafu ¢. 4 jednoznacné vyplyva u vSech modelovych rostlin trend, pfi kterém dochazi ke

zvySovani celkového N (%) v rostliné s narldstem As v pladé, pficemzZ nejvyssi procentudini

obsah celkového N byl stanoven u P. cretica Albo-lineata na varianté As3.

Graf €. 5 — Procentualni porovnani nartistu obsahu celkového N v rostlinach oproti kontrole
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Graf ¢. 5 podava prehled procentudlniho navyseni celkového N v rostliné oproti
kontrole. Je zfejmé, Ze u P. cretica Albo-lineata doslo k vyraznému navyseni obsahu

celkového N v plidé na varianté Asl priblizné o polovinu vice nez u dvou ostatnich rostlin.

Tab. €. 6 — Korelace obsahu celkového N v rostliné a mnoZstvi As v plidé

mnozZstvi As

rostlina (ppm) v pldé
PC-A Pruméamy obsah Pearsonlv korelaéni 865

celkoveho N (%) vrostling  koeficient

Validni pripady 8
PC-P Prumémy obsah Pearsontv korelaéni 906

celkoveho N (%) vrostiing  koeficient

Validni pripady 8
PS Prumérny obsah Pearsonuv korelaéni 8990

celkoveho N (%) vrostling  koeficient

Validni pripady 6

Byla testovana hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v obsahu celkového N v rostliné pfi rostoucim mnozstvi As v plidé. Na hladiné vyznamnosti
0,01 mizeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera konstatuje korelaci
danych velicin. Z tabulky €. 6 je zfejmé, Ze mezi danymi veli¢inami je velmi silnd pfima
zavislost, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu, ktera nabyva hodnot

v rozmezi 0,865 - 0,990.
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5.2.3 Obsah nitratového dusiku

Graf €. 6 — Primérny obsah N-NOs™ (mg/kg) v rostlinach
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Z grafu €. 6 je zfejmé, Ze dochazelo k hromadéni NOs™ v rostlindch s naristem As v pidé
na vSech variantach. Opét byl stanoven nejvyssi obsah N-NOs u P. cretica Albo-lineata na

varianté As3.

Graf ¢. 7 — Procentualni porovnani nartistu obsahu N-NOs oproti kontrole
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Graf ¢. 7 ukazuje narlst obsahu N-NOs™ na variantdch kontaminovanych As ve srovnani
s kontrolou. Je zifejmé, Ze obsah N-NO3™ skokové vzrostl od varianty As2 u vSech rostlin, nejvice

u P. cretica Albo-lineata a nejméné u P. cretica Parkerii.

Tab. €. 7 — Korelace obsahu N-NOs™ v rostliné a mnozstvi As v ptidé

mnozZstvi As

rostlina (ppm) v pldé
PC-A Priméamy obsah Pearsonly korelaéni 880

nitratoveho N (ppm) v koeficient

rostliné

Validni pripady 8
PC-P Primémy obsah Pearsontv korslaéni 874

nitratového N (ppm) v koeficiant

rostiing

Validni pfipady 8
PS Primé&my obsah Pearsoniv korelaéni 987

nitratoveho N (ppm) v koeficient

rostliiné

Validni pripady 6

Byla testovana hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v obsahu nitratového N v rostliné pfi rostoucim mnozstvi As v plidé. Na hladiné vyznamnosti
0,01 mizZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera konstatuje korelaci
danych velicin. Z tabulky ¢€.7 je zfejmé, Ze mezi danymi veli¢inami je velmi silna pfima
zavislost, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korelacniho koeficientu, ktera nabyva hodnot

v rozmezi 0,874 - 0,987.

43



5.2.4 Obsah glutaminu

V ramci tohoto pokusu byly rovnéz sledovany zmény v metabolismech aminokyselin

v rostlinach, pricemz pro ucely této prace byl vyvhodnocen pouze glutamin — amid kyseliny

glutamové.

Graf €. 8 — Primérny obsah glutaminu (mmol/kg) v rostlinach
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Bylo zjiSténo, Ze s narGstem mnoizstvi As v rostlinné biomase se zvySoval obsah

glutaminu v rostlindch, jak je zfejmé z grafu €. 8. Nejvyssi obsahy glutaminu byly naméreny u

P. cretica Parkerii uz od varianty As1.
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Graf €. 9 — Procentualni vyjadieni nartistu obsahu glutaminu v rostlinach oproti kontrole
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Zgrafu €. 9 je zfrejmé, Ze nejmensi rozdily v ndrlstu obsahu glutaminu oproti
kontrole byly stanoveny u hyperakumulujici rostliny P. cretica Albo-lineata a naopak

k nejvysSimu procentualnimu navyseni doslo u P. straminea na varianté As2.

Tab. ¢. 8 — Korelace obsahu glutaminu v rostliné a mnoizstvi As v pudé

mnoZstil As

Rostlina (ppm) v pldé
PiC-A  mnoZstvi glutaminu v Pearson's R a8y

rostling (mmaolika)

I ofValid Cases 4
PC-P mnoZstvi glutaminu v Pearson's R 881

rostling {mmalikog)

M ofWalid Cases 4
P5 mnoZstvi glutarminu v Pearson's R a4

rostling (mmaolika)

I ofValid Cases 3

Byla testovana hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v obsahu glutaminu v rostliné pfi rostoucim mnozstvi As v ptidé. Na hladiné vyznamnosti

0,01 miZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera konstatuje korelaci
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danych veli€in. Z tabulky €. 8 je zfejmé, Zze mezi danymi veli¢inami je velmi silna pfima

zavislost, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu, kterd nabyva hodnot

v rozmezi 0,881 - 0,994.

5.3 Analyza pudy

5.3.1 Obsah vodorozpustného arsenu

Graf €. 10 — Primérny obsah vodorozpustného As (mg/kg) v padé
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Z grafu €. 10 je patrné, Ze k nejvysSimu uvolnéni As do pldniho roztoku dochazi az

na posledni varianté As3, pri¢emz k nejvyraznéjSimu navyseni obsahu vodorozpustného As

dochazi u P. cretica Parkerii. Hodnoty u ostatnich dvou rostlin jsou na varianté As3 v okolni

padé srovnatelné.
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Graf ¢. 11 — Procentualni vyjadfeni zmény obsahu As v pudé
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Graf ¢. 11 zobrazuje procentudlni vyjadreni zmény nardstu vodorozpustného arsenu

oproti kontrole a je zfejmé, Ze u P. cretica Parkerii se vice nez dvojnasobné navysil obsah

vodorozpustného As v rhizosféfe nez u P. cretica Albo-lineata. Ddle z grafu ¢. 11 lze

vypozorovat, Ze k nejmensim zménam oproti kontrole doslo u rostliny P. Albo-lineata.

Tab. €. 9 — Korelace obsahu vodorozpustného As a mnoizstvi As v padé

mnozZstei As

rostlina Zast pldy (ppm) v pddé
PC-A okolni pdda mnozZstwi Fearson's R =115
vodorozpustného As
(ppm) v pids
M ofwalid Cases 4
rhizosftera mnozZstwi Pearson's R 959
wodorozpustného As
(ppm) v pids
M ofwalid Cases 4
PC-P okolni pdda mnoZstei Pearson's R aTT
vodorozpustného As
(ppm) v pids
M ofwalid Cases 4
rhizosféra mnozstwi Pearson's R a7a
vodorozpustného As
(pprm) v pddé
M ofvwalid Cases 4
PSS okolni pdda mnoZstei Pearson's R N=1=15
vodorozpustného As
(pprm) v pddé
M ofwalid Cases 4
rhizosfera mnoZstvi Fearson's R 991
vodorozpustného As
(pprm) v pddé
M ofwalid Cases 3
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Byla testovdna hypotéza Ho: Lze pfedpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v obsahu vodorozpustného As v pldnim roztoku pfi rostoucim mnozstvi As v padé. Na hladiné
vyznamnosti 0,01 muiZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera
konstatuje korelaci danych veli¢in. Z tabulky €. 9 vyplyva, Ze mezi testovanymi veli¢inami je
velmi silna pfima zavislost ve vSech pripadech, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korela¢niho

koeficientu nabyvajicich hodnot v rozmezi 0,959 — 0,991.

5.3.2 Obsah organického uhliku

Graf €. 12 — Primérny obsah organického C (mg/kg) v pudé
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Z vysledk( vyobrazenych na grafu €. 12 je zifejmé, ze u P. cretica Albo-lineata se obsah
organického C snizoval v okolni pidé i rhizosfére, stejné tak u P. cretica Parkerii v okolni ptidé
s rostoucim mnozstvim As v ptdé. U P. cretica Parkerii byl stanoven nejvys$si priimérny obsah
organického C na varianté As3 v rhizosféfe. U P. straminea signifikatni vysledky nebyly

potvrzeny.
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Graf €. 13 — Procentualni vyjadieni zmény obsahu organického C v plidé oproti kontrole
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Graf ¢. 13 zobrazuje procentudlni vyjadieni zmény obsahu organického C v pladé a

potvrzuje, Ze nejvyssi rozdil oproti kontrole nastal na varianté As3 v rhizosfére u P. cretica

Parkerii. U rostlin P. cretica Albo—lineata a P. straminea vyraznéjsi rozdily oproti kontrole

nebyly zaznamenany.
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Tab. ¢. 10 — Korelace obsahu organického C a mnoizstvi As v pudé

rostina  fastpldy

mnozstvi As
(ppm) v padé

PC-A okolni pdda

rhizosféra

PC-P okolni plda

rhizosféra

Ps okolni pdda

rhizosféra

primérny obsah
organického C (ppm) v
pldé

M ofValid Cases
pramérny obsah
organického © (ppm) v
pida

M ofWalid Cases
primearny obsah
arganického C (ppm) v
pldé

I ofValid Cases
primérny obsah
organického C (ppm) v
pldé

M ofValid Cases
primérny obsah
organického C (ppm) v
ptdé

M ofValid Cases
pramérny obsah
organického © (ppm) v
pldé

M ofWalid Cases

Pearson's R

Fearson's R

Fearson's R

FPearson's R

Pearson's R

Fearson's R

-,809

- 653

- 580

548

-346

418

Byla testovana hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil

v plidnim obsahu organického C pfi rostoucim mnozstvi As v pldé. Na hladiné vyznamnosti

0,01 miZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, kterd konstatuje korelaci

danych velicin. Z tabulky ¢. 10 je zfejmé, Ze v pripadé P. Albo-lineata (okolni plida) je mezi

danymi veli¢inami nepfima velmi silna zavislost, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korelaéniho

koeficientu nabyvajici hodnoty -0,809 a nepfima silnd zavislost (rhizosféra), kde Pearsoniv

korelaéni koeficient nabyva hodnoty -0,653. Slabou az stfedni korelaci mezi danymi veli¢inami

Ize popsat u P. cretica Parkerii a P. straminea v okolni padé i rhizosfére.
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5.3.3 Obsah nitratového dusiku

Graf ¢. 14 — Primérny obsah N-NOs™ v padé

150,000
- W antrala
2 100000 s M As1 (20ppm)
E b M As2 (100ppm)
50,000 W As3 (250ppm)
000
150,000
o
= 100,000
g © 2
E - |
50,000 o
000
150,000
g2 100000
=
E
50,000

000

okolni plda rhizosféra

éast pady

Grafu €. 14 potvrzuje vyrazny trend narlstu nitratového N s ristem obsahu As v pldé, a
to ve vSech pripadech. Rovnéz je patrné, zZe k vyraznému navyseni N-NOs3™ v pidé doslo vidy

na posledni varianté As3.
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Graf €. 15 — Procentualni vyjadieni zmény obsahu NO;™ v pUdé oproti kontrole
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Graf €. 15 zobrazuje procentualni navyseni obsahu N-NOs v pldé oproti kontrole a

potvrzuje tim vyznamnou zavislost.

Tab. €. 11 — Korelace obsahu N-NO;™ a mnoistvi As v padé

mnozZstei As

rostlina cast pldy (ppm) v padé
PC-A okolni plda pramérny obsah Pearson's B as5s
nitratoveho M (ppm) v
padé
M ofvYalid Cases 4
rhizosféra proamérny obhsah Pearson's R ==k
nitratovéeho M (ppm) v
pldé
M ofvalid Cases 4
PC-P okolni phda promérny obhsah Pearson's R a7e
nitratového M (ppm) v
plda
M ofvalid Cases 4
rhizosféra priameérny obhsah Pearson's R a64
nitratového M (ppm) v
pldé
M ofvalid Cases 4
PS okolni pida promeérmy obhsah Pearson's & 8958
nitratového M (ppm) v
pldé
M ofvalid Cases 4
rhizostéra promeérny obhsah Pearson's = a87
nitratoveho M (ppml v
phdé
M ofvalid Cases 3
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Byla testovana hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil

v pudnim obsahu N-NOs™ pfi rostoucim mnozstvi As v padé. Na hladiné vyznamnosti 0,01

mUlzZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera konstatuje korelaci danych

veli¢in. Z tabulky €. 11 vyplyva, Ze mezi testovanymi veli¢inami je velmi silna pfima zdavislost ve

vsech pfipadech, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu, kterda nabyva

hodnot v rozmezi 0,958 - 0,993.

5.3.4 Obsah organického rozpustného dusiku

Graf €. 16 — Primérny obsah organického rozpustného N (mg/kg) v pudé
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Z grafu €. 16 je rovnéZ ziejmy signifikantni trend, kdy dochazi ke zvySovani mnozstvi

organického rozpustného N s rostouci davkou As v padé. Oproti N-NOs™ k narlistu obsahu

organického N dochdzi pozvolnéji.
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Graf €. 17 — Procentualni vyjadiFeni zmény obsahu organického rozpustného N v pidé oproti
kontrole
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Graf ¢. 17 zndzorfiuje vyraznou zménu v nardstu organického N v pldé ve srovnani

s kontrolou, pficemzZz ke skokovému navySeni rovnéZz dochazi na variantach s nejvyssim

mnozstvim As v pudé.

Tab. €. 12 — Korelace obsahu organického rozpustného N a mnoistvi As v pudé

mnoZstvi As

rostlina East pOdy (ppm) v pldé
Pis-A plda praméarny obhsah Pearson's R asT
arganického rozpustného
Mippm) v padé
M ofvalid Cases 4
rhizosféra priméarny obsah FPearson's R aTa
organického rozpustného
FipRM) v plda
M orwalid Cases 4
PC-P phda promearmy obsah Pearson's R LaT3
organického rozpustného
Mippm) v padé
M ofvalid Cases 4
rhizosféra praméarny obhsah Fearson's B ,aa87T
arganického rozpustnéhno
MipRpM) v pdda
M ofvalid Cases 4
P plhda proméarny obsah FPearson's R as2
organického rozpustného
FipRpMm) v pddé
M ofvalid Cases 4
rhizosféra promérny obsah Fearson's R 1,000

arganického rozpustného
Mippm) v padé

M ofvalid Cases 3

54



Testovali jsme hypotézu Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v plidnim obsahu organického rozpustného N pfi rostoucim mnozZstvi As v pidé. Na hladiné
vyznamnosti 0,01 muiZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera
konstatuje korelaci danych veli¢in. Z tabulky ¢. 12 vyplyvd, Ze mezi testovanymi veli¢inami je
velmi silna pfima zavislost ve viech pfipadech, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korelacniho

koeficientu, ktera nabyva hodnot v rozmezi 0,958 - 1.

5.3.5 Stanoveni aktivity nitratreduktazy

Graf €. 18 — Stanoveni aktivity nitratreduktazy v ptidé
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Byla sledovana aktivita nitratreduktazy v zavislosti na zvysujicim se obsahu As v pldé.
Z grafu €. 18 je patrné, Ze aktivita enzymu se snizuje s narlistem mnozZstvi As v pudé, pricemz
u P. straminea c¢innost nitratreduktdzy v okolni pudé postupné témér ustala. Aktivita

nitratreduktazy byla signifikantné vyssi v rhizosfére nez v okolni padé u vSech rostlin.
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Graf €. 19 — Procentualni porovnani zmény aktivity nitratreduktazy oproti kontrole
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Z grafu €. 19 vyplyva, Ze u P. straminea Cinnost nitratreduktdzy byla zachovana pouze

v rhizosfére, kde rozdily oproti kontrole nejsou tak vyrazné, zatimco u ostatnich rostlin aktivita

enzymu klesla pfiblizné o 50 % od varianty As2. Lze konstatovat, Ze k vétSimu poklesu aktivity

nitratreduktazy nastalo v okolni pidé nezZ v rhizosfére.

Tab. €. 13 — Korelace aktivity nitratreduktazy a mnozstvi obsahu As v padé

mnoZstvi As

East pldy rostlina (pprm) v pldé
okolni pada PC-A aktivita nitratreduktazy Pearson's R -.B0O6
M ofvWalid Cases 4

PC-P aktivita nitratreduktazy Pearson's R -.¥A8

M ofvWalid Cases 4

PSS aktivita nitratreduktazy Pearson's R -.B9g

M ofvWalid Cases 3

rhizosféra PC-A aktivita nitratreduktazy Pearson's R - ¥F22
M ofvWalid Cases 4

PC-P aktivita nitratreduktazy Pearson's R -.B78

M ofvWalid Cases 4

PSS aktivita nitratreduktazy Pearson's R -.883

M ofvWalid Cases 3
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Byla testovdna hypotéza Ho: Lze predpokladat, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
ve zméné aktivity nitratreduktazy pfi rostoucim mnozstvi As v plidé. Na hladiné vyznamnosti
0,01 miZeme zamitnout Ho ve prospéch alternativni hypotézy Hi, ktera konstatuje korelaci
danych veli¢in. Z tabulky ¢. 13 vyplyvd, Ze mezi testovanymi veli¢inami je silna az velmi silna
nepfima zavislost, jiz dokazuje hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu nabyvajicich

hodnot v rozmezi -0,722 az -0,983.
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6 Diskuze

Arsen se prirozené vyskytuje ve vsech pldach jak v organickych, tak v anorganickych
formach, jez prevazuji, tudiz se za normdlnich podminek na nekontaminované pudé
v rostlinach bézné nachdazi ve stopovém mnozstvi. Arsen patfi mezi toxické prvky a pfi jeho
zvySeném obsahu v rostlindch vyvolava fadu morfologickych, fyziologickych, biochemickych a
molekuldrnich zmén. V experimentu s modelovymi rostlinami rodu Pteris jsme sledovali

vybrané charakteristiky v zavislosti na rostouci davce As v padnim substratu.

V tomto pokusu bylo viditelnou odpovédi rostlin na kontaminovanou pidu As omezeni
rastu, coz vedlo k niZzSimu vynosu biomasy. Stejné zmény byly popsany u fady dalSich autort
(Nagajyoti et al. 2010; Pavlik et al., 2010; Singh et al., 2009). Kofeny jsou obvykle prvnim
mistem kontaktu s As, kde metaloid inhibuje prodluzovaci rlist a proliferaci, redukuje se pocet
korenovych vlaskd, a tudiz se sniZzuje absorpcni plocha pro pfijem Zivin. Mezi dal$i zmény
z fyziologického hlediska patfi omezend stomatalni vodivost a degradace chlorofylu. Po
morfologické strance k ubytku hmotnosti rostlin vedou tyto déje: redukce poctu listd, listova
nekrdza, chlordza, senescence listll a defoliace. Na biochemické Urovni dochazi k nadprodukci
reaktivnich forem kysliku (ROS) vedouci k poskozeni sacharid(li, protein(i a poskozeni DNA

(Abbas et al., 2018).

Zajimavym paradoxem souvisejici s toxicitou As je zvySeny rlst rostlin pfi nizkych
koncentracich As v pldé, pricemz Liu et al. (2012) tento efekt detekovali u pSenice pti davkach
As do pldy < 60 mg/kg. TentyzZ jev jsme zpozorovali na varianté As1, kdy u P. albo-lineata a P.
straminea doslo k navysSeni vynosu nadzemni biomasy oproti kontrole pfiblizné o 5 %.
Interpretace vysledk( vychdzi z pfimé interakce As srostlinnym metabolismem nebo
z interakce As s Zivinami rostlin. PrestoZe tyto mechanismy nejsou zcela zndmy, Pandey et al.

(2015) spekuluji, ze ke stimulaci rlstu dochazi vlivem zvyseného pfijmu fosforu.

Udaje v literatufe ukazuji, 7e koncentrace As v rostlinnych pletivech pozitivné korelovala
s obsahem v pladé (Zolnowski et al., 2010). Dle mnohych autord se rostliny mohou lisit
v citlivosti na kontaminaci As, jezZ je spojena s jeho riznymi formami a mechanismy transportu.
Koncentrace As v rostlinach je dynamicka a mlze byt variabilni pro rdzné druhy, kultivary a

faze rastu rostlin, stejné tak vyznamné zavisi na davce a chemické formé metaloidu (Hartley-
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Whitaker et Meharg, 2002). V tomto pokusu (graf ¢. 3) doslo k narlstu obsahu As ve vSech
rostlinach v zavislosti na zvysujici se davce As v pudé, pricemz nejvice signifikantni vysledek
jsme zaznamenali u P. cretica Albo-lineata, kde byl nardst oproti kontrole na varianté As3 az o

376 %. U vsech rostlin mezi danymi veli¢inami byla stanovena velmi silna pfima zavislost.

Luongo et Ma (2005) popsali hyperakumulaci As u P. cretica (bez blizsi specifikace odrldy).
Nase vysledky potvrdily vyraznou hyperakumulacni schopnost As u P. cretica Albo-lineata.
Rovnéz Zhao et al. (2002) detekovali hyperakumulaci u P. cretica Albo-lineata, ktera byla
prekvapivé mnohonasobné (13 - 50krdt) vys$si oproti ostatnim hyperakumulaénim
kapradinam napft. Asplenium nidus nebo Polypodium aureum. Singh et Ma (2007) uvadéji, ze
k hyperakumulaci As dochazi i u P. cretica Parkerii, tento vysledek viak nemizeme potvrdit.
Meharg (2003) identifikoval dva druhy kaparadin — P. straminea a P. tremula, které As

nehyperakumuluji, pfiéemz tuto skutecnost jsme rovnéz zaznamenali u P. straminea.

Potvrdili jsme hypotézu, podle niz dochdzi k hromadéni celkového dusiku i N-NOs
v pletivech rostlin v duasledku toxicity As. Hlavni pfi¢inou je inhibice aktivity enzymu
nitratreduktazy, jez hraje roli v procesu asimilace nitratd. Dlsledkem toho dochazi ke snizené
asimilaci N a zabudovani do aminokyselin, jez jsou soucasti bilkovin plnici funkci stavebni,
zasobni, funkéni a transportni. Omezena cinnost nitratreduktazy byla rovnéZz zaznamena
v experimentech u rfady autoru. Jha et Dubey (2004) ve své studii o vlivu kontaminované pldy
As na kli¢eni ryze uvedli, Ze As brani aktivitdm enzym( podilejicich se na asimilaci NOs™ ,
pricemz se jedna o nitratreduktazu, nitritreduktazu a glutamatsyntetazu. Singh et al. (2009)
popsali snizenou aktivitu nitratredutazy a nitritreduktazy v kofenech, oddencich a listech P.
ensiformis a P. vittata. Vlysvétleni spocivd v tom, Ze sulfanylova (SH) skupina tvofi aktivni misto
nitratreduktazy a je potfebnd pro vazbu k NADH, pficemzZ As vykazuje afinitu k této funkéni

skupiné, a tudiz omezuje katalytickou aktivitu tohoto enzymu (Sharma et Dubey, 2005).

Dalsi analyzou byl potvrzen zvysSujici se obsah aminokyseliny glutaminu ve vsech
rostlinach s rostouci davkou As v padé, pricemz byla zjisténa velmi silnd pfima zavislost. Pro
interpretaci tohoto vystupu je potfeba vysvétlit vzajemny vztah mezi aminokyselinami —

glutaminem, glutamatem a prolinem.

Glutamin predstavuje jednu z transportnich aminokyselin v rostlinach a spolu s

glutamatem hraji hlavni roli v pfenosu dusiku na dalsi aminokyseliny. Glutamat predstavujici
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hlavni prekurzor prolinu se regeneruje plsobenim glutamatsyntdzy z glutaminu a 2-
oxoglutaratu. Brugierre et al. (1999) prokazali dlleZitost glutaminu pro metabolismus prolinu
inhibici exprese genu GS1 (Glutamine Synthetase 1), ktera vedla ke sniZzeni hladin téchto dvou
aminokyselin. Dle Abbas et al. (2018) je prolin dobfe znamy osmoprotektant, ktery se z velké
¢asti hromadi v rostlinach za rGznych stresovych podminek. Plsobi jako stabilizator bunécné
stény a udrZuje minimalni poZadovanou uroven hydratace uvnitf bunék a bunécénych
membrdan. Bylo zjisténo, Ze rostliny tolerantni vic¢i As nadmérné akumuluji prolin, ktery jim
umoznuje vyrovnat se se stresem osmotickou Upravou a udrzuje rust rostlin pod napétim.
Existuje celd fada mechanismU, kterymi prolin mUZe sniZit toxicitu As: zménou struktury
bunécné stény a tim snizit absorpci toxinu, pfimym zhasenim ROS, zvysenim aktivit riznych
antioxidantl, coZ nepfimo sniZuje poSkozeni ROS, a také zménou exprese genll souvisejicich

se stresem.

Sobranou proti toxicité As je rovnéz spojena tvorba tripeptidu glutathionu (GSH)
skladajiciho se z glutamdtu, cysteinu a glycinu (y-Glu-Cys-Gly). Oligomer GSH tvofi zaklad
fytochelatind, které umoznuji vazat As pres molekuly siry. V rostlinach s vyssim obsahem As
dochazi k ptrednostnimu vyuziti glutamatu za ucelem vzniku fytochelatinG (Schmoger et al.,

2000).

Vys$si obsah glutaminu souvisi tedy s vySe popsanymiobrannymi mechanismy a muze

slouzZit jako ukazatel stresu rostliny.

Predpokladalo se, Ze dojde k navySeni obsahu vodorozpustného As v plidé v dasledku
stupniovaného mnozstvi As do ptdniho substratu. Tento efekt byl potvrzen, pficemz u viech
rostlin doslo k vyraznému navyseni As oproti kontrole az na varianté As3. Lze tedy konstatovat,
Ze na obsahu As v pldnim roztoku ma vyrazny vliv vysoka davka pridavaného As do pldy,
stanoveny u P. cretica Albo-lineata (graf ¢. 10), coz se mlzZe vysvétlovat tim, Ze rostlina znacné
mnozstvi As akumulovala do své biomasy na rozdil od P. cretica Parkerii a P. straminea, které

As nehyperakumuluiji.

Ghosh et al. (2004) potvrdili, Ze zalezi na mnoiZstvi biologicky dostupného a ve vodé
rozpustného As majici vyrazny inhibi¢ni Uéinek na mikrobidlni populaci nez na celkovém

obsahu As v padé.
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Interpretace vysledkl z rozbor( plGdy Uzce souvisi s vySe zminénou mikrobidlni aktivitou,
ktera ovliviiuje obsahy prvk( a aktivitu nitratreduktdzy v pidé. Dle Xiong et al. (2010) pUdni
mikroorganismy hraji kliCivou roli v geochemickém cyklu As prostfednictvim mikrobidlnich
transformacnich procest zahrnujicich oxidaci, redukci a methylaci. Rhizobakterie se mohou
vyznamneé podilet na pfijmu As a akumulaénich procesech u rostlin Pteris. Zmény v mikrobialni
diverzité souvisi s mnozstvim As v padé, pricemz dle autor(i v kontrolni pldé byla detekovana

vysoka uroven mikrobidlni heterogenity, ktera klesala s rostoucim mnozstvim As v pudé.

Je vyznamné sledovat zmény jak v rhizosfére, tak v okolni pidé, ponévadz v rhizosfére se
pravdépodobné sniZzuje toxicita As ndsledkem zvySené mikrobidlni ¢innosti, coz mlze byt

vysvétlenim rozdilnych vysledkd mezi témito dvéma ¢astmi pady.

V tomto pokusu jsme sledovali zménu obsahu organického uhliku v ptidé v zavislosti na
zvySujici se davce As do pudniho substratu. U P. cretica Albo-lineata mezi témito dvéma
veli¢inami byla zaznamenana velmi silna nepfima zavislost (r = -0,809) v okolni padé a silna
nepfima zavislost (r=-0,653) v rhizosfére, kde se mnozstvi organického C postupné snizovalo.
To mUze byt nasledkem poklesu mikrobialni biomasy a mensi inkorporaci C do mikrobialnich
bunék. Mnozstvi mikrobidlni biomasy je ukazatelem zmén celkového organického C v ptdé,
pficemz nizsi obsah C na kontaminované p(idé As oproti kontrole vypozorovali i Ghosh et al.
(2004). U rostlin P. cretica Parkerii a P. straminea nelze v této charakteristice jednoznacné
popsat trendy z dlvodl nizké zavislosti sledovanych veli¢in. Signifikantni vysledek jsme
zaznamenali u P. cretica Parkerii na varianté As3 v rhizosfére, kde doslo k nejvyraznéjsSimu
narlstu oproti kontrole (21 %), coZz muZe byt odlvodnéno zvySenou potifebou dodavky
degradovatelnych uhlikatych zbytk( slouzici jako zdroj energie potrebné ke zvySeni
metabolické mikrobidlni aktivity na zmirnéni toxicity As u nehyperakumulujicich rostlin

(Walter et Walter, 2002).

Analyza padnich vzorkd ukazala, Ze doslo k hromadéni rozpustného organického N v padé
u vSech rostlin s rostoucim mnozstvim As v pudé. K vyssimu ndrlstu téchto sledovanych veli¢in
oproti kontrole dochazelo v okolni plidé nez v rhizosfére, opét pravdépodobné v dlsledku
vyssi rhizobidlni aktivity mikroorganismu. DalSim vysvétlenim muze byt nizsi vyuziti NH, skupin

zapficinénim snizenim populace mikroorganism.
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Hromadéni N-NOs v pldé nastalo u vSech rostlin, coZ je dlsledkem poklesu snizené

aktivity nitratreduktazy, kterd katalyzuje redukci NOs" na NO; za anaerobnich podminek.

Ocekdvali jsme, Ze v pokusu dojde k signifikantnimu sniZeni aktivity nitratreduktazy
(NR) v pudé se zvysujici se davkou As, coZ bylo u vSech rostlin potvrzeno prokazanim silné az
velmi silné nepfimé zavislosti. K zajimavému efektu doSlo u P. straminea, kdy byla zcela
pozastavena ¢innost enzymu v okolni pldé na varianté As2. V rhizosfére u téze rostliny byl
vypozorovan nejmensi rozdil oproti kontrole ve srovnani s P. cretica Albo-lineata a P.cretica
Parkerii, coz se opét mUlze vysvétlovat interakci mezi stresovanou rostlinou a rhizobakteriemi.
Fu et Tabatabai (1989) provedli studii tykajici se ucink( stopovych prvkd na aktivitu
nitratreduktazy v padé. Zjistili, Ze As (V) a dalsi sledované stopové prvky (Ag, Cd, Hg, Se, W) o
koncentraci 2,5 umol/g inhibuji aktivitu enzymu NR vice jak ze 75 %. Nejvyssi efektivita inhibice
NR témito prvky nastala ve vzorcich s kyselym a neutralnim pH pldy. Ve vzorku se zdsaditou

pudou zaznamenali inhibi¢ni schopnost NR pouze u As (lll) a Se.

62



7. Zavér

e Cil prace byl splnén, rozbory rostlin a pady ziskanych z pokusu, kde byl pouZzit pldni
substrat s rostoucimi ddvkami As, byly vyhodnoceny. Pfevdiné jsme dospéli ke
statisticky vyznamnym vysledkiim u danych charakteristik, o jejichZ problematice ve
vztahu k As toxicité z dlouhodobého pohledu existuje minimum publikaci. Tyto
vysledky mohou tedy slouzit pro dalsi vyzkum v oblasti fytoremediace.

e Vdusledku As kontaminace doslo ke snizeni biomasy, kofen( i nadzemnich ¢astich, u
vsech rostlin.

e Pouze u P. Albo-lineata se projevila vyrazna hyperakumulacni schopnost, ktera této
rostliné dava vyhodu preziti v silnych stresovych podminkach, pficemz dliikazem byl
Uhyn rostliny P.straminea na varianté As3.

e Byla potvrzena hypotéza, kdy jsme predpokladali, Ze dojde k inhibici enzymu
nitratreduktazy v disledku zvySujiciho se mnozstvi As v rostliné, coz vedlo k hromadéni
N-NOs v rostlinnych pletivech a zvySovani obsahu celkového N. Mezi ddvkami As a
obsahy N-forem byla stanovena velmi silna pfima zavislost u vSech sledovanych rostlin.

e Obsah glutaminu se v rostlinach zvysSoval z diivodu pozménénych metabolickych cest,
jez vedly ke snaze se vyrovnat se stresem vyvolanym As. Nejvice signifikantni vysledek
jsme zaznamenali u nehyperakumulujici rostliny P. straminea na varianté As2.

e V pudnich rozborech byly markantni rozdily v rhizosfére a v okolni pQdé, coz bylo
cerpaji energii z exudatd rostlin.

e Obsah vodorozpustného As v pldé se vyrazné zvysil az na varianté As3, tudiz velké
mnoZstvi biologicky aktivniho As se uvolni az pfi vyssich davkach As do pidy. Nadlimitni
mnozstvi As v puadé vyznamné ovlivnilo sledované pldni charakteristiky v dlsledku
snizené aktivity padnich mikroorganisma.

e Potvrdila se hypotéza, Ze s rostoucim As v padé bude klesat aktivita nitratreduktazy
v jejimZ dusledku se zvysi obsah N-NOs v pidé. Byla stanovena silna nepfima zavislost

mezi témito veli¢inami u vSech rostlin.
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