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UVODNI SLOVO

Kdyz jsme se v roce 2019 spolecné loucili v Praze a t¢sili jsme se na dalsi jiz jubilejni 20.
ro¢nik, ktery se mél konat v krasném prostiedi historického mésta Zvolen, tak nikdo z nés
netusil, ze ta ro¢ni prodleva bude trvat dva roky. Ano pandemie Covid-19 nam trochu zménila
nejenom plany, ale fad€ z nds zménila i naSe Zivoty.

Ptesto jsme se jako organizatoti nevzdali a snazili jsme se, aby konference se uskute¢nila
a opét se stala platformou pro vzajemné setkani ptatel a kolegti, diskusi nad problematikou a
moznou vzajemnou spolupraci. Ani leto$ni ro¢nik se nevyhnul problémiim, jednim z nich je
ekonomické krize, proto oproti pfedchozim ro¢nikiim jsme volili méné popularni formu
sborniku, ktery snad vyjimecné bude jako jediny elektronicky. Doufame, ze tento nas krok
pochopite a zlstanete ndm i nadale naklonéni, nebot’ bez Vas vSech by se tato konference
nemohla konat.

V ramci letoSniho ro¢niku opét zazni mnoho prednasek a plakatovych sdéleni, které
zahrnuji nejenom jiz klasické stresory, kterymi bezesporu jsou vodni deficit, rizikové latky
v prostiedi, ale také biotické faktory, pfedev§im antropogenni plisobeni. V ramci leto$niho
ro¢niku bude naSe pozornost zamétena na problematiku vlivu pravé antropogenniho stresu a
rizikovych latek v prostfedi. Pravé problematika rizikovych latek v prostfedi, at’ uz
kontaminantli anorganického ptvodu (rizikové prvky), ale také organického plvodu
(xenobiotika, pesticidy a jejich rezidua) se dostava do popiedi zajmu pfedevsim s ohledem na
kvalitu a bezpecnost potravin. Vedle potravniho fetézce tyto latky ovliviiuji nejenom
terestrické, ale pfedevs§im vodni prostfedi, kde ovliviiuji ekosystémy. Na fadu otazek, které si
klade nejenom odborna, ale i laicka vefejnost jesté zcela nedokdzeme odpoveédét, ale postupné
odkryvame jednotlivé souvislosti a snazime se pochopit interakci mezi rostlinou a prostedim,
vcetné jejich prizpisobeni se stresortim.

Obdobné¢ jako v ptedchazejicich letech jsou velmi podnétné prispévky, které se zaméiuji
na popis a vyuziti novych metodickych postupti a jejich aplikaci ve stresové fyziologii rostlin.
Nemiuzeme vSak opomenout i pohled dnes jiz klasickych metod. Je velmi dilezity komplexni
pohled na rostlinu, jako na celek, a ne se zaméfovat pouze na urcitou, i kdyz vyznamnou
problematiku.

Nasim pféanim je, aby i letoSni ro¢nik nebyl pro Vas stresujici, ale podnétny.

Organizac¢ni vybor konference
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STRESOVE SITUACIE SPOJENE S RASTLINNYMI INVAZIAMI:
IMPLIKACIE PRE NATURE-FRIENDLY REGULACIU BURINOVEJ
VEGETACIE

STRESS SITUATIONS RELATED TO PLANT INVASIONS: IMPLICATIONS FOR
NATURE-FRIENDLY REGULATION OF UNDESIRED VEGETATION

Peter Ferus, I?ominika Kosutova, Peter Hotka, Jana Konépkové
Arborétum Mlynany d.p. Ustavu ekologie lesa SAV v.v.i., Vieska nad Zitavou 178, 95152
Slepcany, Slovensko, e-mail: peter.ferus@savba.sk

Summary

In the period between introduction and invasion, plants experience numerous stress situations
in the new range. First, the non-native species often suffer from abiotic constraints (mostly sub-
optimal temperatures and drought), then they can pose biotic stress to the native vegetation,
coming from production of allelochemicals, which help them to win the fight for resources.
Particularly this group of natural substances has the potential for nature-friendly regulation of
undesired vegetation. In this short article we summarize results from testing of promising
woody plant species in respect of the regulation of invasive black locust (Robinia pseudoacacia
L.) and tree-of-heaven (Ailanthus altissima (Mill). Swingle), which were obtained recently.

Key words: plant invasions, biotic stress, alleopathy, bio-herbicides, regulation

Stthrn

Od introdukcie po prechod k invaznemu spravaniu sa zazivaju rastliny mnozstvo stresovych
situdcii. Na jednej strane sa nepdvodné druhy Casto potykaju s abiotickymi prikoriami nového
prostredia (najmé sub-optimalnymi teplotami a suchom), na strane druhej mézu sposobovat’
povodnej vegetacii bioticky stres plynuci z produkcie allelochemikalii, ktoré im pomahaji
ucinne sa presadit’ v tomto priestore. Prave tieto latky maju potencial pre regulaciu ciel'ovej
vegetacie, ktora spiiia predpoklady Setrnosti voci prirode. V tomto prispevku sumarizujeme
vysledky testovania viacerych druhov drevin v kontexte reguldcie invazneho agatu bieleho
(Robinia pseudoacacia L.) a pajasena zliazkatého (4ilanthus altissima (Mill). Swingle), ktoré
sme dosiahli v poslednych rokoch.

Klucove slova: rastlinné invazie, bioticky stres, allelopatia, bio-herbicidy, regulacia

UvVOoD

Pocas poslednych dvoch dekad sa do centra zaujmu vedeckej obce dostal rastuci pocet
introdukovanych nepoévodnych organizmov, ktoré unikli z kultary, za¢ali sa nekontrolovatel'ne
Sirit’ a vyrazne zasahovat’ do Struktury a funkcie ekosystémov — stali sa invaznymi /1, 2/. Okrem
menej viditelnych ekologickych §kdd st tu vSak aj hmatate'né néklady spojené s likvidaciou
ich samych resp. nasledkov ich ¢innosti, ktoré sa na urovni vacsich mestskych aglomeracii,
krajov a Statnych utvarov pohybuji radovo v miliénoch /3/, takze je na mieste ich skora
regulécia.

Prechodu k invaznemu spravaniu sa rastlin predchaddza viacero fadz so svojimi
Specifikami, menovite introdukcia, kolonizacia a naturalizacia /4, 5/. Po uspeSnom transporte
druhu do novej domoviny zohrava vo faze kolonizacie ulohu najméa pocet dovezenych jedincov
spojeny s genetickou variabilitou novej populécie a schopnost’ znasat’ lokalne abiotické limity
(najmi mraz a sucho), ktoré vedu k produkcii zivotaschopného potomstva. Pre tvorbu samo-

3


mailto:peter.ferus@savba.sk

Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

udrzatelnej populacie, ktord zodpoveda naturaliza¢nej faze, mé vel’ky vyznam schopnost’ druhu
konkurovat’ domacej flore, produkcia allelochemikalii, odolnost’ vo¢i chorobdm a Skodcom,
»hadviazanie spoluprace® s miestnymi organizmami (prekonanie biotickych bariér). Potom
bude predzvest'ou prechodu k invaznemu Sireniu sa nadprodukcia semien, fragmentacia krajiny
a vyhovujuce habitaty v okoli novej populécie tvoriace prepojené bio-koridory /6, 7/.

Pokracujuce premieSavanie bioty v ¢asoch globalizacie moze priniest’ zaujimavé situécie,
kedy sa v novom prostredi Casto stretni druhy, ktorych koexistencia bola dovtedy vylucena.
Vysledok takychto stretov méze poukazat' na zaujimavé vlastnosti druhov v kontexte
presadenia sa v konkrétnom prostredi, ktoré mézu byt vyuzité vo vyvoji produktov na regulaciu
neziaducej vegetacie, a to hlavne na lokalitach, kde nie je klasickd chemické ochrana povolena
(chranené tUzemia). V tejto praci popisujeme viacero takyto stretov udrevin, ¢i uz
inSpirovanych prirodou alebo navodenych umelo.

MATERIAL A METODY

Vysledky tejto prace su vystupom terénneho vyskumu a externého nadobového pokusu.
Terénny vyskum sa realizoval v porastoch agatu bieleho (Robinia pseudoacacia L.) v susedstve
Arboréta Mlyiany a Narodnej botanickej zdhrady Centra pre ekologicky vyskum MAV vo
Vécratote, Mad’arsko, infestovanych naletmi ¢remchy neskorej (Prunus serotina Ehrh.) resp.
brestovca zapadného (Celtis occidentalis L.). Okrem merani rastovych parametrov (vyska —
Suunto PM-5/1520, Suunto, Finsko; priemer kmena vo vySke 1.3 m) ujedincov agatu
v kontaktnej zéne druhov na ploche 100 m? sme pocas slne¢nych augustovych dni na poludnie
odobrali pri rastovom vrchole stromu listy na analyzu koncentracie rozpustnych cukrov /8/,
celkovych aminokyselin /9/, ureidov /10/, rozpustnych proteinov /11/, celkového dusika /12/
a peroxidu vodika /13/.

V externom nadobovom pokuse bol testovany efekt 1% maceratov listov 4 z hl'adiska
obsahu allelochemikalii perspektivnych druhov drevin (orecha Cierneho (Juglans nigra L.),
brestovca zédpadného, beztvarca krovitého (Amorpha fruticosa L.) a cedrely ¢inskej (Cedrela
sinensis Juss.)) na rastové (hmotnost’ suSiny jednotlivych casti rastliny) a metabolické
parametre semenacov invazneho pajasena zliazkatého (Ailanthus altissima (Mill.) Swingle).
Pred a po 6 tyzdinovej aplikacii extraktov (100 ml na rastlinu 2 krat tyzdenne) sa odobrali vrchné
expandované listy na analyzu rozpustnych cukrov, koncentracie chlorofylov /14/ a peroxidu
vodika a zhodnotil sa rast rastlin.

Vysledky ziskané zo Siestich opakovani za kazdy variant boli podrobené dvoj- (lokalita
a infestacia) resp. jednofaktorovej analyze rozptylu za pouzitia Duncanovho testu (P<0.05).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V porovnani s Cistym porastom agatu sa vySka a priemer kmena u jedincov rasticich
spolu s naletmi ¢remchy neskorej preukazne nezmenili, no za pritomnosti brestovca zdpadného
bol vyskovy rast agatu spomaleny (Graf 1). Infestacia agatového lesa brestovcom sa odrazila
na viacerych metabolickych ukazovateloch (Tab. 1): doSlo k znizeniu obsahu celkovych
aminokyselin o 50%, ureidov a rozpustnych proteinov o tretinu a celkového dusika o Sestinu.
Koncentracia rozpustnych cukrov aperoxidu vodika sa signifikantne nezmenila. Takyto
vysledok poukazuje na poSkodenie funkcie dusikatého metabolizmu spdsobené
allelochemikaliami brestovca zapadného. Nedavno boli v listoch tohto druhu identifikované 2
flavonoidy:  2"-O-B-D-galaktopyranosylvitexin and  4"-o-rhamnopyranozyl-2"-O-B-D-
galaktopyranosylvitexin /15/, ktoré mohli negativne zasiahnut’ do nodula¢ného procesu, fixacie
dusika /16/ a vyrazne ovplyvnit' dusikati vyzivu agatu. Takto oslabené jedince vykazuju
zniZzenu konkurencieschopnost, ktord méze viest’ k ich pred¢asnému tthynu.
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Graf 1: Vyska (h) a priemer kmena vo vyske 1.3 m (d;3) stromov agatu bieleho (Robinia
pseudoacacia L., RP) rastuceho v lesnych porastoch samostatne alebo v zmesi s cremchou
neskorou (Prunus serotina Ehrh., PS) resp. brestovcom zapadnym (Celtis occidentalis L., CO).

Tab. 1: Metabolicka odozva agatu bieleho (Robinia pseudoacacia L., RP) na infestaciu lesnych
porastov naletmi ¢remchy neskorej (Prunus serotina Ehrh., PS) resp. brestovca zapadného
(Celtis occidentalis L., CO). Znacky: RC — koncentracia rozpustnych cukrov, AK —
aminokyselin, Ure — ureidov, Prot — rozpustnych proteinov, N — celkového dusika a H>O> —

peroxidu vodika v listoch, loc — lokalita, inf — infestacia.

Parameter Vieska n/Z., SK Vacratot, HU P
RP RP+PS RP RP+CO
RC (mg.g'! DW) 123+11 116+9 140+8 148+8 loc=n.s., inf=n.s.

AK (mg.g! DW) 8.93+0.96 9.64+1.04 9.01+0.64 4.96+0.41 loc=n.s., inf=***
Ure (umol.g' DW)  74.6+5.1 74.3+£5.0 87.5+£19.2  61.0+£5.7 loc=n.s, inf =n.s.
Prot (mg.g! DW)  2.58+0.10 2.56+0.16 0.34+0.02 0.20+0.01 loc=***inf=n.s.
N (mg.g! DW) 32.540.2  32.8+1.4  29.1+0.8  25.5£0.9 loc=*** inf="***
H,0> (ug.g' DW)  980+124  1158+69  1843+104 1993+172 loc=*, inf=n.s.

V pripade pajasena zliazkatého mal najvacsi supresivny ucinok extrakt z listov orecha
¢ierneho a cedrely Cinskej — preukazne znizili hmotnost’ suSiny listov na rastlinu (Tab. 2).
Narast koncentracie rozpustnych cukrov bol zaznamenany len u rastlin oSetrenych vyluhom
z orecha cierneho (cca 37%, Graf 2). Koncentracia chlorofylov poklesla len aplikaciou
maceratov z orecha Cierneho a brestovca zapadného. Signifikantny pokles obsahu peroxidu
vodika v listoch pajasenia sme pozorovali iba u variantu s orechom ¢iernym (cca o 27%). Tento
druh je znamy produkciou flavonoidu juglonu, ktorého silny allelopaticky u¢inok bol popisany
u mnohych druhov rastlin /17/. Z vysledkov metabolickych parametrov vieme vycitat, Ze
spomaleny rast listovej plochy pajasenia bol spdsobeny jeho negativnym vplyvom nielen na
asimiléciu dusika ale aj priamym tu¢inkom na rastovy proces /18-20/.
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Tab. 2: Efekt sest tyzdnovej aplikacie 1% maceratov listov allelopaticky aktivnych druhov
drevin na rastové charakteristiky semendcov pajasena zliazkatého (Ailanthus altissima (Mill.)
Swingle). Znacky: CC — kontrola pred zacatim aplikacie, C — kontrola po aplikacii destilovanej
vody, JUG — macerat z listov Juglans nigra L., CEL — Celtis occidentalis L., AMO — Amorpha
fruticosa L., CED — Cedprela sinensis Juss.), Wi — hmotnost susiny listov, Ws— hmotnost susiny
stonky, Wr — hmotnost susiny korena, W, — hmotnost susiny rastliny, R:S — pomer hmotnosti
susiny korena a nadzemnej hmoty rastliny.

Variant W, (g) W;s (g) Wk (g) Wrot (g) R:S
CcC 0.46+0.03 a 0.11+0.01 a 0.23+0.03 a 0.81+0.05 a 0.38+0.02 a
C 3.15+0.19 ¢ 1.07+0.05 b 2.71+0.14 b 7.04+0.49 b 0.60+0.04 b
JUG 2.54+0.10 b 1.001£0.06 b 2.63+0.15 b 6.46+0.31 b 0.77+0.06 c
CEL 2.69+0.14 bc 1.091+0.07 b 2.70+0.16 b 6.60+0.29 b 0.80+0.05 ¢
AMO 2.88+0.20 bc 1.17+0.08 b 2.85+0.14 b 7.08+0.38 b 0.68+0.02 bc
CED 2.6410.14 b 1.25+0.15 b 2.6010.11 b 6.67+0.13 b 0.64+0.02 b
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Graf 2: Koncentrdcia rozpustnych cukrov (RC), chlorofylov (chl. a+b) a peroxidu vodika
(H>03) vo vrchnych expandovanych listoch semenacov pajasena Zliazkatého (Ailanthus
altissima (Mill.) Swingle) pred (CC) a po oSetreni vyluhmi listov allelopaticky aktivnych druhov
drevin (JUG — Juglans nigra L., CEL — Celtis occidentalis L., AMO — Amorpha fruticosa L.,
CED — Cedrela sinensis Juss.).

ZAVER

Zéaverom mozno konstatovat’, ze allelochemikélie nepdvodnych rastlinnych druhov, ktoré
pouzivaju pri presadeni sa v novej domovine, mozno vyuzit cielene za ufelom eliminécie
konkrétnych casto nebezpecnych invaznych druhov. Na agét biely posobia vysoko supresivne
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allelochemikalie brestovca zapadného (in vivo alebo vo forme vyluhov) a pajasen zliazkaty sa
ukazuje byt citlivy na orech Cierny.
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THE EFFECT OF ARSENIC CONTAMINATION OF ENVIRONMENT ON PLANT
METABOLISM
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Kamycka 129,
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Summary

Arsenic (As) is not essential for plant metabolism. In soils, it forms a variety of inorganic and
organic compounds, of which inorganic forms are generally highly phytotoxic. In soil As
typically occurs as arsenate (As") and arsenite (As'!"), which is more toxic for plants. Being
present at high concentrations in plants, As induces a specific stress metabolism, determines
transport and elimination, and inhibits metabolic processes, such as changes of phytohormones
contents, photosynthetic processes etc. Unlike arsenate, arsenite reacts with sulphhydryl groups
of enzymes and tissue proteins, leading to inhibition of cellular function and death. Arsenite
penetrates the plant cuticle to a greater degree than AsY) and generally results in the loss of
turgor. Arsenic exposure generates reactive oxygen species through the conversion of As") to
As"D_ The significant impact of As on DNA methylation was found in plants.

Key words: arsenite, arsenate, N metabolism, photosynthesis, soil, toxic element

Souhrn

Arsen (As) neni nezbytny pro metabolismus rostlin. V pidach tvofi fadu anorganickych a
organickych sloucenin, z nichz anorganické formy jsou obecné vysoce fytotoxické. V pide se
As obvykle vyskytuje jako arseni¢nan (As") a arsenitan (As'!!), ktery je pro rostliny toxi&t&jsi.
Zvyseny piijem As indukuje specificky stresovy metabolismus rostliny, determinuje transport
a eliminaci v rostling, inhibuje metabolické procesy, jako jsou zmény obsahu fytohormond,
fotosyntetické procesy atd. Na rozdil od arseni¢nanu arsenitan reaguje se sulfydrylovymi
skupinami enzym a proteinti, coz inhibuje buné¢né funkce a konci ptes apoptosu jednotlivych
bunék odumienim celé rostliny. Arsenitan proniké do kutikuly rostliny vice nez AsY), coz vede
ke ztraté turgoru. Expozice As vytvaii nejen reaktivni formy kysliku pteménou As®") na As™,
ale v rostlinach vyznamné ovlivitiuje zmény methylace DNA.

Klicova slova: arsenicnan, arsenitan, fotosyntéza, metabolismus dusiku, puda, toxicky prvek

UvVoD

Epimutagenni arsen (As) patfi mezi toxické prvky, které jsou bézné zastoupeny
v zivotnim prostiedi. Podle Eislera /1/ je As dvacatym nejrozsifenéjSim prvkem v zemské kure.
V malych mnozstvich je prakticky vzdy pfitomen ve vSech zivocisnych tkanich a rostlinnych
pletivech. V Ceské republice nejsou zemédélské ptidy vyznamné kontaminované As, ale
problémem jsou nékteré lokality, kde se nachéazeji loziska barevnych a vzacnych kovi, ktera
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jsou doprovazena zvySenymi obsahy As. Mezi nejznam¢jsi oblasti patii Kutna Hora, kde bylo
ve stiedovéku téZeno stfibro a kde tato tézba zanechala vyznamnou kontaminaci zivotniho
prostifedi As. Hlavnim zdrojem As je zde arsenopyrit (FeAsS) a rizné sekundarni mineraly.
Oblast Mokrska je jednim z nejvétsich loZisek zlata v oblasti Ceského masivu. Ruda obsahuje
zvySené mnozstvi As (az 1 %), ktery je obsaZen zejména v arsenopyritu. V severoCeské
hnédouhelné panvi a v celé oblasti Krusnych hor je hnédé uhli velmi bohaté na pyrit (FeS»),
mezi jeho charakteristické doprovodné mineraly patii arsenopyrit a 16llingit (FeAsz). Pfi
spalovani tohoto vytéZzeného uhli dochéazi ke zvySené emisi oxidu arsenit¢ého do ovzdusi.
V minulosti byl As vyuzivan jako souc¢ést pesticidd, pfipravki pro impregnaci dieva, v menSim
mnozstvi ve farmaceutickém primyslu, aditiva do skla, pro veterinarni tcely, jako soucast
nékterych slitin apod. V soucasné dobé¢ je arsenit gallia vyuzivan ptfedevsim v elektronice pro
vynikajici polovodicové vlastnosti.

V piidé je As obsaZen piedeviim ve formé arseni¢nanu — As", ale pii nedostate¢ném
provzdusnéni pady nebo &innosti plidnich mikrobiot se redukuje na arsenitan — As' /2/.
Stanoveny byly i nizké obsahy methylovanych sloucenin As. Pfistupnost As pro rostliny je dana
intenzitou sorpce As v pude. Sorpce As je ovlivnéna zrnitosti pidy, pH pldy, obsahem
humusovych latek, obsahem aktivnich oxidl zeleza a hliniku i1 vlhkosti pidy. V podminkach
sucha jsou slouceniny As prakticky nepohyblivé. Neni potvrzeno, ze by As byl pro rostliny
nebo jiné organismy esenciadlnim prvkem, prestoze v nizkych koncentracich mize stimulovat
naptiklad rist rostliny /2/.

PRIJEM A TRANSPORT ARSENU ROSTLINOU

Rostliny pfijimaji As z padniho roztoku dvéma riznymi mechanismy v zavislosti na
valenci tohoto prvku: (i) As¥ soutéZi s Pi o pifjem transportnimi kanély tvofenymi proteiny
nazyvanymi Pi transportéry, (ii) As'! je pfijiman specifickymi transportnimi kanaly. Proteiny,
které tyto kanély tvoii, se nazyvaji akvaporiny /3.4/. Piijaty As' se véZe na proteinové
sulfydrylové skupiny, coz vede k degradaci membrany a bunécné smrti, coz je pro rostlinu
piiblizné 100krat toxic¢téjsi nez pfijem As". Organické methylované formy As jsou pro rostlinu
nejméné toxické a vyuzivaji ke vstupu do rostliny také akvaporinovy kanal /5/. Tolerance
rostliny k As zalezi na druhu rostliny a mize vychazet ze dvou strategii: omezeni piijmu As
(excluder) nebo akumulace tohoto prvku (akumulator). Prvni strategie zahrnuje omezeni piijmu
As kotfeny nebo omezeni jeho transportu do nadzemnich ¢asti rostliny. Rostliny kumulujici As
ho mohou ukladat v kofenech nebo ho pfemistuji do nadzemni casti. Podle Soudka et al. /6/
dvoud¢€lozné rostliny pfemistuji do nadzemni ¢asti vice As nez jednodélozné.

Rozdilnost v misté uloZzeni As naznacuje rozdilné mechanismy uchovani i transportu As
v rostlinach. Kumulace As v kofenech mlize byt soucasti strategie omezeni jeho piijmu. Pokud
je As translokovan do nadzemni ¢asti, mtize byt praveé transport kofeny-nadzemni ¢ast dilezity
pro toleranci, tak je tomu napt. u hyperakumulatort As Pteris vittata nebo P. cretica. Rostliny,
které oznaCujeme jako hyperakumuléatory, hromadi ve svych pletivech mimofadné vysoké
mnozstvi As (vice nez 0,1 %), aniz by vykazovaly jakékoliv pfiznaky toxicity. Mezi zndmé
hyperakumulatory As patfi jiz zminéné P. vittata nebo P. cretica, ale také P. longifolia and P.
umbrosa /'1/. Vysledky analyz rostlinnych pletiv ukézaly, Ze ptiblizn€ 90 % z celkového obsahu
As je v pletivech obsazeno jako As'", a to i piipadé, Ze rostlina roste v substratu s pfevazujicim
obsahem As" /3/. Vysokou kumulaci As v rostliné umoziuje redukce As" na As'"!, ktera probiha
predevsim v kotfenech, jak potvrzuji vysledky pokusti s P. cretica /8/. Raab et al. /9/ a Liu et al.
/10/ prokazali, ze tvorba komplext As s fytochelatiny (PC) redukuje translokaci As z kotenti
do nadzemni Casti rostliny. Tolerance P. cretica k akumulovanému As neni zaloZena na tvorbé
As komplexii s PC/8,11/, ale na transportu As'! do vakuol listii /12/. To je ve shodé s vysledky
ukazujicimi expresi arsenatreduktasy PcACR2 redukujici podstatnou ¢ast As jiz v kotenech /8/.
Translace As z kofen do listl je zajiSténa arsenit transportérem PcACR3, coZz potvrzuji
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vysledky stanoveni jednotlivych specii As (As¥, As™") a obsahu komplexu As"-PC2 v listech
a kotenech P. cretica /8/. Z hlediska celkové akumulace As je obsah komplexti PC s As'! v

téchto kapradinach bezvyznamny /8,13,14/.

FYTOTOXICITA ARSENU A STRES ROSTLINNEHO METABOLISMU

Expozice As ma nepfiznivy vliv na fadu morfologickych, fyziologickych i
biochemickych procesti v rostling /15/. AsV je analogem fosfatu, ktery interferuje s jeho
metabolismem fosforylaci a syntézou ATP. As™ miize zménit konfiguraci a katalytické
fungovani proteint vazbou na sulfhydrylové skupiny /4/. Redukce AsY na As™ v rostlinnych
bunkach indukuje oxidacni stres zvySenim produkce reaktivnich forem kysliku ovlivitujicich
regulaci riznych metabolickych drah. Reakce rostlin na As stres se 1i§i v zavislosti na druhu
rostliny. Prvnim projevem stresu je sniZzena tvorba biomasy. Zemanova et al. /15/ udavaji pokles
vynosu nadzemni biomasy Spendtu rostoucim na pid€ kontaminované 100 mg As/kg o 57 %.
V ptipad¢ hyperakumulatoru P. cretica byl pokles nizs§i — 37 % v porovnani s kontrolou.
Vyznamny je vliv As na metabolismus N a C v rostlin€. Toxicita As vétSinou zpiisobuje zménu
v obsahu nitradtového N v rostlindch jako duasledek naruseni aktivity enzymi nitrat- a
nitritreduktasy. Hromadény amonny N se miize stat toxickym pro rostliny, protoze mtize
zpisobit inhibici asimilace CO», poSkozeni struktury chloroplasti, hormondlni nerovnovahu
apod. /16/. Zmény v metabolismu N se vyznamné odrazeji v hladinach aminokyselin, jak
ukazuji napt. publikace /17,18/ a dalsi. Podle Zemanové et al. /15/ v rostlindch Spenatu se
vlivem As stresu obsah volnych aminokyselin zvySoval piiblizné€ o 30 %, zatimco u P. cretica
byl zjiStén opacny trend — pokles obsahu volnych aminokyselin az o 50 % v porovnani s
kontrolou. U obou rostlin rozhodujici podil z celkového obsahu aminokyselin tvotila glutamova
rodina (40-50 %). Zmény v metabolismu N se odraZeji pfedev$im v transportnich
aminokyselindch — v obsazich kyseliny glutamové a kyseliny asparagové a jejich amidech —
glutaminu a asparaginu. Tyto dva aminy jsou nezbytné pro syntézu cytokinind. Dalsi
vyznamnou aminokyselinou pro biosyntézu cytokinint je glycin, ktery mtze oddalit senescenci
prostiednictvim zvySené biosyntézy chlorofylu /18/. Soucasné glycin hraje vyznamnou tlohu
v toleranci rostliny k As a je povazovan za vyznamny indikator zmén metabolismu C v rostling.

Vysledky analyz ukazuji vyznamnou inhibici parametri fotosyntézy se zvySujicim se
obsahem As v rostliné. Byl stanoven pokles obsahu celkového chlorofylu i1 karotenoidi
v listech rostlin. Obsah téchto pigmentli je vyznamnym ukazatelem tolerance rostliny k As.
Soucasné byla potvrzena korelace mezi vynosem suché biomasy a témito parametry /19,20/.

Arsen indukuje epigenetické zmény v organismu, které vedou ke snizeni nebo zvySeni
methylace DNA. Analyza procentudlniho obsahu 5-methylcytosinu v nadzemni biomase P.
cretica ukazala pokles methylace DNA ptedevsim ve starych listech /21/.

ZAVER

Kontaminace prostiedi As vyznamné ovlivitluje metabolismus rostlin. Reakce rostlin na
As stres se 1181 v zavislosti na druhu rostliny. Prvnim projevem stresu je snizena tvorba biomasy.
Arsen inhibuje metabolické procesy, jako jsou zmény obsahu aminokyselin, fytohormont,
fotosyntetické procesy atd. Zmény v metabolismu N se odrazeji predevsim v transportnich
aminokyselinach — v obsazich kyseliny glutamové a kyseliny asparagové a jejich amidech —
glutaminu a asparaginu. Vysledky analyz ukazuji vyznamnou inhibici parametrti fotosyntézy i
epigenetické zmény se zvySujicim se obsahem As v rostling.

LITERATURA

/1/ Eisler, R.: Eisler's encyclopedia of environmentally hazardous priority chemicals. Elsevier, Amsterdam, 2007, 950
.

/2/ Szakova, J., Mihaljevi¢, M., Tlustos, P.: Mobilita, transformace a zakladni metody stanoveni sloucenin arsenu v ptidé
a rostlinach. Chemické Listy, 101(5), 2007: 397—405.

10



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

/3/ Farooq, M.A., Islam, F., Ali, B., Najeeb, U., Mao, B., Gill, R.A., Yan, G., Siddique, K.H.M., Zhou, W.: Arsenic
toxicity in plants: Cellular and molecular mechanisms of its transport and metabolism. Environmental and
Experimental Botany, 132, 2016: 42-52.

/4/ Martinez-Castillo, J.I., Saldana-Robles, A., Ozuna, C.: Arsenic stress in plants: A metabolomic perspective. Plant
Stress, 3, 2022: 100055.

/5/ Kumar, S., Dubey, R.S., Tripathi, R.D., Chakrabarty, D., Trivedi, K.P.: Omics and biotechnology of arsenic stress
and detoxification in plants: current updates and prospective. Environment International, 74, 2015: 221-230.

/6/ Soudek, P., Vichova, L., Valenova, S., Podlipna, R., Mala, J., Van¢k, T.: Arsen a jeho piijem rostlinami. Chemické
Listy, 100(5), 2006: 323-329.

/7! Zhao, F.J., Dunham, S.J., McGrath, S.P.: Arsenic hyperaccumulation by different fern species. New Phytologist,
156(1), 2002: 27-31.

/8/ Popov, M., Zemanova, V., Sacky, J., Pavlik, M., Leonhardt, T., Matousek, T., Kana, A., Pavlikova, D., Kotrba, P.:
Arsenic accumulation and speciation in two cultivars of Pteris cretica L. and characterization of arsenate
reductase PcACR2 and arsenite transporter PcACR3 genes in the hyperaccumulating cv. Albo-lineata.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 216, 2021: 112196.

/9/ Raab, A., Ferreira, K., Meharg, A.A., Feldmann, J.: Can arsenic—phytochelatin complex formation be used as an
indicator for toxicity in Helianthus annuus? Journal of Experimental Botany, 58(6), 2007:1333-1338.

/10/ Liu, W.J., Wood, B.A., Raab, A., McGrath, S.P., Zhao, F.J., Feldmann, J.: Complexation of arsenite with
phytochelatins reduces arsenite efflux and translocation from roots to shoots in Arabidopsis. Plant Physiology,
152(4),2010: 2211-2221.

/11/ Zhao, F.J., Ma, J.F., Meharg, A.A., McGrath, S.P.: Arsenic uptake and metabolism in plants. New Phytologist,
181(4), 2009: 777-794.

/12/ McGrath, S.P., Zhao, F.-J.: Phytoextraction of metals and metalloids from contaminated soils. Current Opinion in
Biotechnology, 14(3), 2003: 277-282.

/13/ Zhao, F.J., Wang, J.R., Barker, J.H.A., Schat, H., Bleeker, P.M., McGrath, S.P. (2003): The role of phytochelatins
in arsenic tolerance in the hyperaccumulator Pteris vittata. New Phytologist, 159(2), 2003: 403—410.

/14/ Raab, A., Feldmann, J., Meharg, A.A.: The nature of arsenic-phytochelatin complexes in Holcus lanatus and Pteris
cretica. Plant Physiology, 134(3), 2004: 1113-1122.

/15/ Zemanova, V., Pavlikova, D., Hnilicka, F., Pavlik, M.: Arsenic toxicity-induced physiological and metabolic
changes in the shoots of Pteris cretica and Spinacia oleracea. Plants — Basel 10, 2021: 2009

/16/ Bittsanszky, A, Pilinszky, K, Gyulai, G, Komives, T.: Overcoming ammonium toxicity. Plant Science, 231,
2015:184-90.

/17/ Pavlik, M., Pavlikova, D., Staszkova, L., Neuberg, M., Kaliszova, R., Szakova, J., Tlustos, P.: The effect of arsenic
contamination on amino acids metabolism in Spinacia oleracea L. Ecotoxicology and Environmental Safety,
73(6), 2010: 1309-1313.

/18/ Pavlikova, D., Zemanova, V., Pavlik, M., Dobrev, P.I., Hnili¢ka, F., Motyka, V.: Response of cytokinins and
nitrogen metabolism in the fronds of Pferis sp. under arsenic stress. Plos One, 15(5), 2020: €0233055

/19/ Karimi, N., Shayesteh, L.S., Ghasmpour, H., Alavi, M.: Effects of arsenic on growth, photosynthetic activity, and
accumulation in two new hyperaccumulating populations of Isatis cappadocica Desv. Journal of Plant Growth
Regulation, 32, 2013: 823-830.

/20/ Zemanova, V., Pavlikova, D., Hnilicka, F., Pavlik, M., Zamec¢nikova, H., Hlavsa, T.: A comparison of the
photosynthesis response to arsenic stress in two Pteris cretica ferns. Photosynthetica, 59, 2021: 228-236.

/21/ Zemanova, V., Popov, M., Pavlikova, D., Kotrba, P., Hnilicka, F., Ceska, J., Pavlik, M.: Effect of arsenic stress on
5-methylcytosine, photosynthetic parameters and nutrient content in arsenic hyperaccumulator Pteris cretica
(L.) var. Albo-lineata. BMC Plant Biology, 20, 2020: 130.

Podékovani
Uvedena prace vznikla za finanéni podpory projektu NutRisk Centre reg. ¢.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000845.

11



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

Prednasky

12



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

VLIV ZASOLENI NA VYBRANE FYZIOLOGICKE PARAMETRY
LISTOVE ZELENINY

INFLUENCE OF SALINITY STRESS ON SELECTED PHYSIOLOGICAL PARAMETERS
OF LEAF VEGETABLES

Franti$ek Hnilicka!, Helena Hnilickova!, Ivica Pivkové4?, Jan Kodet!, Jan Kukla?, Margita
Kuklova?
'Ceska zemédélska univerzita v Praze, FAPPZ, Katedra botaniky a fyziologie rostlin, Kamycka
129, 165 00 Praha 6, hnilicka@af.czu.cz
’Institute of Forest Ecology of the Slovak Academy of Sciences, I. Stiira 2, 960 53 Zvolen,
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Summary

Influence of salinity stress (0 mM NaCl, 50 mM NaCl, 75 mM NacCl, 100 mM NacCl and 125
mM NaCl) on the rate of gas exchange in selected leafy vegetable species: Valerianella locusta,
Lactuca sativa and Tetragonia tetragonioides was studied. The obtained results show that
increased concentrations of NaCl, especially 100 and 125 mM NacCl, are toxic for plants of the
species. The species Lactuca sativa and Tetragonia tetragonioides can be included in the group
of plants that are tolerant to salinity. Conversely, Valerianella locusta can be classified as a
salt-sensitive plant. Salt stress causes a reduction in the rate of photosynthesis and transpiration.
The results show that there are differences in the measured physiological characteristics
depending on the salt concentration and the duration of its action.

Key words: salinity stress; gas exchange; Lactuca sativa; Tetragonia tetragonioides,
Valerianella locusta

Souhrn

V pokusu byl sledovan vliv zasoleni (0 mM NaCl, 50 mM NacCl, 75 mM NaCl, 100 mM NaCl
a 125 mM NaCl) na rychlost vymény plynti u rostlin polnic¢ku, salatu a ¢tytboce. Ze ziskanych
vysledki vyplyva, ze pro rostliny polnicku jsou toxické zvySené koncentrace NaCl, predevsim
100 a 125 mM NaCl u zbyvajicich druhti se tento trend zcela nepotvrdil. Salat a ctyibo¢ 1ze
zafadit do skupiny rostlin, které jsou tolerantni k zasoleni. Naopak polnic¢ek lze zaradit do
skupiny rostlin citlivych k zasoleni. Solny stres zptsobuje snizeni rychlosti fotosyntézy a
transpirace. Z vysledkli je patrné, ze existuji rozdily v méfenych fyziologickych
charakteristikach v zavislosti na koncentraci soli a délce jejiho plisobeni.

Klicova slova: salinita; vymeéna plynii; Lactuca sativa; Tetragonia tetragonioides; Valerianella
locusta

UVOD

Nadbytek soli v ptidnim roztoku je jednim ze zékladnich stresovych faktorii plisobicich
na rostliny /7/. Podle webu eagri.cz mira zasoleni piidy v Ceské republice se tyka velmi malého
uzemi, pokud se ale na tento jev zamétime v celosvétovém méftitku, koncentrace soli v ptidach
se zvysuji (10 %).

Reakce rostlin na zasoleni byly rozdéleny do dvou hlavnich fazi. V prvni fazi dochézi ke
sniZeni rastu nezévislé na iontech, ke kterému dochézi v fddu minut az dni. Zptisobuje uzavieni
pruduchi a inhibici ristu bun¢k predevSim v rastovém vrcholu rostliny /10/. V druhé fazi
béhem nékolika dni az tydnt nardstaji hladiny cytotoxickych iontl, jakymi jsou vysoké
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koncentrace Na', CI', nebo SOs*, které zpomaluji metabolické procesy, snizuji piijem
esencialnich zivin, jako jsou P, K, N a Ca, zplisobuji pfedcasné starnuti, a nakonec bunéc¢nou
smrt /12,16/. Podle tolerance rostlin k zasoleni je /9/ rozdéluji na dvé skupiny: halofyty a
glykofyty. Podle miry pfizptisobeni k salinit¢ je rozdé€luji do tii skupin, na obligatni, fakultativni
a pfechodné.

Vliv zasoleni na rostliny mizeme rozdé¢lit na ptimé a neptimé vlivy. Mezi pfimé vlivy
patii dle /14/ poskozeni pupent, nezdievnatélych vyhonkt a kiiry, odumirani kambia, nekrozy
a predCasny opad listl. Mezi nepiimé (sekundarni) vlivy zahrnuji uvedeni autofi iontovy stres
(jednostranné nahromadéni iontli Na* a CI" v pletivech rostlin, osmoticky stres, ktery se odrazi
ve snizenim piijmu vody a projevuje se nahlym usychanim, omezeni ptijmu diilezitych iontd.
Zasoleni muze rostlinu ovliviiovat riznym zplisobem. Vysokd koncentrace soli zpusobuje
ztraty vody a vyvolava v rostlin€ stres zpisobeny vodnim deficitem.

Salinita zpisobuje nerovnovahu i v mineralni vyzivé rostlin. Miize dojit k inhibici
enzymut Calvinova cyklu, jez mé za nasledek vyvolani oxidativniho stresu v burice, nebo
dochdzi ke zméndm v osmotickém potencialu vodniho roztoku /13/.

Rostliny reaguji na zménu vnéjsiho osmotického tlaku akumulovanim osmolytl, mezi
které patfi cukerné alkoholy, sacharidy, nebo polarni metabolity /1/. Pokud plisobenim
vysokych koncentraci soli nastava omezeni fotosyntézy, okamzité se zvysuje produkce ROS
(reaktivni formy kysliku). Jejich mnozstvi je vSak omezeno rychlosti tvorby, reakce s lipidy,
proteiny a jinymi makromolekulami,rychlosti jejich degradace a rychlosti reakce
antioxidativniho systému bunky /6/. Na zdkladé vyse uvedeného bylo cilem pokusu stanovit
zmény v rychlosti vymeény plynti u vybranych druhti listové zeleniny v zavislosti na koncentraci
soli v roztoku a délce expozice.

MATERIAL A METODY

V castecné fizenych podminkach skleniku, pii teploté 25 °C ve dne a v noci 20 °C, byly
v ptirozenych svételnych podminkach péstovany tii druhy listové zeleniny: polnicek
(Valerianella locusta), salat (Lactuca sativa) a Ctyitbo¢ (Tetragonia tetragonioides). Rostliny
byly péstovany v nadobach 11 x 11 cm, v zahradnim substratu. Schéma pokusu zahrnovalo
celkem pét variant: kontrola (0 mM NaCl), 50 mM NaCl, 75 mM NaCl, 100 mM NaCl a 125
mM NaCl. Roztok chlodridu sodného byl aplikovan formou zéalivky v modifikovaném Zivném
roztoku dle Hoaglanda €. 3. V pribéhu pokusu se uskute¢nilo 6 méteni v nasleducjicm ¢asovém
intervalu: 0, 1, 3, 7, 10 a 14 dnti po zah&jeni pokusu.

Rychlost fotosyntézy a transpirace byly sledovany pomoci infracervené¢ho analyzatoru
plyni LCpro+ (ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, Velka Britanie). Méfeni uvedenych
fyziologickych parametrii se uskutecnilo na zékladé¢ metodickych pokust /3/, pfi zachovani 5
opakovani.

Statistickd analyza dat se uskutecnila pomoci softwaru STATISTICA, verze 12 (StatSoft
Inc.) pti zachovani 5 opakovani a hladin¢ vyznamnosti a=0,05.

VYSLEDKY A DISKUSE

Graf 1 popisuje vliv druhu rostliny a varianty pokusu na rychlost fotosyntézy. Z n¢ho
vyplyva, Ze nejvyraznéjsi pokles rychlosti fotosyntézy byl zaznamenén u rostlin polnicku, které
vykazovaly snizeni rychlosti fotosyntézy v porovnani s kontrolouy a variantou stresovanou o
65 % (125 mM NaCl). U rostlin salatu byl pokles rychlosti fotosyntézy o 48 %. U rostlin
ctytboce byl tento pokles 14 %. Z grafu 1 tedy vyplyva, ze na zasoleni nejcitlivéji reagovaly
rostliny polni¢ku a jako tolerantni se jevi rostliny ctyfboce. Pokles rychlosti fotosyntézy u
sledovanych druhti rostlin je dan snizenim stomatélni vodivosti. Lze tedy obecné konstatovat,
ze vlivem pusobenti stresoru se snizuje rychlost fotosyntézy. Tento zavér u baby salatu potvrzuje
také /10/. Podle /15/ je CtyiboC rostlina halofytni, kterd toleruje vyssi koncentrace soli v
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prostiedi, 1 presto snizuje fotosyntézu. Tento zavér byl v uvedené praci potvrzen. Obdobné jako
merlik ¢ilsky na vyssi koncentraci soli reagovaly rostliny polni¢ku a salatu /2/.
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Varianta

® Vallerianella locusta ~ wLactuca sativa  » Tetragonia tetragonioides

Graf 1: Rychlost fotosyntézy (umol COz,cm™.s™!) juvenilnich rostlin listové zeleniny ovlivnéné
rozdilnou koncentraci soli.

3,000

2,500 -

2,000 -

£l

race

1,500

mM I'Izc-’."'lfl.'.ll)'f 3

Rychlost transp
=
S
=

0,500 -

0,000 -

Kontrola 50 mM 75 mM 100 mM 125 mM
Varianta

w Valerianella locusta ~ mLactuca sativa = Tetragomia tetragonioides

Graf 2: Rychlost transpirace (mmol H>O,cm™.s) juvenilnich rostlin listové zeleniny ovlivnéné
rozdilnou koncentraci soli.

V grafu 2 jsou uvedeny primérné hodnoty rychlosti transpirace sledovanych druha
zelenin v zéavislosti na koncentraci soli v roztoku. Z uvedeného grafu je patrné, ze shodné s
fotosyntézou byl nejvyraznéjsi pokles rychlosti transpirace u rostlin polnicku, ktery vykazoval
jeji snizeni v porovnani kontrolni varianty a varianty stresované¢ 125 mM NaCl, o 82 %. U
rostlin salatu byl pokles rychlosti transpirace o 60 %. U rostlin ctyfboce tento pokles byl 48 %.

Na zéklad¢ uvedenych vysledkil lze konstatovat, Ze na zasoleni nejcitlivéji reagovaly
rostliny polnic¢ku a jako tolerantni se jevi rostliny ¢tytboce. Vysledky potvrzuji tvrzeni /8/, ze
intenzita fotosyntézy souvisi s transpiraci. Pfesto mezi témito parametry nebyla u listové
zeleniny nalezena piima umeéra poklesu hodnot. Z vysledkii pokusu je patrné, ze salinita snizuje
rychlost transpirace u vSech sledovanych druhi ve vSech stresovanych variantach. To doklada
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1 /5/, kteti sledovali vodni defit u kukufice a /4/, ktefi sledovali vliv zasoleni na Atriplex
nummularia. Snizeni transpirace v ramci vodniho deficitu uvadi také /6/

ZAVER

Ze ziskanych vysledkil je patrny mezidruhovy rozdil v reakci na dobu expozice a
koncentrace NaCl v roztoku, kdy druhy Lactuca sativa a Tetragonia tetragonioides lze zatadit
do skupiny rostlin, které jsou tolerantni k zasoleni. Naopak na stran¢ druhé druh
Valerianella locusta 1ze zatadit do skupiny rostlin citlivych k zasoleni. Sledované fyziologické
parametry se snizovaly v zavislosti na koncentraci soli v roztoku a na délce expozice.
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Summary

Currently, spent coffee grounds are mostly disposed of as worthless waste. However, used
coffee grounds can be processed and further used. In our experiment, spent coffee grounds were
first torrefied into biochar. The moisture content, ash content, elemental composition and
combustion heat were determined for each biochar sample. Next, the phytotoxicity of the
aqueous extract was tested using the cress test. The non-torrefied sample and the sample treated
at 250°C were the most toxic. The sample treated at 350°C performed best of all the tested
samples. This sample can be applied to the soil, because, as the germination index was higher
than 50%.

Key words: pyrolysis, waste, phytotoxicity, garden cress, germination

Souhrn
V soucasné dobé¢ se pouzita kdvova sedlina vétsinou likviduje jako bezcenny odpad. Pfitom ji
1ze zpracovat a dale vyuzit. V nasem experimentu byla pouzita kdvova sedlina nejprve torrefikci
upravena na biouhel. U kazdého vzorku biouhlu byl stanoven obsah vlhkosti a popela, prvkové
slozeni a hodnota spalného tepla. Dale byla testovana fytotoxicita vyluhi pomoci fefichového
testu. Nejvice toxicky byl ptivodni vzorek a vzorek upraveny pii 250 °C. Ze vSech testovanych
vzorkl dopal nejlépe vzorek upraveny pii teploté 350 °C. Kdy tento vzorek je mozné aplikovat
do pidy, jelikoz index kli¢ivosti je vyssi jak 50 %.

Klicova slova: pyrolyza, odpad, fytotoxicita, rericha seta, kli¢eni

INTRODUCTION

Coffee is the most consumed beverage in the world after tea. A large amount of waste is
generated during coffee processing. More than 90% of spent coffee grounds (SCG) are currently
disposed of as worthless waste. SCG is a waste rich in cellulose, hemicellulose, lignin, and
other valuable substances. Improper management of SCG is a serious environmental problem
due to the high oxygen consumption during decomposition. Furthermore, residual caffeine,
tannin and polyphenols may be released /3,12/. However, the spent coffee grounds can be
further utilized and can produce value-added material.

The biochar production from SCG is one approach to mitigate climate change,
greenhouse gases and waste management /11/.

According to the International Biochar Initiative, biochar is “a solid material obtained
from the carbonization of biomass”. Biochar is produced from waste biomass by pyrolysis at a
wide temperature range from 100 to 700 °C without air /8/. Biochar is a material with high
carbon content (5-95%). In general, the lower the pyrolysis temperature, the more carbon is
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retained in the biomass. At the same time, it should be noted that biochar production is only
advantageous if pyrolysis is carried out at low temperatures and low oxygen concentration /7/.
Biochar has versatile uses and many advantages; it is environmentally friendly, inexpensive
and can be produced from any biomass source. It can also contribute to a reduction of CO»
emissions. It can be used as a soil additive as its structure allows it to bind and retain water in
the soil. At the same time, it allows for better aeration and promotes microbial activity and
nutrient transfer /3,4/. A potential risk that biochar poses to plants is its possible toxicity.

MATERIALS AND METHODS

A lignocellulosic material of plant origin — spent coffee grounds - was used in the
experiment.

The material was first processed by torrefaction at 0°C; 250°C; 300°C; 450°C and 550°C
at the Technical Faculty of CZU in a thermogravimetric analyser LECO TGA 701.

Moisture, ash content, combustion heat and elemental analysis were measured for each
sample. Moisture and ash contents were determined by thermogravimetric analyser LECO
TGA701. The combustion heat was measured with a Loper AC600 isoperibolic calorimeter
with controlled combustion. Elemental analysis was measured using a LECO CHN628+S
elemental analyser.

The obtained biochar samples were further tested for possible phytotoxicity using the so-
called cress test. An aqueous extract was prepared from the torrefied material according to
method /6/.

The toxicity of biochar water extracts was evaluated on seeds of garden cress (Lepidium
sativum L).

Thirty seeds were placed in a Petri dish lined with one sheet of filter paper previously
moistened with test solution (5 ml). Distilled water was used as the control. Five Petri dishes
were prepared for each testing variant. The Petri dishes were germinated in an incubator for 48
hours in the dark at 25°C.

The germination index, which is an indicator of biochar toxicity, was calculated using:

k, X1,
ke X 1
kv - germination percentage of the sample
kk - germination percentage of the control variant
ly - average root length of the sample (mm)
lx - average root length of the control (mm)

Gl =

x 100 [%)]

Root and hypocotyl lengths were also measured for each sample.

A seed was considered physiologically germinated if the radicle was longer than 2 mm.
Analysis of variance (ANOVA) and Tuckey's test were used to evaluate the results using
STATISTICA 12.0 CZ software at 0.05 level of significance.

RESULTS AND DISCUSSION

The measured values of the monitored parameters of the aqueous extracts from the SCG
are shown in Table 1. In the non-torrefied sample, the index of germination (GI) value was 11 %.
Compared to the sample torrefied at 250°C, which showed phytotoxic effects. According to /1/,
organic compounds present in SCG may inhibit plant germination or growth. In particular,
polyphenols, caffeine and tannins are of concern. The degree of phytotoxicity decreased with
increasing torrefaction temperature. The SCG sample at 350°C reached 109% of the
germination index.
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For possible soil application, the germination index needs to be at least 50 % as
recommended by paper /6/. This test shows that the tested samples SCG300, SCG350, SCG450
and SCG550 can be applied to soil as a soil amendment after torrefaction. Other parameters
observed were average root length and hypocotyl length. The longest radicle and hypocotyl
were found in SCG350 variant 22.02 and 7.25 mm respectively. The results of elemental
analysis, moisture content, ash content and combustion heat are presented in Table 2.

The moisture content of the non-torrefied sample is 8.22 wt.%. At a torrefaction
temperature of 250°C, the moisture content of the sample was rapidly reduced to only 0.86%
by the weight of the material. Due to the increasing temperature of the torrefaction process, the
moisture content of the following samples increased. The highest moisture content (6.17 wt.%)
was recorded at a pyrolysis temperature of 550 °C. The given results are in agreement with the
work of /5/. Along with the moisture content, the hydrogen level also decreased as the
torrefaction temperature increased. The hydrogen level decreased from 6.86 % for SCGO to
2.77 % for SCG550.

The carbon content of the material also increased with increasing torrefaction
temperature. Between the non-torrefied sample temperature and 550 °C, the carbon content
increased by 27.27 wt.%. Similar results were also reached by /5/ and /7.

The nitrogen content increased from 2.41 % for SCGO to 4.36 % for SCG550. The ash
fraction increased from 1.74 % for SCGO to 7.4 % for SCG550. The ash content was slightly
higher than the measured values of /1/, whose values did not exceed 1.30%. The normal ash
content in solid biomass is usually around 2 - 4 % /2/.

The sulphur content in the non-torrefied sample and in the samples after subsequent
torrefaction is negligible.

Tab. 1: Phytotoxicity effect of SCG water extract on the germination of Lepidium sativum L. seeds
after 48 hours.

gf(l))lfrlll(tl Zzgi)ele Final temperature GI [%] 1Ae¥16grta}llg[enr1(r)r?]t Average hE]nIl (r)1(1:]0 tyl length
Control Distilled water 100 £ 0,00% [19,60 + 0,76 7,18 +£ 0,522
SCGO (non- torrefied) 11+ 1,46° 5,35+0,5° <0,01 + 0,00°
SCG250 250 °C <1+0,07° 6,98 + 0,32° 0,01 +0,01°
SCG300 300 °C 84 +6,38 |17,33+0,51% 4,90 + 0,42¢
SCG350 350 °C 109 + 8,83° | 22,02 +0,83¢ 7.25+0,212
SCG450 450 °C 87+5,01° | 17,93 +1,02° 5,91 +0,27%
SCG550 550 °C 57+4,76¢ | 11,87+0,37¢ 2,59 + 0,474
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Tab. 2: Spent coffee grounds waste elemental analysis.

pT0°0 F 90708 JI00F8EE | 0000FCS00 | F0OOFOLY | alOOFLLT | 800FE0TS | «600FO0FL |F00FLID . 058
ST00 F L0 8T AT00FCCS | 0000FE00 | Il 0Fe5t | -800FSO€E | BCOFS008 | sbOOF LSO |pl00FHOC Yo 0SH
T0°0 FOT°EE TO0FTLL | -1000F900 | :I00F66€E | pTIOFELD | eQT0OFO6LL | FOOFSIT 2500 FSO°T 2 0SE
;100 FSO0TE pF00OFSSFT | 00007600 | pBOOFHHE | £00FE80Q | oIFOF60CTL | lOFO0E |abOOFOFT s 00E
20007 85SC #T0FCC8C | V000FCIO | sI00FO0LT | <LTOFI60 | 000FC000 | «LOOFO00C |<£00F980 e 05T
600 F €T €T SOOFSIFE | L000FS00 | «COOFIHT | 600F 080G | SOOFLLHS | oS00FHLT |E00FTTS |  (pogemoy
-uot)
(-89 (1] 382y wonsnquue) [wy2:] O [wye]s| TwyeelN| TwyelH [wgoc] o [wgee]usy | [26] amustoly sadurEs
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CONCLUSIONS

The results of the phytotoxicity test show that the non-torrefied SCG samples and the
samples torrefied at 250°C are toxic and unsuitable for use in crop production. The heat
treatment at higher temperatures breaks down various naturally occurring substances in the non-
torrefied material. This has a negative effect on germination. The sample treated at 350 °C can
be applied as a soil amendment. It had the best parameters of germination in phytotoxicity test,
this sample also showed the highest value combustion heat.
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ZMENY V ZLOZENI TERPENOV SMREKA PO POSOBENI NAHLEHO
OSLNENIA

CHANGES IN SPRUCE TERPENE COMPOSITION AFTER SUDDEN INCREASE IN
SOLAR RADIATION
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Summary

Norway spruce (Picea abies (L.) H. Karst) trees at the newly created forest edges are suddenly
more radiated and heated, and they produce more terpenes — primary insect pest attractants.
Therefore, spruce forest edges are thought to have a higher predisposition for the infestation by
bark beetle Ips typhographus (L.), the most important pest in European Norway spruce forests.
The aim of this work was to determine the differences in the chemical composition of spruce
phloem terpenes between the trees on the newly created forest edge and the trees in forest
interior. Using gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS), we analyzed phloem
samples from 12 Norway spruce trees (six trees at the edge, six trees in the interior) immediately
after the formation of the edge (preselection) and 42 days later (experiment). A significant
increase (1.2 - 8x) was found in the content of monoterpenes a-pinene, B-pinene, [-
phelandrene, 6-3-carene, limonene and myrcene and sesquiterpene germacrene.

Key words: Norway spruce, phloem, monoterpenes, newly created forest edge stand

Stthrn

Novovzniknuté porastové steny smreka obycajného (Picea abies (L.) H. Karst) su
v podmienkach nahleho oslnenia kvdli zvySenej produkcii terpénov pritazlivé pre nalet
lykozrita smrekového (Ips typographus L.), najvyznamnejSiecho Skodcu Europskych
smrekovych porastov. Ciel'om tejto prace bolo zistit’ rozdiely v chemickom zloZeni terpénov
floému smreka medzi stromami na ¢erstvo vytvorenej porastovej stene a stromami vo vnutri
porastu. Pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS) sme
zanalyzovali vzorky floému z vybranych 12 jedincov smreka obyc¢ajného (6 stromov porastova
stena, 6 stromov vnutro porastu) ¢erstvo po vytvoreni porastovej steny (predvyber) a o 42 dni
neskor (experiment). Zistili sme zmeny v zloZeni terpénov, pri¢om z monoterpénov vyznamne
(1,2x — 8x) stipol obsah a-pinénu, B-pinénu, B-felandrénu, 8-3-karénu, limonénu a myrcénu a
zo seskviterpénov bol vyrazny narast pri terpéne germakrén.

Klucove slova: smrek obycajny, floém, terpény, novovzniknuta porastova stena

UVOD

Dosledkom zmeny klimy méze ddjst’ k znizeniu produkcnej funkcie lesa vplyvom sucha,
¢i k rychlejSiemu rozkladu organickej hmoty, a nasledne k vyS$Sej dostupnosti Zivin.
Preto mozno ocakavat posun vyskytu lesnych drevin do vys$Sich nadmorskych vySok /1/.
Dalsim nasledkom klimatickych zmien méoze byt zvysenie frekvencie obdobi horaéav a sucha,
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ktoré maju vplyv na distribciu a nachylnost’ stromov na r6zne abiotické a biotické stresory /3;
5; 7/. Terpény zohravaju tulohu ako zdkladné signaly pre vyber hostitel'a lykozratom
smrekovym. V ich variabilite sa mdze odrazit’ vplyv adaptacie smreka voci rdznym druhom
stresu /6/. Stres zo sucha a vysokej teploty mdze mat’ za nasledok negativny aj pozitivny vplyv
na konstitutivnu a indukovant obranu stromu, v zavislosti od jeho intenzity, frekvencie a dizky
posobenia /2/. Dochédza k naruSeniu obrannych mechanizmov smreka, ¢o ma za nasledok
zmeny v koncentraciach terpénov vo vnutornych pletivach stromu i v emisiach terpénov /4/.
V tomto experimente sa zameriavame na analyzu chemického zloZzenia monoterpénov a
seskviterpénov lyka zo stromov nachadzajucich sa na novovytvorenej porastovej stene, v ktorej
predpokladéame stres zo zvySeného slnecného Ziarenia.

MATERIAL A METODY

Na vyskumnej ploche v Ocovej zalozenej na novovzniknutej porastovej stene po veternej
kalamite sme po odstraneni vyvratov oznacili 25 stromov v prvych 2 radoch stromov a potom
dalSich 25 v poraste (7. az 8. rada), z ktorych sme v maji 2021 odobrali vzorky lyka na
predvyber stromov. Z nich sme nésledne zvolili 6 stromov na porastovej stene (Obr. 1, 2;
exp.edg) a 6 stromov vo vnutri porastu (Obr. 1, 2; exp.int), z ktorych sme po 42 dnoch (jul
2021) znovu odobrali vzorky lyka na biochemicku analyzu. Vzorky lyka boli odoberané s
pouzitim kovovych kruhovych vysecnikov o priemere 1,0 cm. Z kazdého stromu boli odobraté
4 vyseky pod sebou vo vyske cca 4 m zo zatienenej strany kmena. Vzorky boli ihned’ zabalené
do alobalu a ponorené do tekutého dusika, v ktorom boli ulozené az do analyzy.

Predpriprava vzorky pred analyzou spocivala v separacii lyka od kory a drevnej Casti
pouzitim skalpela. Lyko bolo nasledne manualne homogenizované 15-20 sekund s 10 mL
tekutého dusika pouzitim maziarika a trecej misky. Odvazili sme 0,150 g homogenizatu do
predvazenej sklenenej skumavky, pridali sme 2 mL hexanu (99 % p.a., Sigma Aldrich) a
uzavreli. Skiimavky sme kratko premieSali a 15 min sonifikovali pri 20 °C pouzitim
ultrazvukového kupel’a (Tesla UC 005 AJ1, frekvencia 50 kHz). Skimavky so vzorkami sme
po sonifikacii 2 min mieSali na vortexe a prefiltrovali do novych 2 mL vialiek (Screw Cap Vials,
Agilent) cez filtraéné papieriky (Filter Discs (Quant.) Grade: 390; 84 g m 2; Munktell) a
uzavreli. Takto pripravené roztoky vzoriek boli uskladnené v mraznicke pri -20 °C az do
analyzy.

Analyza: Obsah terpénov vo vzorkach lyka bol analyzovany plynovou chromatografiou
prepojenou s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS, z angl. Gas chromatography with mass
spectrometry). Identifikacia latok bola v pripade vSetkych vzoriek uskutocnend na zaklade
porovnania retencnych casov a profilov hmotnostnych spektier s autentickymi komercne
ziskanymi Standardnymi latkami (o-pinén, kamfén, B-pinén, sabinen, 6-3-karén, myrcén,
limonén, B-felandrén, 1.8-cineol, bornyl acetat; 99% p.a., Sigma Aldrich), alebo na zaklade
porovnania s kniznicou softvéru MassHunter. VSetky chromatogramy (zdznamy spektier) boli
spracované pouzitim softvéru Agilent MassHunter. Kvantifikacia bola uskuto¢nend pouzitim
znamej koncentracie Standardov a ich odoziev na chromatogramoch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pre porovnanie zlozenia monoterpénov (Obr. 1) a seskviterpénov (Obr. 2) uvadzame ich
koncentracie pocas zalozenia plochy (predvyber) a po uplynuti 42 dni (experiment). Oznacené
su ako start.edg na porastovej stene a start.int v poraste. Z monoterpénov za toto obdobie u
stromov na porastovej stene vyraznejSie stupol obsah a-pinénu, B-pinénu, p-felandrénu, 6-3-
karénu, limonénu a myrcénu. Zo seskviterpénov modzeme pozorovat len vyrazny narast u
germakrénu. Autori /8/ uvadzaja porovnatel'né celkové mnozstva terpénov vo vnutri porastu a
na porastovej stene, pri¢om my sme zistili vy$si celkovy obsah terpénov na porastovej stene.
Autori uvadzaji maximalnu koncentraciu najviac zastipeného monoterpénu o-pinénu na
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porastovej stene v maji a v juni: 805 + 347.4 ng/g (£SD) a vo vnutri porastu 942 + 897 ug/g
(£SD). V nasom experimente sme v juli zistili vy$$ie mnozstvo a-pinénu 183 £23 nug/g(+SE)
na porastovej stene, pri¢om vo vnutri porastu i$lo o hodnoty 150 + 19 pg/g (+SE).
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Obr.1.: Priemerné hodnoty (£SE) hlavnych monoterpénov Iyka v case predvyberu
experimentdlnych stromov v prvych dvoch radach porastovej steny (start.edg) a vo vnutri
porastu (start.int) a po 42 dioch v case experimentu — stromy na porastovej stene (exp.edg) a
Vo vnutri porastu (exp.int).
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Obr. 2.: Priemerné hodnoty (£SE) hlavnych seskviterpénov Ilyka v case predvyberu
experimentdlnych stromov v prvych dvoch raddach porastovej steny (start.edg) a vo vnutri
porastu (start.int) a po 42 dnoch v Case experimentu — stromy na porastovej stene (exp.edg) a
Vo vnutri porastu (exp.int).

ZAVER

Po vytvoreni novej porastovej steny sa pocas 42 dni stromy, ktoré boli predtym vo vnutri
porastu zacali vyrovnavat’ s ndhlym zvySenim miery slne¢ného Ziarenia a tepla, o sa prejavilo
zvySenymi koncentraciami viacerych terpénov v pletivach lyka. S koncentraciou terpénov
v lyku pocas pdsobenia slnecného Ziarenia priamo Umerne rastl aj ich emisie do prostredia.
Kedze ide o primarne atraktanty hmyzich Skodcov, nase vysledky podporuju hypotézu, ze
novovzniknuté porastové steny su nachylnejSie pre nalet lykozrata smrekového.
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VPLYV IMISII FLU('),ROVEHO TYPU AKO VYZNAMNY STRESOR
PRE EKTOMYKORIZNU MYKOBIOTU V OBLASTI ZIARU NAD
HRONOM

INFLUENCE OF FLUORINE - TYPE IMMISSIONS AS A SIGNIFICANT STRESSOR FOR
ECTOMYCORRHIZAL MYCOBIOTA IN THE AREA OF ZIAR NAD HRONOM (CENTRAL SLOVAKIA)

Ivan Mihal, Milan Barna 5
Ustav ekologie lesa, Slovenska akadémia vied, Stirova 2, 960 53 Zvolen, Slovenska republika,
mihal@ife.sk

Summary

In submontane beech stands in the vicinity of the aluminum plant in Ziar nad Hronom (Central
Slovakia), the trend of a strong negative impact of air pollution on ectomycorrhizal mycobiota (ECM)
has been confirmed during 31 years of mycological research. Compared to relatively air-cleared beech
stands (18 km from the air pollution source), near the aluminum plant (2 km from the source), there is a
low species diversity of ECM macromycetes (2 to 14 species compared to 4 to 33 species) low values
of fruitbodies biomass (0.12 to 3.14 versus 3.12 to 62.6 kg.ha! fresh weight of fruitbodies) and low
values of mycorrhizal potential (0.22 to 0.74 versus 0.8 to 2.36). From selected ECM species it is
possible to mention fungi that were dominant in research localities, e.g. Hygrophorus eburneus,
Lactarius blennius, L. piperatus, Russula cyanoxantha, Xerocomellus chrysenteron.

Key words: aluminium plant; beech forests; ectomycorrhizal fungi; Central Slovakia

Stthrn

V submontannych bukovych porastoch v okoli hlinikarne v Ziari nad Hronom sa pocas 31 rokov
mykologického vyskumu potvrdzuje trend silného negativneho vplyvu imisného zneéistenia na
ektomykoriznu mykobiotu (EKM). V porovnani s relativne imisne CistejSimi bukovymi porastmi (18
km od imisného zdroja) sa v blizkosti hlinikarne (2 km od zdroja) vyskytuje nizka druhova diverzita
EKM makromycét (2 az 14 druhov oproti 4 az 33 druhov), nizke hodnoty biomasy plodnic (0,12 az 3,14
oproti 3,12 az 62,6 kg.ha'! erstvej hmotnosti plodnic) a nizke hodnoty mykorizneho potencialu (0,22
az 0,74 oproti 0,8 az 2,36). Z vybranych EKM druhov mozno uviest’ huby, ktoré boli na vyskumnych
lokalitach dominantné, napr. Hygrophorus eburneus, Lactarius blennius, L. piperatus, Russula
cyanoxantha, Xerocomellus chrysenteron.

Klucove slova: hlinikdren, bukové porasty,; ektomykorizne huby; stredné Slovensko

UVOD

Makromycéty, rastuce v bukovych lesnych porastoch, predstavuju zlozity ekologicky systém
spojeny s bukom a s prostredim, ktoré buk vytvara. Jednym z ukazovatel'ov zdravotného stavu lesnych
porastov su aj mykologické pomery, pretoze huby ako bioindikatory reaguji pomerne rychlo na zmeny,
ktoré nastdvaju v imisne zasiahnutych lesnych ekosystémoch. Uzemie Ziarskej kotliny je v roznej miere
zasiahnuté imisnym znecistenim tzv. fluérového typu, ¢o ma vyrazny vplyv aj na mykobiotu v takychto
lesnych porastoch /1, 2/.

V zahrani¢i sa podobnej problematike venovali viaceri autori /3/, napr. v oblasti vplyvu
hlinikového zavodu v severozapadnom Rusku hodnotili Groven znecistenia pody a rastlin fluérom a
tazkymi kovmi a stav pddnej mikroflory. Zistili, Ze v blizkosti hlinikérne je iroveni znecistenia 7 az
8krat vyssia ako obsah pozadia a4 az 5 krat vysSia ako maximalna povolena koncentracia (MPC).
Zaroven autori zistili, Ze zneCistenie ma vyrazny vplyv na taxonomické zloZenie a zmenu dominancie
v mykobiote skimaného izemia. Podobne, na tej istej lokalite sa zistilo, Ze emisie zlu¢enin hlinika
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znizili pocet a rozmanitost’ hib a spdsobili narast patogénnej druhovej diverzity hiib. P6dna biomasa
hub sa v organickom horizonte maximalne znecistenej pody zniZila zo 5,4 na 3,6 mg.g-! pody /4/.

V prispevku uvadzame dynamiku vyskytu ektomykoriznych druhov makromycét (dalej EKM)
na troch rdzne imisne zasiahnutych lokalitach v okoli hlinikédrne v Ziari nad Hronom pocas 31 rokov
monitoringu, pricom sa od zac¢iatku vyskumu predpokladal negativny vplyv imisii fluérového typu na
bioindikatora - EKM makromycéty.

MATERIAL A METODIKA

Monitoring makromycét sme uskuto¢novali pocas vegetacnej doby v rokoch 1990 az 2021
v nepravidelnych intervaloch na troch trvalych vyskumnych lokalitich: Ziar nad Hronom, Jalna a
Kovacova, ktorych lesné porasty boli situované v roznej vzdialenosti od imisného zdroja — hlinikarne
v Ziari nad Hronom, t.j. imisnému vplyvu boli vystavené v rdznej intenzite. Podrobnejsie udaje

o vSetkych troch lokalitach uvadzame v tab. 1.
Tab. 1: Charakteristika vyskumnych lokalit.

Charakteristika Ziar Jalna Kovacova

. . . 48°35" 15" N 48°33" 98N 48°38° 10" N
Geografické koordinaty 18°51° 05" E 18956’ 93" E 19°04” 08°" E
Expozicia SZ Z SZ
Nadmorska vyska (m) 470 610 — 620 480 -510
Geologicky substrat ryolity a 1"yodacity, andesitové tl:lfity andesitové tlrlﬁty

aglomeraty tufitov a aglomeraty a aglomeraty
pH (H20) 5,0 5,8 6,3
Priemerné ro¢né zrazky (mm) 636 850 660
Prtiemerna roéna teplota (°C) 9,2 6,2 8,3
Vek porastu (roky) 80 —100 90 —100 110-115
Drevinové zloZenie (%) buk 98, dub 2 buk 98, dub 1, hrab 1 buk 95, jedla 2,
hrab 2, dub 1

Zakmenenie porastu 0,7 1,0 1,0
Vzdus$na vzdialenost’ od imisného 2 7 18
zdroja (km)
Mokra depozicia (kg.ha™)
SO4* 26,3 nehodnotené 18,1
F- 2,5 nehodnotené 0,4

Inventarizaciu makromycét na vyskumnych plochach sme uskutocnili metoédou pochddzky po
vrstevnici v ramei vymery kazdej vyskumnej plochy. Systematické zaradenie jednotlivych druhov
makromycét sa vykonalo na zaklade makroskopickych av spornych pripadoch ina zéaklade
mikroskopickych  determina¢nych znakov, pomocou dostupnych mykologickych atlasov
a determinacnych kl'ucov. Hodnoty ektomykorizneho potencialu (M) boli vypocitané ako podiel EKM
druhov k druhovému spektru terestrickych saprotrofnych (TS) druhov: M=EKM/TS.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z porovnania charakteristik jednotlivych lokalit (tab. 1) je zrejmé, Ze sa jedna o relativne podobné
lesné porasty, v ktorych prevlada buk ako hlavna drevina, ¢o predpoklada aj pomerne identické druhové
zlozenie EKM mykobioty. V tab. 2 az 4 uvaddzame dva najvyznamnejsie ¢asové intervaly, kedy sme sa
mykologickému vyskumu, okrem inych rokov, venovali intenzivnejsie (1990 — 1996) a (2003 — 2005).
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Tab. 2: Pocetnost ektomykoriznych druhov makromycét na vyskumnych lokalitach.
Lokality 1990 - 1996 | 2003 - 2005 | oktéber 2019 | oktober 2020 | oktober 2021
Ziar 6 14 9 13 2
Jalna 16 17 16 26 3
Kovadova 21 29 26 33 4

Tab. 3: Hodnoty Cerstvej biomasy plodnic ektomykoriznych druhov makromycét na vyskumnych
lokalitach (kg.ha™).

Lokality 2003 - 2004 oktober 2019 oktober 2020 oktober 2021

Ziar 1,84 3,14 1,99 0,12
Jalna 6,28 3,32 19,37 0,45

Kovacova 15,95 53,22 62,6 3,12

Tab. 4: Hodnoty ektomykorizneho potencialu makromycét na vyskumnych lokalitach.

Lokality 1990 - 1995 2003 - 2005 oktober 2019 | oktéber 2020 | oktober 2021
Ziar 0,42 0,74 0,53 0,71 0,22
Jalna 0,69 0,94 1,33 2,36 0,43

Kovadova 1,57 1,45 2,0 1,94 0,8

Pre aktualne porovnanie stavu EKM mykobioty so star§imi tdajmi sme jednorazovo vykonali
prieskum aj v oktobri v rokoch 2019 az 2021. Udaje v uvedenych tabul’kach sme sumarizovali z nasich
starSich mykologickych prac na skimanych lokalitach /1, 2, 5-8/. Celkové zhodnotenie vplyvu imisii na
mykobiotu (1990 az 2021) a hodnoty emisii zneCist'ujucich latok z hlinikarne (1993 az 2013) uvadzame
v inej nasej praci /9/. Ako vidno z tabuliek, prakticky od roku 1990 sme zaznamenavali nizke druhové
spektrum EKM makromycét na najviac imisne zat'azenej ploche Ziar, vyssie hodnoty po&etnosti druhov
boli na lokalite Jalna a najvysSie hodnoty boli na lokalite Kovacova. Pocas celej doby vyskumu sme
nikdy nezaznamenali zmeny v danom trende, t.j. v Ziari bol vzdy potet EKM druhov najnizsi a na
Kovacovej vzdy najvyssi. Zaroven sa tento stav nevyhnutne odrazil aj na hodnotach Cerstvej biomasy
plodnic vyprodukovanych EKM hubami — vzdy boli zaznamenané nizke hodnoty v Ziari a najvysie na
Kovacovej (tab. 3), tak isto ako aj hodnoty mykorizneho potencialu (tab. 4), ako dolezitého ukazovatela
ekotrofickej stability skimanej mykocenézy /5, 8/.

ZAVER

V submontannych bukovych porastoch v okoli hlinikarne v Ziari nad Hronom sa po¢as 31 rokov
mykologického vyskumu potvrdzuje trend silného negativneho vplyvu imisného zneéistenia na
ektomykoriznu mykobiotu. MozZno konStatovat, ze tento stav sa nezmeni ani v najbliz§ich rokoch,
pokial sa rezidualne imisné znecistenie bude nad’alej prejavovat’ ako silny stresor pre mykobiotu tychto
porastov. VyznamnejSie zmeny v tomto trende je mozné ocakavat’ iba v pripade nahlych a vyraznych
ekologicko-klimatickych zmien, napr. vplyvom kalamitnych udalosti alebo taZbovych zasahov
s naslednymi edaficko-klimatickymi zmenami, t.j. otvorenie porastu modze vyvolat’ zmeny v pddnych
pomeroch, v dostatku a pristupnosti zrazok, ¢o by sa Casom malo prejavit aj na zmenach v
mykocendzach skamanych lokalit, najmé na lokalite Ziar.
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EFFECT OF DROUGHT ON SELECTED PHYSIOLOGICAL PARAMETERS IN
GENOTYPES OF WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)
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Summary

Drought is one of the main abiotic stressors that severely limit production and yield in wheat
(Triticum aestivum L.). To reduce its effects, the breeding of new drought tolerant production
genotypes is essential. This requires a deeper understanding of the physiological behaviour of
different genetic resources under water stress. For this reason, the effect of dehydration on
relative water content (RWC) and proline content in fully developed mature leaves of wheat
genotypes Dagmar (CR) and Sturdy (USA) was investigated under controlled conditions in
a climate box. Sturdy increased proline content during dehydration already at relatively high
RWC values, which was also reflected by a high positive correlation between proline content
and RWC. In contrast, Dagmar showed a negative correlation between these factors during
dehydration. From the measured values, it can be concluded that the Sturdy genotype is more
tolerant and the Dagmar genotype more sensitive to drought.

Key words: water stress, wheat genotypes, real water content, proline

Souhrn

Sucho je jednim z hlavnich abiotickych stresort, které zasadné omezuji produkci a vynos
u pSenice seté (Triticum aestivum L.). Pro zmirnéni jeho nésledkli je nezbytné vyslechténi
novych produkénich genotypl tolerantnich k suchu. K tomu je potiebné hlubsi poznéani
fyziologického chovani raznych genetickych zdroji pfi vodnim stresu. Z tohoto divodu byl
v fizenych podminkach klimatizovaného boxu sledovan vliv dehydratace na relativni obsah
vody (RWC) a obsah prolinu v plné¢ vyvinutém dospélém listu u genotypt pSenice Dagmar
(CR) a Sturdy (USA). Sturdy b&hem dehydratace navysoval obsah prolinu jiz pii relativné
vysokych hodnotach RWC, coz se také projevilo vysokou pozitivni korelaci mezi obsahem
prolinu a RWC. Naopak Dagmar vykazovala béhem dehydratace negativni korelaci mezi t€émito
faktory. Z naméfenych hodnot lze usuzovat, ze genotyp Sturdy je tolerantnéj$i a genotyp
Dagmar citlivéjsi k suchu.

Klicova slova: vodni stres, genotypy psenice, relativni obsah vody, prolin

UvVOoD

PSenice setd (Triticum aestivum L.), patfici do cCeledi lipnicovité (Poaceae) /13/
a pochazejici z jihozépadni Asie /1/, je celosvétoveé hlavni zékladni potravinafskou plodinou
/14/. PSenice zajiStuje 20 % kalorického a bilkovinného ptijmu v lidské populaci /5, 15/.
Ocekava se, ze do roku 2050 bude nutné navysit celosvétovou zemédélskou produkcei o vice
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nez 60 % /8, 24/, aby byla uspokojena rostouci poptavka po rostlinné produkci v souvislosti
s rustem lidské populace /12/.

Zmény klimatu, doprovazené piisobenim fady biotickych a abiotickych stresorti, ohrozuji
globalni potravinovou produktivitu i lokalni potravinovou bezpecnost /20/. Sucho, jako jeden
z hlavnich abiotickych stresorti, ovliviiuje 60 % produkce psSenice ve vyspélych zemich
a piiblizné 30 % v rozvojovych zemich /9/. V disledku sucha mohou dosahovat ztraty na
vynosu zrna az 70 % /25/. Pro zmirnéni téchto problémi bude zapotiebi vyslechténi vykonnych
genetickych zdroji tolerantnich k suchu /6, 10/. K tomu je nutné hlubsi poznani fyziologického
chovani genotypti pSenice pfi stresu suchem /21, 25/.

Relativni obsah vody (RWC) je vyznamnym parametrem udavajicim stav vody v rostliné
a odréazejicim probihajici metabolické aktivity v rostlinnych pletivech /11/. RWC lze pouzit
jako spolehlivy indikator tolerance k suchu /2/. Dilezitym mechanismem tolerance plodin viici
suchu je osmotické pfizptisobeni /25/. S poklesem obsahu vody v rostliné se v bunkich
akumuluji rozpusténé latky, jako jsou rizné aminokyseliny (napf. prolin), cukry (napf.
sachardza a frukt6za), alkoholy (napf. manitol), ionty (napf. draslik) a organické kyseliny (napf.
k. jablecna, k. citronovd), které¢ snizuji osmoticky potencidl /2, 19/. Tim se zabrani vétSim
ztratam vody. Turgor se tak v buiikdch udrzuje co nejdéle, coz zabranuje vadnuti a umoziuje
rust /25/. Hromadéni prolinu je charakteristickym ukazatelem rostlin vystavenych suchu /26/.
ZvySend akumulace prolinu je povazovana za adaptivni reakci rostliny na nedostatek vody /7,
18/.

V kontextu téchto skutecnosti bylo cilem nasi experimentdlni prace porovnat zmény
RWC a schopnost akumulovat volny prolin v listech jednotlivych genotypti b&hem
dehydratace.

MATERIAL A METODA

Jako pokusny material byly vybrany dva genotypy pSenice seté ozimé (Triticum aestivum
subsp. aestivum) — Dagmar (CR), Sturdy (USA). Rostliny byly p&stovany v niddobach o objemu
500 ml v raselinovém substratu KLASMANN TS 2. Nadobovy pokus byl realizovan v pln¢
fizeném klimatizovaném boxu Conviron CMP6050, pti dostate¢né intenzité umelého osvétleni,
fotoperiodé 14/10 h (den/noc), teploté 23/17 °C (den/noc) a vlhkosti 40 az 50 %.

Néadoby s rostlinami byly pravidelné zavlazovany do DC 16 dle Zadokse et al. /28/, tedy
do rustové faze vyvinutého 6. listu. V této fazi byl pokus rozd€len na varianty kontrolni (K),
které byly i nadale pravidelné zavlazovany, a varianty stresované (S), u kterych byl indukovan
vodni stres pferuSenim zalévani. Postupnd dehydratace trvala 8 dnt (odbér 1 = 1. den
dehydratace, odbér 2 = 3. den dehydratace, odbér 3 = 5. den dehydratace, odbér 4 = 8. den
dehydratace), po které nasledovala rehydratace trvajici 4 dny (odbér 5 = 4. den rehydratace).

Pro zjisténi stupné pusobiciho vodniho stresu byl na plné vyvinutém dospélém listu
stanoven relativni obsah vody (RWC) gravimetrickou metodou podle Schonfeld et al. /22/. Pti
této metod¢ byl odebran segment stiedové Casti listu a navazena jeho Cerstva hmotnost (FW),
hmotnost po nasyceni vodou (TW) a hmotnost po vysuSeni (DW). RWC byl néasledné vypocitan
na zéklad¢ vztahu:

[FW-DW]

RWC (%) = 105, x 100 /22/.

Soubézné¢ s RWC byl stanoven obsah volného prolinu v listu dle Batese et al. /3/.
Koncentrace prolinu v pmol-g”! FW byla stanovena pomoci kalibraéni kiivky a vypoétena na
zaklad¢ Cerstvé hmotnosti.

Rozdil mezi jednotlivymi variantami v ramci danych odbéri pro méfené proménné
(prolin a RWC) byl vyhodnocen pomoci faktoridlni ANOVA (analyza rozptylu). V ptipadé¢
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statisticky vyznamnych rozdilti byl pouzit Tukey post hoc test. Vzajemny vztah sledovanych
proménnych byl vyhodnocen korelacni matici se dvéma proménnymi. Ziskané vysledky jsou
zpracovany na hladiné vyznamnosti oo = 0,05. Veskeré analyzy byly provedeny v programu
STATISTICA 13.

VYSLEDKY A DISKUSE

V podminkach fizeného klimatizovaného boxu jsme sledovali vybrané fyziologické
parametry béhem vodniho stresu (odbér 1-4) a nasledné rehydratace (odbér 5) u jednotlivych
genotypi pSenice na nejmlad$im plné vyvinutém dospélém listu. Obr. 1 zndzoriiuje prabéh
namétenych hodnot relativniho obsahu vody (RWC). V nasem experimentu bylo zaznamenéno,
ze RWC u kontrolnich variant dosahoval vysSich hodnot oproti variantdm stresovanym suchem,
coz je v souladu s pracemi /11, 16, 23, 27/.

Ve tazi dehydratace vykazovaly genotypy podobny trend poklesu hodnot RWC. Nicméné
genotyp Sturdy se ukézal jako tolerantn¢jsi vici suchu, nebot’ sniZzeni nebylo statisticky
vyznamné ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Nepatrné snizeni RWC v reakci na sucho bylo
jiz zjisténo u genotypu pSenice odolnych vici suchu /1, 4/, které si udrzovaly vétsi obsah vody
v listech pfi omezené dostupnosti vody /17/. Naopak u genotypu Dagmar byl zaznamenan
statisticky vyznamny pokles hodnot RWC u stresovanych rostlin oproti kontrole.
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Obr. 1: Pribeh namerenych hodnot relativniho obsahu vody u genotypii psenice Dagmar
a Sturdy behem dehydratace a rehydratace. Legenda: K = kontrola, S = stres, Odber 1-4
= dehydratace, Odbér 5 = rehydratace. Rozdilna pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily
mezi priimernymi hodnotami genotypui pii p < 0,05 pomoci Tukeyho post hoc testu.

Obr. 2 dokumentuje pribéh stanovenych hodnot volného prolinu v listech pro jednotlivé
genotypy. V terminech 2. a 3. odbéru nebyly zaznamenany u obou genotypt statisticky rozdilné
hodnoty mezi stresovanymi a kontrolnimi variantami. Genotypy jsou povazovany za tolerantni
vuci suchu, pokud maji vyssi obsah prolinu béhem vodniho stresu nez za normalnich podminek
/11/. Vodni stres statisticky prtikazné zvysil obsah prolinu az v zavéru dehydratace (odbér 4),
kdy u genotypu Sturdy byl jeho obsah vy$s§i o 1,58 umol-g™! Eerstvé hmotnosti a u genotypu
Dagmar dokonce o 7,09 umol-g! &erstvé hmotnosti ve srovnani s kontrolnimi rostlinami.
Autofti /16, 17, 23/ ve své praci pozorovali podobné zmény v obsahu prolinu u pSenice
v podminkach sucha.
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Obr. 2: Prubéeh zmén obsahu volného prolinu méreného u genotypii pSenice Dagmar a Sturdy
béhem dehydratace a rehydratace. Legenda: K = kontrola, S = stres, Odbér 1-4 = dehydratace,
Odber 5 = rehydratace. Rozdilnd pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi
priamernymi hodnotami genotypui pri p < 0,05 pomoci Tukeyho post hoc testu.

Vyjadieni vzajemného vztahu mezi obsahem prolinu a relativnim obsahem vody
(Tab. 1), 1ze povazovat jako pfesnéjSi porovnani genotypii, nez pouze vyjadieni jednotlivych
parametra ve vztahu k casu (Obr. 1, 2). Genotyp Dagmar vykazoval negativni korelaci béhem
dehydratace (odbér 1, 3, 4). Na druhé stran¢ u genotypu Sturdy byla vysokéa pozitivni korelace
mezi obsahem prolinu a RWC [(odbér 1, r = 0,994), (odbér 2, r = 0,939), (odbér 4, r = 0,871)].
Z tohoto hlediska se zajimavé jevi reakce genotypu Sturdy, ktery béhem dehydratace navysSoval
obsah prolinu jiz pfi relativné vysokych hodnotach RWC (Obr. 1, 2).

Tab. 1: Grafické zndzorneni vzajemného vztahu mezi obsahem volného prolinu a relativnim
obsahem vody u genotypu psSenice Dagmar a Sturdy. Legenda: Dr = Dagmar, Sy = Sturdy,
1-5 = Odber 1-5, K = kontrola, S = stres, r = korelacni koeficient (hodnota korelacniho
koeficientu je znazornéna intenzitou barvy — modra.: pozitivni vztah, Cervena: negativni vztah).
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ZAVER

Sledované genotypy pSenice vykazovaly odlisné reakce na vodni stres. Z vysledki
naméfenych hodnot RWC, obsahu prolinu a vzajemného vztahu téchto fyziologickych
parametrl vyplyva, ze genotyp Sturdy je tolerantnéjsi viici suchu, zatimco genotyp Dagmar je

v

citlivéjsi na sucho. Schopnost akumulovat prolin 1 pfi malych zménach RWC, ktera se projevila
u genotypu Sturdy, by mohla potencidlné predstavovat zajimavy screeningovy znak vedouci
k vyssi toleranci genotypt pSenice v podminkach sucha.

LITERATURA

/1/ Ahmad, A., Aslam, Z., Javed, T., Hussain, S., Raza, A., Shabbir, R., Mora-Poblete, F., Saeed, T., Zulfiqar, F.,
Ali, MM., Nawaz, M., Rafiq, M., Osman, HS., Albagami, M., Ahmed, MAA., Tauseef, M.: Screening of
Wheat (Triticum aestivum L.) Genotypes for Drought Tolerance through Agronomic and Physiological
Response. Agronomy, 12, 2022: 287.

/2/ Ahmad, Z., Waraich, EA., Akhtar, S., Anjum, S., Ahmad, T., Mahboob, W., Hafeez, OBA., Tapera, T.,
Labuschagne, M., Rizwan, M.: Physiological responses of wheat to drought stress and its mitigation
approaches. Acta Physiol Plant, 40, 2018: 80.

/3/ Bates, LS., Waldren, RP., Teare, ID.: Rapid determination of free proline for water-stress Studies. Plant and
Soil, 39, 1973: 205-207.

/4/ Belay, GA., Zhang, Z., Xu, P.: Physio-morphological and biochemical trait-based evaluation of Ethiopian and
Chinese wheat germplasm for drought tolerance at the seedling stage. Sustainability, 13, 2021: 4605.

/5/ Cosgrove, DJ.: Expanding wheat yields with expansin. New Phytologist, 230, 2021: 403—-405.

/6/ Daryanto, S., Wang, L., Jacinthe, PA.: Global synthesis of drought effects on maize and wheat production.
PLoS ONE, 11, 2016: e0156362.

/7/ Hayat, S., Hayat, Q., Alyemeni, MN., Wani, AS., Pichtel, J., Ahmad, A.: Role of proline under changing
environments. A review. Plant Signaling & Behavior, 11, 2012: 1456—-1466.

/8/ Hunter, M., Smith, R., Schipanski, M., Atwood, L.: Agriculture in 2050: recalibrating targets for sustainable
intensification. Bioscience, 67, 2017: 385-390.

/9/ Chen, X., Min, D., Yasir, TA., Hu, YG.: Evaluation of 14 morphological, yield-related and physiological traits
as indicators of drought tolerance in Chinese winter bread wheat revealed by analysis of the membership
function value of drought tolerance (MFVD). Field Crops Research, 137, 2012: 195-201.

35



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

/10/ Chapman, SC., Chakraborty, S., Dreccer, MF., Howden, SM.: Plant adaptation to climate change—
opportunities and priorities in breeding. Crop and Pasture Science, 63, 2012: 251-268.

/11/ Chowdhury, MK., Hasan, MA., Bahadur MM., Islam, MR., Hakim, MA., Igbal, MA., Javed, T., Raza, A.,
Shabbir, R., Sorour, S., Elsanafawy, NEM., Anwar, S., Alamri, S., Sabagh, AE., Islam, MS.: Evaluation
of drought tolerance of some wheat (7riticum aestivum L.) genotypes through phenology, growth, and
physiological indices. Agronomy, 11, 2021: 1792.

/12/ Kogan, F., Guo, W., Yang, W.: Near 40-year drought trend during 1981-2019 earth warming and food
security. Geomatics, Natural Hazards and Risk, 11, 2020: 469-490.

/13/ Levy, AA., Feldman, M.: Evolution and origin of bread wheat. The Plant cell, 2022: 1-19.

/14/ Li, LF., Zhang, ZB., Wang, ZH., Li, N., Sha, Y., Wang, XF., Ding, N., Li, Y., Zhao, J., Wu, Y., Gong, L.,
Mafessoni, F., Levy, AA., Liu, B.: Genome sequences of five Sitopsis species of Aegilops and the origin
of polyploid wheat B subgenome. Molecular plant, 15, 2022: 488—503.

/15/Luo, Y., Zhang, Z., Cao, J., Zhang, L., Zhang, J., Han, J., Zhuang, H., Cheng, F., Tao, F.: Accurately mapping
global wheat production system using deep learning algorithms. International Journal of Applied Earth
Observation and Geoinformation, 110, 2022: 102823.

/16/ Mannan, MA., Tithi, MA., Islam, MR., Mamun, MAA., Mia, S., Rahman, MZ., Awad, MF., Sayed, AIE.,
Mansour, E., Hossain, MS.: Soil and foliar applications of zinc sulfate and iron sulfate alleviate the
destructive impacts of drought stress in wheat. Cereal Research Communications, 2022: 1-11.

/17/ Mar¢ek, T., Hamow, KA., Vegh, B., Janda, T., Darko, E.: Metabolic response to drought in six winter wheat
genotypes. PLoS ONE, 14, 2019: e0212411.

/18/ Nasirzadeh, L., Sorkhilaleloo, B., Hervan, ME., Fatehi, F.: Changes in antioxidant enzyme activities and gene
expression profiles under drought stress in tolerant, intermediate, and susceptible wheat genotypes. Cereal
Research Communications, 49, 2021: 83—89.

/19/ Qaseem, MF., Qureshi, R., Shaheen, H.: Effects of pre-anthesis drought, heat and their combination on the
growth, yield and physiology of diverse wheat (Triticum aestivum L.) genotypes varying in sensitivity to
heat and drought stress. Scientific Reports, 9, 2019: 6955.

/20/ Raza, A., Mehmood, SS., Tabassum, J., Batool, R.: Targeting Plant Hormones to Develop Abiotic Stress
Resistance in Wheat. Wheat Production in Changing Environments, 2019: 557-577.

/21/ Sallam, A., Alqudah, AM., Dawood, MF., Baenziger, PS., Bormer A.: Drought stress tolerance in wheat and
barley: advances in physiology, breeding and genetics research. International journal of molecular
sciences, 20, 2019: 3137.

/22/ Schonfeld, MA., Johnson, RC., Carver, BF., Mornhinweg, DW.: Water relations in winter wheat as drought
resistance indicators. Crop Science, 28, 1988: 526-531.

/23/ Tatar, O., Gevrek, MN.: Influence of Water Stress on Proline Accumulation, Lipid Peroxidation and Water
Content of Wheat. Asian Journal of Plant Sciences, 7, 2008: 409-412.

/24/ Tilman, D., Clark, M.: Food, agriculture and the environment: can we feed the world and save the Earth?
Daedalus, 144, 2015: 8-23.

/25/ Verbeke, S., Padilla-Diaz, CM., Haesaert, G., Steppe, K.: Osmotic adjustment in wheat (Triticum aestivum
L.) during pre-and post-anthesis drought. Frontiers in Plant Science, 13, 2022: 775652.

/26/ Wang, X., Xu, Y., Li, J., Ren, Y., Wang, Z., Xin, Z., Lin, T.: Identification of two novel wheat drought
tolerance-related proteins by comparative proteomic analysis combined with virus-induced gene
silencing. International journal of molecular sciences, 19, 2018: 4020.

/27/ Wasaya, A., Manzoor, S., Yasir, TA., Sarwar, N., Mubeen, K., Ismail, TA., Raza, A., Rehman, A., Hossain,
A., Sabagh, AEL.: Evaluation of Fourteen Bread Wheat (Triticum aestivum L.) Genotypes by Observing
Gas Exchange Parameters, Relative Water and Chlorophyll Content, and Yield Attributes under Drought
Stress. Sustainability, 13, 2021: 4799.

/28/ Zadoks, JC., Chang, TT., Konzak, CF.: A decimal code for the growth stages of cereals. Weed Research, 14,
1974: 415-421.

Podékovani

Uveden4 prace vznikla za podpory genové banky VURV Praha-Ruzyné jako darce
genetickych zdrojii a finan¢ni podpory poskytnuté prostiedky specifického vyzkumu (S grant
MSMT CR).

36



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

STANOVENIE OBSAHU NIKLU V ASIMILACNYCH ORGANOCH
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Summary

The study shows the importance of the leaves of trees as a significant agent for capture of
pollutants from the air into an urban setting of SW Slovakia. The results showed that studied
city parks were exposed to varying degrees of polluted by Ni, because this element represents
primary source of air pollution in given area. Specifically, accumulation Ni in leaves of study
trees in different parks ranged between 0.49-2.41 mgkg™! in 2012; and between 2.48-3.95
mg kg ! in 2018. Approximately 2.7 times significantly higher pollution of leaves of Acer
platanoides in 2018 compared to 2012 was recorded in 2 from 3 compared parks. In one park,
leaves of Negundo aceroides showed up to an 8-fold increase of Ni between the compared
years. Correlation analysis has been used to compare the plant energy and element contents in
the assimilatory organs of plants. The closest positive relationship between Ni content and plant
energy showed leaves of N. aceroides (p<0.05). This fact evidently reflects degree of pollution
tolerance and corresponds to an increase in leaf energy.

Key words: plant growth, air pollution, nickel content, urban setting, park objects

Stthrn

Stadia poukazuje na vyznam listov stromov ako vyznamného ¢initela pre zachytavanie
Skodlivin z ovzdusSia do mestského prostredia JZ Slovenska. Vysledky ukazali, Zze skimané
mestské parky boli vystavené réznemu stupiiu znecistenia niklom, pretoze tento prvok
predstavuje primarny zdroj zneCistenia ovzdus$ia v danej oblasti. Konkrétne akumulacia Ni v
listoch skimanych stromov v r6znych parkoch sa v roku 2012 pohybovala medzi 0,49-2,41
mg kg ' a2,48-3,95 mg kg' v roku 2018. Priblizne 2,7-krat vyznamne vyssie znedistenie listov
Acer platanoides v roku 2018 v porovnani s rokom 2012 bolo zaznamenané v 2 z 3
porovnavanych parkov. V jednom parku listy Negundo aceroides vykazovali medzi
porovnavanymi rokmi az 8-nasobny narast Ni. Korela¢na analyza bola pouzitd na porovnanie
rastlinnej energie a obsahu prvkov v asimilacnych organoch rastlin. Najblizsi pozitivny vzt'ah
medzi obsahom Ni a energiou rastlin vykazovali listy N. aceroides (p<0,05). Tato skuto¢nost’
evidentne odraza mieru tolerancie znecistenia a zodpoveda zvyseniu energie listov.

Klucove slova: rast rastlin, znecistenie ovzdusia, obsah niklu, mestské prostredie, parky
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INTRODUCTION

Constantly changing conditions of the urban environment can affect growth and
development of plants with varying intensity and extent, because many plants are in a position
to take up large quantities of certain elements from the environment /1, 2/. The persistent air
pollution load has a major impact on the environment and is reflected in a health change of
plants. In fact, foliage of tree species are the main sink for many pollutants, and therefore they
are more sensitive to their effects than other plant organs /3/. This particularly occurs when the
plant is exposed to massive pollution of atmospheric origin. Growing level of pollutant
emissions, especially in urban areas, results in increased amounts of risk elements emitted into
the atmosphere are later deposited in the soil. Thus, elevated levels of heavy metals such as Ni
in the environment are a reality today /4, 5, 6/.

Trees, as long-lived organisms, reflect mainly the cumulative effects of environmental
pollution from the soil and the atmosphere /7/. There are several examples of trees, used as
biomonitors for air and soil pollution, e.g. Pinus sylvestris in Poland /8/, Populus nigra in
Bulgaria /9/, Populus alba in southern Spain /7/, as well as several tree species of urban
environments in Greece /10/.

We assume that parks in an urban setting of SW Slovakia could be exposed to varying
degrees of polluted air by Ni, because this element represents a primary source of pollution
originated from industrial sources in this area (production of aluminum profiles in the field of
industry, chemical, food industry), agricultural production and waste disposal. Transport, the
suspension of particles from insufficiently cleaned roads, construction sites, landfills for bulk
materials and the heating of houses with solid fuels also contribute significantly to air pollution.

The research reported in this paper was undertaken in order to study changes in contents
of nickel, which has accumulated during the development in assimilatory organs of two
deciduous species — Acer platanoides L., Negundo aceroides Moench in three largest park
objects of SW Slovakia. In this study also data on energy contents of assimilatory organs of
trees were observed. Correlation analysis has been used to compare the energy and nickel
content in leaves of plants in order to understand the tolerance of these plant species to
contaminated environment.

MATERIALS AND METHODS

Field research took place in June — August 2012 and 2018 in the park objects (PO) of the towns
of Levice, Zeliezovee and Ondrejovee (Table 1). PO in Levice and Zeliezovee were founded on Fluvisol,
whereas the PO in Ondrejovce on Pheosol. The vegetation of the studied parks belongs to the area of
Central and Eastern European thermophilic and arid flora. According to the global climate classification,
the areas belong to a temperate climate zone with evenly distributed precipitation during the year. For
the needs of the research, species dominating in the layer of trees were selected, namely — Acer
platanoides L. (Norway maple) and Negundo aceroides Moench (Boxelder maple). From an ecological
point of view, Acer platanoides is a woody plant with a rather continental climate, with low temperatures
and late frosts tolerating without any problems. It also tolerates polluted air and is resistant to pests and
diseases. Negundo aceroides is a North American deciduous tree of river valleys and lakes, very resistant
to polluted environments and also to drought.

Table 1. Basic information about study park objects (PO).

Park object Categorization Altitude GPS

a.s. L.
Levice City park (historical, origin 1879) 160 48°12°N, 18 °36’E
Zeliezovee  City park (historical, origin 1875) 145 48°02°N, 18 °39’E
Ondrejovce  Historical park (origin 1900) 163 48° 8'N, 18°31'E
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Samples of assimilatory organs of plants were taken from 3 park objects by random

sampling (3x3 = 9 research plots in total), each plot with an area of 100 m?. Samples consisting
of 150 leaves were obtained on each plot from lower third of the crowns of middle-aged trees
(approximately 2.5-3 m above the ground) from similar lighting conditions.
Plant samples were dried at 80°C for 48 hours and homogenized with a Fritsch planetary micro
mill (<0.001 mm). The total Ni content in the leaves of the plants was determined by the AAS-
ETA method (STN ISO 11047) on a Thermo iCE 3000 Series instrument. Foliar samples were
not washed prior to analyses.

The measured values of the combustion heat (J g™ in dry matter) were used to determine
the gross energy in the assimilatory organs of plants. The powder samples in amounts of 0.7—1
g were dried up to a constant weight at 100°C and completely burned in an oxygen atmosphere
in calorimetric vessel of adiabatic calorimeter IKA C-4000 (software C-402, norm DIN 51900,
Heitersheim, Germany). The standard deviation between replicates of each sample was limited
below 1%.

Statistical evaluation of the data was performed in the Statistica 9 program (StatSoft,
2008). All analyses were performed in triplicates. Results were expressed as meantstandard
deviation (SD). Kruskal-Wallis’ test was used to detect significant differences in nickel content
of plant leaves between different park objects. One-way ANOVA test followed by Fisher-LSD
test was used to detect significant differences between energy content in plant leaves.
Differences between means were considered significant when they occurred at p < 0.05.
Correlation analysis was used to determine correlation relationships between plant energy and
Ni content.

RESULTS AND DISCUSSION

Content of Ni in plant leaves of PO ranged between 0.49-2.41 mg kg in 2012; and
between 2.48-3.95 mg kg in 2018 (Fig. 1). Nickel content in plant species was significantly
affected by the anthropogenic pollution in the compared years. Approximately 2.7 times
significantly higher nickel pollution in the leaves of A. platanoides in 2018 compared to 2012
was recorded in PO Ondrejovce and PO Zeliezovce. The increase of Ni in PO Levice was
insignificant. Between the compared years, the leaves of N. aceroides showed up to 8-fold
increase of Ni in PO Ondrejovce. On average, the amount of Ni (mg kg™!) in 4. platanoides
(2.333+1.11) was higher by 24 % compared to N. aceroides (1.782+0.955). Overall, the
amounts detected in plant leaves revealed serious pollution of the atmospheric origin. Only
small amounts of nickel are necessary for plant growth and development /11/. It may become
toxic for plants when absorbed above certain threshold values /12/. Ni is found in the vegetative
organs of most plants in the range 1-10 mg kg™' dry weight /13/. The element is being toxic
when present in excessive amount over 1 mg kg™!, which may be regarded as a limit value for
vegetation /14/.

Quality of phytomass was studied by the measurements of leaf energy content Fig. 2.
Plant species exposed to a polluted environment can accumulate different amounts of energy.
During the experiment, obvious symptoms of metal toxicity in plants were not observed. In
2018 the energy content accumulated in dry matter of Acer platanoides fluctuated as follows
(J g"): 18961+£17.5 (Ondrejovee) > 18797430 (Levice) > 18795+15 (Zeliezovce). The species
significantly differed in this parameter between PO (ANOVA, F(.6=58.157, p=0.0012). The
air pollution significantly affected the energy content in PO Levice and Zeliezovce (closer to
the sources of pollution) by reduction energy compared to the species growing in PO
Ondrejovce.
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Fig. 1. Changes in Ni contents (tstandard deviations) in the dry matter of assimilatory organs
of plants in relation to the compared years (O: PO Ondrejovce, L: PO Levice, Z: PO
Zeliezovce). Different letters indicate significant differences between 2012 and 2018 (Kruskal-
Wallis’ test); A. platanoides: Hg, n- 15 =15.9707; p = 0.0069; N. aceroides: Hs, n= 13)
=16.2515; p = 0.00062.
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Fig. 2. Changes of energy contents (+standard deviations) in the dry matter of assimilatory
organs of plants in 2018 in park objects of SW Slovakia. Different letters indicate significant
differences (p<0.05) between sampling plots.

The energy accumulated in dry matter of leaves of Negundo aceroides varied from
18098+5 to 1730020 J g'. Also leaves of Boxelder maple in PO Zeliezovce and Levice
accumulated significantly less energy than in PO Ondrejovce (ANOVA, Fpe=147.2,
p=0.0001). The energy content of 4. platanoides leaves in 2018 increased by approximately 2.8
to 4.5% in PO Zeliezovce and Levice compared to the results obtained in 2012 by Pivkova et
al. /15/. In the case of the species N. aceroides only the leaves growing in PO Ondrejovce
showed an increase of energy between compared years (by 2.5%). Overall in 2018, compared
to 2012, the mean energy content in A. platanoides leaves increased by 421.3 Jg'!, in N.
aceroides by 308.1 J g!. According to Baruch et al. /16/ this fact can be a response to
environmental stress.
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Some studies have shown that energy capture by plants depends on the photosynthetic
response of individual leaves, their integration into an effective canopy, and on the costs of
producing and maintaining their photosynthetic capacity /17, 18/. From study by Kuklov4 et al.
/19/ it is clear that on plots with lower level of pollutants (500 m away from the road) there was
a significant increase in the amount of energy in leaves of N. aceroides, Q. rubra and A.
sylvestris. The increase of energy in Q. cerris was negligible and in the case of F. excelsior was
even recorded a decrease in energy store. According to decreasing amount of energy in the
assimilatory organs, the plant species may be arranged to the following order (J g™): O. rubra
(20,526£235) > Q. cerris (20,361+£790) > F. excelsior (17,949+411) > N. aceroides
(17,735+419) > A. sylvestris (16,406+327). Group of 5 tested plant species growing 500 m
away from the highway accumulated by 0.76% more energy than 5 species of plants growing
30 m away from the highway. Distribution of energy in plant species of PO was also related to
the influence of anthropogenic pollution. The amounts of Ni detected in plant leaves revealed
serious pollution of the atmospheric origin. On negative impact of emissions on neighbouring
biotopes point out also the results of Cui et al. /20/.

Correlation analysis has been used to compare the energy and nickel content in the leaves
of plants in order to understand the tolerance of species to contaminated environment (Table
2). The closest positive linear relationship between Ni content in assimilatory organs and plant
energy showed leaves of N. aceroides (Fig. 3). This evidently reflects degree of pollution
tolerance and corresponds to an increase in leaf energy.

Table 2. Correlation analysis between the nickel and energy content in assimilatory organs of
plants (samples collected in 2018).

Correlation
Ni content in plant/ R-squared
F-ratio coefficient p-value
Plant energy (R?)
(R)
A. platanoides 0.532 0.266 0.0706 >0.05
N. aceroides 39.806 0.922 0.8504 <0.05
19000 - 18400 - _

= A. platanoides A N. aceroides
. A & 18200 -
> 18950 - o A
- A
2 2 18000 -
c -
g 18900 | g 17800 -
o c
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Fig. 3. Relationship between the nickel and energy content in assimilatory organs of plants.

CONCLUSION

The results showed that in areas with developed industry and heavy traffic, the
accumulation of energy of park trees, especially in urban centers, can be negatively affected by
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air contamination by risk elements. The amount of Ni in the assimilatory organs of plants
collected from different park objects between compared years was significantly different.
Overall, the amount of Ni in 4. platanoides was higher by 24 % compared to N. aceroides. The
air pollution significantly affected also energy content of 4. platanoides leaves in PO Levice
and Zeliezovce (closer to the sources of pollution) by reduction of energy compared to the
species growing in PO Ondrejovce. The reaction of the leaves of N. aceroides was similar. The
closest positive linear relationship between Ni content in assimilatory organs and plant energy
showed the leaves of N. aceroides. This evidently reflects degree of pollution tolerance and
corresponds to an increase in leaf energy. In conclusion, a study on Ni accumulation by plant
species under anthropogenic stress will improve our knowledge of metal uptake by plants and
their survival in contaminated environments.
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OBSAH ORTUTI V ASIMILA(:NYCH ORGANOCH LESNYCH
DREVIN NA SLOVENSKU

MERCURY CONTENT IN ASSIMILATORY ORGANS OF FOREST TREES IN
SLOVAKIA

Danica Krupova, Slavka Tothova
Narodné lesnicke centrum — Lesnicky vyskumny ustav vo Zvolene, Sokolovska 1, 960
01Zvolen, danica.krupova@nlcsk.org, slavka.tothova@nlcsk.org

Summary

The content of mercury in the foliafe of the main forest trees (Picea abies Karst., Pinus
sylvestris L., Abies alba L., Fagus sylvatica L., Quercus species) on the territory of Slovakia
between 1996 and 2000 was studied. Data were obtained from old documents and electronic
records of Lesoprojekt, currently part of the National Forestry Center in 2021-2022. The
samples were taken during monitoring of the state of forests in Slovakia. The highest mercury
content was found in needles of Abies alba L. in the Forest Management Unit (LHC) Spisské
Vlachy in 1997 (960 ug.kg™') and in deciduous trees in LHC Bukovec, which are located near
US Steel Kosice, in the leaves of oak (922 pg.kg™!) and of beech (733 pg.kg™!). High values of
mercury in deciduous trees were recorded in the area of Roznava, Brzotin and Opatky.

Key words: mercury, needles, leaves, forest trees, monitoring

Suhrn

Sledoval sa obsah ortuti v asimilacnych organoch hlavnych lesnych drevin (Picea abies Karst.,
Pinus sylvestris L., Abies alba L., Fagus sylvatica L., Quercus species) na uzemi Slovenska
v rokoch 1996 az 2000. Udaje boli ziskané v rokoch 2021-2022 zo starych pisomnych a
elektronickych zdznamov Lesoprojektu v sucasnosti Cast’ Narodného lesnickeho centra. Vzorky
boli odoberané pocas monitoringu stavu lesov a prieskumov ekolédgie lesa na izemi Slovenska.
Najvyssi obsah ortuti bol zisteny v ihli¢i Abies alba L. v lesnom hospodarskom celku (LHC)
Spisské Vlachy v roku 1997 (960 pg.kg™) a u listnatych drevin v LHC Bukovec v blizkosti US
Steel Kosice pri Quercus species L. (922 pg.kg™") a pri Fagus sylvatica L. (733 pg.kg™!). Vysoké
hodnoty ortuti u listnatych drevin boli zaznamenané v oblasti Rozavy, Brzotina a Opatky.

Klucove slova: ortut, ihlicie, listy, lesné dreviny, monitoring

UVOD

Antropogénne zneclistenie je spdsobené ludskou c¢innostou. Medzi najvyznamnejSie
kontaminanty zivotného prostredia patria tazké kovy, pricom vel'mi nebezpecna je ortut’.

Znecistenie ortut'ou (Hg) sa v minulosti povazovalo za naliehavy, ale miestny problém.
Avsak v sucCasnosti je uz povazovany za globalny a chronicky problém. Ortut’ sa uvoltuje
z prirodnych zdrojov (sopecna cinnost), ale aj zantropogénnych zdrojov. Napriklad pri
spalovani uhlia, odpadov 1kremacnej Cinnosti dochadza k jej ukladaniu v okoli. Taktiez
dochddza k uvolfiovaniu ortuti pri banskej Cinnosti (fazba rumelky a zlata). Pri tychto
¢innostiach sa vytvorila globalna zasoba, ktora sa mdze mobilizovat’ a kolovat’ vo vzduchu,
vode, v dnovych sedimentoch vodnych nadrzi, pode a biote, ¢im tvori komplexnu zataz
zivotného prostredia.
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Bolo pozorované, ze ortut’ sa méze ako cezhrani¢na znecist'ujuca latka premiestiiovat’ do
regionov, ktoré su vzdialené od zdroja. Takze urcité lokalne znecistenie moze ovplyvnit
dlhodobé¢ globalne zat'azenie tymto prvkov.

Pre vyrobu ortuti sa pouZiva prirodnd rumelka cinabaryt (obsah 86,2% Hg) prazenim. Na
Slovensku su vysoké obsahy ortuti na Spisi v okoli obce Rudnany, Roziave, v Zlatej bani pri
Presove (Durza, Khun 2002), Malachove (Bernath, Badik, 1967) a na Hornej Nitre (Novaky z
chemického priemyslu a spal’ovania fosilnych paliv).

Obsah ortuti v rastlinach a asimilacnych organov je ovplyvneny jej obsahom v pdde
a v atmosférickych depozicidch. Boli pozorované vstupy cez prieduchy asimilacnych organov
pocas respiracie, akumuldciou na povrchu z mokrej asuchej depozicie atiez z pody cez
koreniovu ststavu (Linberg et al. 1994, Rea et al. 2002). Mokra a suchd depozicia na povrchu
asimilacnych organov moze byt sorbovana do pletiva asimila¢nych organov alebo moze byt
zmyta podas zrazok (Rea et al. 1996). MnoZstvo ortuti v asimilaénych organoch rastie s dizkou
depozicie (Ericksen et al. 2003). U listnatych druhoch stromov obsah ortuti na konci
vegetacného obdobia mdze byt az desatndsobne vyssi ako na zaciatku vegetacného obdobia
(Rea et al. 2002). Mnozstvo ortuti akumulovanej z atmosféry v asimila¢nych organoch drevin
sa 1i§1 medzi jednotlivymi druhmi drevin (Millhollen et al. 2006). Vstup ortuti do rastliny zavisi
od rychlosti vetra, koncentracie ortuti v pode a v atmosfére a taktiez od Struktury pokozky
listov (Lindberg et al. 1994). Predpokladéd sa, Ze ortut’ v asimilaénych organoch pochadza
vyluéne z atmosféry (Fleck et al. 1999, Rea et al. 2002, Ericksen et al. 2003) a jej koncentracia
zavisi od koncentracie v ovzdusi (Ericksen et al. 2003, Gustin 2004, Gustin 2006). Ferrara et
al. (1991) predpokladali, ze vstup ortuti do rastliny ovplyviuju vlastnosti pody, vlastnosti,
rastliny, okolita teplota a koncentracia ortuti v pdde.

Jej problémom pre zivotné prostredie, Ze ma dlha Zivotnost’ az stovky rokov a vysokt
schopnost’ prenosu pomocou emisii na velké vzdialenosti. Polovica depozitov ortuti v Eurdpe
pochadza mimo kontinentu. Eurdpska environmentalna agentura (EEA) vyhodnotila na tzemi
Eurdpy az 46 000 vzoriek vod, ktoré nespiiiaju limity pre ortut’ vo vodach. Urovne ortuti st v
atmosfére 0 500 % a v oceanoch o 200 % nad prirodzenymi uroviiami.

I ked’ depozicie vacsiny tazkych kovov v Eurdpe klesaju, depozicie Hg su stale vysoké.

MATERIAL A METODA

Vzorky asimila¢nych orgénov lesnych drevin (Picea abies Karst., Pinus sylvestris L.,
Abies alba L., Fagus sylvatica L., Quercus species) boli odobraté z ploch v rokoch 1996-2000,
kedy sa vykondvalo monitorovanie stavu lesov SR v sieti 4x4 km v rdmci obnovy lesnych
hospodarskych planov (LHP dnes PSL) aj pre ucely vyliSovania imisnych pasiem. Monitoring
robil Lesoprojekt Zvolen na zaklade ,,Rozhodnutia MP SR — Lesnicka sekcia — Odbor lesného
hospodarstva, zo dita 4. 7. 1995 ¢. 371/95 — 710

Pocas monitoringu stavu lesov a prieskumu stavu lesa bolo v rokoch 1991-2000 na
Slovensku odobranych 12 716 vzoriek pdd a 6 234 vzoriek asimilaénych organov lesnych
drevin. Boli vykonané chemické analyzy Sirokého rozsahu zistenim obsahu makrozivin,
mikrozivin a rizikovych prvkov. U vzoriek pdd sa stanovovalo pH v H,O, v KCl, uhli¢itany,
Niot, Corg, pristupny fosfor a draslik (Mehlicha II.), zrnitost’ a analyzy 12 prvkov (sodik, draslik,
hor¢ik, vapnik, kadmium, med’, chrom, nikel, olovo, mangan, Zelezo, zinok). U asimila¢nych
organoch celkovy dusik, sira, ortut’ a 12 prvkov (sodik, draslik, hor¢ik, vapnik, kadmium, med’,
chrom, nikel, olovo, mangén, Zelezo, zinok). Doteraz boli spracované len udaje do roku 2000,
ale existuju i udaje z rokov 2001 az 2007 v programe CHEMIA 2001 - Visual Fox Pro, ktoré
treba eSte spracovat’.

Odber vzoriek lesnych drevin bol vykonavany podl'a zasad Metodického pokynu odberu
pody a asimila¢nych organov lesnych drevin MP SR podla §22 zakona NR SR €. 15/1994 Zb.
z. 0 hospodareni v lesoch a Statnej sprave lesného hospodarstva (Mankovska, Pavlenda, 1995).
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Zakladnym kritériom pre pocty odberu vzoriek asimilaénych organov bolo predpokladané
imisné zatazenie lokality lesného hospodarskeho celku (LHC), konfiguracia terénnu,
roéznorodost’ stanoviStnych a klimatickych pomerov. Porasty z ktorych sa vzorky odoberali boli
vyberané tak, aby bola moznost’ odberu vzoriek zo 7 praslena z okraja porastu minimalne
z vysky 2 m. U mladSich porastov 2. vekového stupnia z vrcholovych casti stromov. Vzorky
z ihli¢natych drevin boli odoberané od konca septembra do februara a u listnatych drevin od
konca jula do konca septembra. Z odobratych vzoriek bola pripravena priemerna vzorka
minimalne z 10 stromov. Objem zmieSane] vzorky asimilaénych orgénov tvoril cca 200 g
susiny. Na mieste odberu boli separované ro¢niky ihli¢ia. Vzorky sa nechali uschnut’ pri izbovej
teplote a do laboratoria sa expedovali suché, aby sa zabranilo zapareniu a splesneniu (Svec,
Vladovi¢ 1992).

Stanovenie ortuti bolo vykonané v laboratériu LVU na jednouéelovom atdmovom
absorpc¢nom spektrometri AMA 254 od firmy ALTEC Praha. Analyzy boli urobené z ihli¢ia
prvého ro¢nika. Ziskané udaje boli vyhodnotené podl'a druhu drevin v obdobi 1996 — 2000.
Boli vypocitané zdkladné Statistické charakteristiky a vysledky porovnané stdajmi z
Geochemického atlasu Slovenska: Lesna biomasa (Maiikovska 1996).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rastliny dokazu akumulovat’ vel'ké mnozZstvo ortuti. V nadzemnej biomase rastlin sa
ro¢ne ulozi viac ako 1000 t atmosférickej ortuti (Obrist 2007). Matikovska (1996) povazovala
za normalnu hodnotu ortuti v asimilaénych organoch drevin obsah do 120 pg kg™, avsak zistila
ze priblizne na tretine izemia Slovenska je obsah celkovej ortuti v drevindch vyssi ako tato
hodnota. Rasmussen (1995) urcil priemerny obsah ortuti v asimilaénych organoch ihli¢natych
stromov v nekontaminovanych oblastiach od 20 do 65 pgkg!. V oblastiach tazby rumelky v
Spanielsku sa obsah ortuti v asimilaénych organoch pohyboval v rozmedzi 57 — 43 700 pg.kg™
(Millan et al. 2006). V niektorych pracach sa zaoberaji problémom kumulacie ortuti
v asimila¢nych organov drevin a bylin. Ericksen et al. (2003) dokézali, ze obsah ortuti v listoch
je funkciou ¢asu a koncentracie ortuti v suchej a mokrej depozicii a nezavisi od koncentracie
ortuti v pdde. Lodenius et al. (2003) predpokladal, ze narast obsahu ortuti v asimila¢nych
organoch zavisi od schopnosti asimilacného orgénu zachytavat’ suchti a mokra depoziciu.

Rea et al. (2003) udava narast koncentracie ortuti v opade na konci vegetacné¢ho obdobia
oproti obsahu ortuti v asimilaénych organoch. To, Ze dochddza k zmenam v obsahu tazkych
kovov v asimila¢nych orgénoch v priebehu vegetacného obdobia dokazali Cibulka et al. (1991),
Ericksen et al. (2003), Tyler, Olson (2006). Specialna starostlivost’ je venovana ortuti najma
z hl'adiska jej vysokej toxicity k zivym organizmom. Ortut’ nema Ziadnu biologicku funkciu
v ekosystéme.

Obsah ortuti bol stanoveny v 522 vzorkach roznych drevin, ztoho v 359 vzorkach
hlavnych lesnych drevin (Picea abies Karst., Pinus sylvestris L., Abies alba L., Fagus sylvatica
L. a Quercus species) v rokoch 1996 az 2000. Statistické vyhodnotenie ziskanych vysledkov je
uvedené v tabulke 1, kde su zaroven udaje porovnané s hodnotami zistenymi Mankovskou
(1996), pri rozsiahlych pracach k tvorbe Geochemického atlasu biomasa SR, v rokoch 1993—
1994.

Najvyssi obsah ortuti bol zisteny v ihlici Abies alba L. v lesnom hospodarskom celku
(LHC) Spisské Vlachy v roku 1997 (960 pg.kg™). Vyssia zataz na Gizemi stredného Spisa bola
zistena aj v smrekovom ihli¢i (340 pug.kg'). Primerand hodnota 120 pg.kg™! bola v pripade
ihli¢natych drevin prekrocend v Banskom a Hliniku. U listnatych drevin bola zistena najvyssia
zataz v LHC Bukovec, ktory sa nachadza v blizkosti US Steel Kosice (predchodca VSZ).
Maximalne hodnoty pre Quercus species (922 pg.kg') a pre Fagus sylvatica L. (733 pg.kg™)
boli zistené prave na tejto lokalite. VysSia zat'az listnatych drevin ortut'ou bola zaznamenana
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v oblasti Roznavy, Brzotina a Opatky. V porovnani s dajmi zistenymi Mankovskou bol
zaznamenany pokles medianu hodnot ortuti u hodnotenych lesnych drevin.

Tab. 1: Obsah ortuti v lesnych drevindach na Slovensku v rokoch 1996-2000.

Statistické Picea abies Pinus sylvestris Abies alba L. Fagus sylvatica | Quercus species
charakteristiky | Karst. L. L.

Pocet vzoriek | 127 | 1118 10 105 37 178 | 150 | 577 48 126
Aritmeticky

priemer 49 100 23 145 99 133 83 112 105 83
gkg?)

Medién 37 73 20 58 70 108 57 81 48 48
Smerodajna 46 102 15 396 | 157 | 100 88 110 156 90
odchylka

Variaény 94 102 68 273 | 158 | 75 106 98 149 108
koeficient

Minimalna 1 14 1 13 2 20 17 12 20 10
hodnota

Maximdlna 341 | 1607 | 47 | 4008 | 960 | 705 | 733 | 1267 | 922 | 487
hodnota

1* —idaje NLC, databdza ORTUT
2%* — Mankovska (1996)

ZAVER

Pre skvalitnenie ekosystémového vyskumu z hl'adiska dlhodobosti a komplexnosti sluzia
udaje z minulych rokov, ktoré su spracované zarchivu NLC ako datové subory. Ich
spracovanim je mozn¢ identifikovat antropogénnu zat'az v réznych lesnych ekosystémoch.
Databaza idajov o mineralnych prvkov i obsahu ortuti bola v rokoch 2021 a 2022 pripravena
zo starych listinnych a elektronickych zaznamov z byvalého Lesoprojektu v sucCasnosti Cast’
Narodného lesnickeho centra. Vzorky boli ziskané pocas rozsiahleho zist'ovania stavu lesov na
uzemi Slovenska vrokoch 1991 az 2000. Su prispevkom k dlhodobym a komplexnym
poznatkom o vyvoji antropogénnej zataze v lesnych ekosystémoch.
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TOXICKE UCINKY Cd NA RAST A FOTOSYNTETICKE PIGMENTY
SCENEDESMUS QUADRICAUDA

TOXIC EFFECTS OF Cd ON SCENEDESMUS QUADRICAUDA GROWTH
AND PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS
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Summary

Cadmium is a naturally occurring element that often co-occurs with zinc ores as well as due
higher anthropogenic activities (e.g., mining, smelting). This non-essential metal is commonly
toxic at relatively very low concentrations also in aquatic ecosystem. In this study,
S. quadricauda algae is used to investigate Cd metal toxicity. We observed maximally 40% of
growth inhibition at the highest tested concentration (49.23 mg Cd/l). Already at the lowest
concentration (0.25 mg/l) we observed the statistically significant inhibition (p < 0.05) of both
photosynthetic pigments (chlorophyll a and b). We demonstrate the higher loss of chlorophyll b
content than chlorophyll a what pointing out to inhibition of mainly chlorophyll b production.
Concentration of chlorophyll b was 47-times less at 49.23 mg Cd/l compared with control while
decrease of chlorophyll a was only 16.38-times less at the same concentration.

Key words: aquatic systems, metal toxicity, algae, ecotoxicology

Suhrn

Kadmium sa ¢asto v prirode spolu vyskytuje v rudach s obsahom zinku ako aj kvoli zvySene;j
antropogénnej Cinnosti (napr. tazba, tavenie). Tento neesencidlny kov je vo vSeobecnosti
toxicky uz v relativne vel'mi nizkych koncentraciach taktiez aj v akvatickych ekosystémoch.
V naSom vyskume sme testovali toxicitu Cd na riasu S. quadricauda. Pozorovali sme
maximalne 40 %-nl inhibiciu rastu pri najvyssej testovanej koncentracii (49,23 mg Cd/l). Uz
pri najnizsej koncentracii (0,25 mg/l) sme pozorovali Statisticky vyznamnu inhibiciu (p < 0,05)
oboch fotosyntetickych pigmentov (chlorofyl a a b). Preukdzali sme vysSiu stratu obsahu
chlorofylu b nez chlorofylu a, ¢o poukazuje na inhibiciu hlavne tvorby chlorofylu b.
Koncentracia chlorofylu b bola 47-krat mensia pri 49,23 mg Cd/l v porovnani s kontrolou,
zatial’ Co pokles chlorofylu a bol pri rovnakej koncentrécii iba 16,38-krat nizsi.

Klucove slova: akvaticky ekosystém, toxicita kovov, riasy, ekotoxikologia

INTRODUCTION

Contamination of aquatic bodies with heavy metals is a critical issue of today’s world due
to the toxicological risks and accumulative nature of metals in aquatic systems. Cd is one of the
toxic heavy metals and excessive Cd levels reach the food chain through absorption by plants
from the soil and cause health hazards to living cells /1/. Algae has the ability of sorption of
heavy (or toxic) metals on their surface makes them suitable for decontamination of
contaminated waters /2, 3/. However, most of them are very sensitive to higher content of metals
in the aquatic ecosystems. Our research was focused to ecotoxicological effects of cadmium in
Scenedesmus quadricauda where we studied Cd toxicity on growth and photosynthetic
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pigments concentrations of this four-cell coenobia as well as the relations between chlorophyll
a and chlorophyll b.

MATERIALS AND METHODS

Green freshwater alga Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson from the collection
at the Institute of Botany of the Czech Academy of Science in Ttebon (Czech Republic) was
used in the test. Stock culture of algae was cultivated in modified Bristol modif. Bold Medium
(BBM) /4, 5/, then the test medium was prepared according to the STN and OECD norm /6, 7/.
Cultivation management was same as described in /8/. All used chemicals (p.a.) including of
Cd in the form of CdCl.2.5H,0 (0.25-49.23 mg Cd/l; 2.19-437.94 umol/dm?) were from
Lachema-Chemapol, Czech Republic. All concentrations were tested in three parallels. EC50
values for inhibition of algal suspension were estimated by probit analysis and their confidence
interval (95% CI). Content of photosynthetic pigments (chlorophyll a, chlorophyll b) was
measured spectrophotometrically at 649 and 665 nm where 95% ethanol was used as a reference
/8, 9/. Pigment concentrations were calculated with following equations /10, 11/:

chlorophyll a = (13.7 x Aees) — (5.76 X As49)

chlorophyll b = (25.8 x Ag49) — (7.60 x Agss)
The obtained values were displayed and compared with the control and statistically evaluated
by unpaired two-tailed Student’s #-test in the MS Excel (Microsoft Corporation, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Estimated 50%-inhibiting concentration IC50 by probit analysis has shown very high
concentration (51 149 mg Cd/l) as is determined in Tab. 1. However, in our experiments we
observed only max. 40% of growth inhibition at the highest tested Cd concentration after 96 h
(data not shown here). For more precise determination of this value, it is necessary to conduct
more experiments in the future than we could have done during pandemic situation in last two
years.

Tab. 1: Estimated IC50 values for algal SGR inhibition of S. quadricauda after 96 h exposure
to Cd (n=>3). Legend.: CI — confidence interval.

Cd (mg/)
1C50 51 149
(95% CI) (6 425 — 407 173)

Also, other authors observed inhibition of S. quadricauda growth in the presence of Cd /12/
where at concentration of 12.6 pmol/dm® the growth inhibition was 20%, resp. 40% at
83.2 pmol Cd/dm’.

Photosynthetic pigment level (chlorophyll a and b) was determined in this study against
different Cd concentrations (Fig. 1, 2). We observed statistically significant decrease of
chlorophyll a and chlorophyll b from the first tested Cd concentration (Fig. 1). Similar decline
of Chl a concentration and total chlorophyll content (a+b) as in our experiments (Fig. 1, 2)
observed also by other authors in C. sorokiniana /13/. Decrease of chlorophyll b was higher
than chlorophyll a that is drawn in Fig. 2 as a/b ratio and what point to inhibition of chlorophyl a
conversion to chlorophyll b by the chlorophyllide a oxygenase /14/. High photosynthesis
inhibition was observed in Pseudokirchneriella subcapitata, too /15/.
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Fig. 1: Photosynthetic (PS) pigments concentrations in S. quadricauda after 8 days of growth
in the Cd presence (n=3). Statistical significance of two-tailed Student’s t-test is at *p=<0.05;
**p<0.01; ***p <0.001 for chl a (*) and similar as circle (°) for chlorophyll b against their
control. Legend: Chl a — chlorophyll a, Chl b — chlorophyll b.
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Fig. 2: Total photosynthetic (PS) pigment relations in S. quadricauda after 8 days of Cd
exposure (n=3). Legend: a — chlorophyll a, b — chlorophyll b.

PS pigment's relations

CONCLUSION

As many studies have pointed out that microalgae including S. quadricauda have evolved
certain mechanisms to respond to changes in the environment including metal availability. In
this study Cd toxicity was assessed in terms of growth and photosynthetic pigment level
changes in S. quadricauda. All Cd concentrations affected the growth and pigments level in the
alga, and higher values resulted in high inhibition of up to 40%. This concludes that Cd is toxic
to this alga in even low amount when available in the aquatic system.
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PHYTOTOXIC EFFECTS OF Cd ON PERENNIAL RYEGRASS (LOLIUM PERENNE L.)
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Komenského v Bratislave, Mlynskd dolina B2, Ilkovicova 6, 842 15 Bratislava,
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Summary

Perennial Ryegrass is currently being studied as a potential plant hyperaccumulator that could
be used to remediate contaminated soils. In our study, we observed a significant accumulation
of Cd in the roots (9.7 mg.g! dry mass) than in the shoots (0.038 mg.g"' dry mass)
at 4.92 mg Cd/I. Although the translocation factor was very low, this indicates Cd retention in
the plant roots, but with greater inhibition of shoot growth (IC50=708 mg Cd/l) than the roots
(IC50=2793 mg Cd/l). Although we did not confirm any statistically significant inhibition of
photosynthetic pigments at most of the tested Cd concentrations, from our results we can state
that the formation of chlorophyll & was more inhibited than chlorophyll a.

Key words: hyperaccumulator, phytoremediation, phytotoxicity

Sthrn
Maitonoh trvéci sa v sucasnosti Studuje ako potencidlny rastlinny hyperakumulétor, ktory by sa
mohol vyuzivat na remedidcie zneCistenych pdd. V nasej Studii sme pozorovali vyraznu
akumulaciu Cd v korefioch (9,7 mg.g"! susiny) nez vo vyhonkoch (0,038 mg.g”! susiny)
pri 4,92 mg Cd/I. Aj ked’ transloka¢ny faktor bol vel'mi nizky, poukazuje to na zadrziavanie Cd
v korenioch rastliny, pricom ale dochédzalo k vyssej inhibicii rastu vyhonkov (IC50=708 mg
Cd/l) ako koretiov (IC50=2793 mg Cd/l). Statisticky vyznamnt inhibiciu fotosyntetickych
pigmentov sme sice vo vacSine testovanych Cd koncentraciach nepotvrdili, ale znaSich
vysledkov mdézeme konsStatovat’, ze viac bola inhibovana tvorba chlorofylu b ako chlorofylu a.

Klucove slova: hyperakumuldator, fytoremedidcia, fytotoxicita

UvVOoD

Kontaminécia pdd toxickymi prvkami Casto aj kvoli zvySenej antropogénnej ¢innosti
predstavuje celosvetovy problém, ktory zasahuje do vSetkych zloziek Zivotného prostredia
/1,2,3/. Cd pdsobi fytotoxicky uz pri nizkych koncentraciach aj kvoli jeho vlastnosti, Ze sa na
rozdiel od organickych latok nemdze dalej rozkladat' av prostredi preto pretrvava.
Odstraniovanie znecistenia z pdd moze byt financne narocné, pricom sa mnohokrat negativne
ovplyvilyje aj krajinny raz. Bioremediécia pomocou rastlin je preto vyhodnym a neinvazivnym
sposobom ako odstranit’ dané kontaminanty z prostredia. Matonoh trvaci sa zacina Studovat’ aj
kvoli jeho mozZnosti na vyuzitie pre fytoremediaciu kovmi kontaminovaného prostredia pre jeho
schopnost’ ¢asto dobre tolerovat’ ako aj akumulovat’ tento prvok bez nasledného thynu rastliny
/1/. V nasom prispevku sa preto zaoberame sledovaniu akumulacie a toxického ucinku Cd na
rast a fotosyntetické (FS) pigmenty na tuto rastlinu.

MATERIAL A METODY
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Semend miétonohu trvaceho, odroda Jozifek (Agrostis Travniky, s.r.o., Ceska republika)
vysiate do Phytotoxkit® plastovych vertikalnych kontajnerov (MicroBioTests Inc., Belgicko)
s rozmermi 21 x 15,5 cm na buni¢inu a filtraény papier nasiaknutych 24 ml 2 Hoaglandovho
roztoku /4/ sa nechali kli¢it' v termostate v tme pri 25 £ 1 °C. Po 1 tyzdni sa rastlinam zmerali
dizky korefiov anadzemnych &asti. Potom sa presadili do1 1 kultivaénych nadob (12
ks/néddobu), kde rastli v pritomnosti Cd d’alsi 1 tyzden pri rovnakej teplote so svetelnym
rezimom 16/8 deti/noc pri 10 937 Ix. Cd bolo pouzité vo forme CdCl».2,5H>O v koncentraciach
od 0,49 nug Cd/l (4,38 umol.dm™) do 49,23 mg Cd/l (437,9 umol.dm™). Vsetky chemikalie
analytickej Gistoty (p.a.) pochadzali z firmy Lachema-Chemapol (Ceska republika). Po 2
tyzdnoch kultivacie rastlin v pritomnosti Cd sa pokus ukoncil. Odobratym rastlinam sa zmerali
dizky koretiov a nadzemnych Gasti a stanovili sa fotosyntetické pigmenty (chlorofyl a a b) v
listoch podla /5, 6/. Obsah Cd sa stanovil v korenoch a vyhonkoch galvanostatickou
chronopotenciometrickou elektrochemickou metédou na pristroji Ecafow 150GLP (Istran,
Slovenska republika) /3/. Bioakumula¢ny faktor (BAF) sa vypocital ako: BAF = (koncentracia
Cd v koreiioch prip. vyhonkoch) / (koncentracia Cd v médiu); a translokac¢ny faktor (TF) ako
TF = koncentracia Cd vo vyhonkoch /koncentracia Cd v korenoch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z nameranych dizok korefiov a vyhonkov métonohu trvaceho rasticich v pritomnosti Cd bola
vypocitana hodnota IC50 (tab. 1). Cd pdsobilo 3,95-krat toxickejs$ie na vyhonky métonohu trvaceho
(IC50 = 708 mg.I'") nez nakorene (IC50 = 2793 mg.l"), ¢o sa prejavilo aj na inhibicii tvorby
fotosyntetickych pigmentov (chlorofylu a, chlorofylu b a celkovych karotenoidov), predovsetkym
chlorofylu b (obr. 1, 2), ¢o vidiet’ aj na naraste hodnoty pomerov chlorofylov a/b na obr. 2. Nakol'ko
chlorofyl b vzniké premenou chlorofylu a pomocou enzymu chlorofylid @ oxygenaza /7/, mohla by byt
pozorovand znizena tvorba chlorofylu b spdsobend napr. inhibiciou aktivity tohto enzymu kadmiom.

Tab. 1: Hodnoty IC50 s ich 95 %-nymi intervalmi spolahlivosti (CI) pre inhibiciu rastu korernov
a vyhonkov semenacikov mdtonohu trvaceho po 2 tyzdnoch v pritomnosti kadmia.

. . . I1C50
matonoh trvaci (mg.l'l)
koren 2793
(2537-3075)
, 708
vyhonok (657 — 763)

Kapoor et al. /2/ pozorovali v 30-diiovych listoch Brassica juncea znizovanie chlorofylu
a v pritomnosti Cd, kym chlorofyl b sa Statisticky vyznamne so zvySujucou sa koncentraciou
Cd nemenil, ¢o poukazovalo skor na inhibiciu tvorby chlorofylu a nez chlorofylu .

Tab. 2: Bioakumulacia Cd v korenioch a vyhonkoch mdtonohu trvacom. V tabulke si uvedené
aritmetické priemery spolu so Standardnymi odchylkami (SD), n=>2. Legenda: nd —
nedetekované.

¢(Cd) | Cd (korefi) | Cd (vyhonok) | BAF BAF -
(mgl!) | (ug.g!susiny) | (ug.g! susiny) | (korei) | (vyhonok)
0,00 nd nd 0 0 0
0,49 8629 £ 243 185+4 17610 377,55 0,0214
4,92 9738 £ 241 38+3 1979 7,72 0,0039

Kadmium sa prednostne akumulovalo viac v korenoch ako vo vyhonkoch méitonohu
trvaceho (tab. 2), ¢o potvrdzuje uz znamy fakt, Ze tato rastlina sa povazuje za vhodny
hyperakumulator pre toxické kovy. Cd prechadzalo do nadzemnej Casti len vo vel'mi malej
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miere, na ¢o poukazuju hodnoty transloka¢ného faktora blizke nule a vysvetl'uje nizku toxicitu
Cd na FS pigmenty v listoch na obr. 1.
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EKar | 0,012 0,015 | 0,018 0,010 0,019 0,005 0,035 0,073 0,017

c (ug Cd.I?)
Obr. 1: Ucinok Cd na fotosyntetické pigmenty mdtonohu trvicom po 2 tyzdioch rastu
v pritomnosti Cd. V grafe su uvedené aritmetické priemery spolu sich Standardnymi
odchylkami (SD) (n>2). Statistickd vyznamnost bola vyhodnotend obojstrannym Studentovym

t-testom, kde * alebo * znamend p<0,05 oproti kontrole Chl a, resp. Kar. Legenda: Chl a —
chlorofyl a; Chl b — chlorofyl b; Kar — celkové karotenoidy.
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Obr. 2: Vztahy fotosyntetickych pigmentov mdtonohu trvacom po 2 tyzdnoch rastu
v pritomnosti Cd (n>2). Statisticka vyznamnost bola vyhodnotena obojstrannym Studentovym

t-testom, kde °° alebo * znamend p<0,01 oproti kontrole a/b, resp. (a+b)/kar. Legenda: a —
chlorofyl a; b — chlorofyl b; kar — celkové karotenoidy.

ZAVER

Nase vysledky potvrdili vhodnost’ vyuzitia tejto rastliny na fytoremediaciu Cd
kontaminovaného prostredia. Je v§ak potrebné vykonat’ este d’alSie experimenty predovsetkym
so zameranim sa na v literatire /napr. 3/ popisovanu schopnost’ kadmia nepriamo zvySovat
uroven oxidacného stresu v rastlinach. Tato schopnost’ by sa mohla nasledne negativne prejavit’
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na znizenej tvorbe biomasy, alebo inhibicii fotosyntézy pri vysSich koncentraciach Cd
v prostredi alebo na starSich rastlinach mitonohu trvacom nez aké sme sledovali my.
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UDZIAVANIE EMBRYOGENNYCH PLETIV ABIES ALBA MILL.
V PRITOMNOSTI RASTOVYCH REGULATOROV 2,4-D A NAA

IN VITRO MAINTENANCE OF ABIES ALBA MILL. EMBRYOGENIC TISSUES IN THE
PRESENCE OF GROWTH REGULATORS 2,4-D AND NAA

Terézia Salaj, Martin Galgdci, Jan Salaj
Plant Science and Biodiversity Center, Institute of Plant Genetics and Biotechnology,
Slovak Academy of Sciences, Akademicka 2, 950 07 Nitra, terezia.salaj@savba.sk

Summary

The effect of 2,4-D (0.1 or 1 mg.L™!.) and NAA (0.1 or 1 mg.L™!) was investigated during the
cultivation of embryogenic tissues of Abies alba Mill., including four cell lines A01, A30, A31,
A32. The tissues were initiated from immature zygotic embryo explants and cultivated on DCR
medium containing BA as sole plant growth regulator or BA combined with 2, 4-D or NAA. In
the presence of BA alone the tissues showed vigorous growth with fresh mass increase from
inoculum 0.5 g to 1.95 g to 4.47g. The dry mass accumulation showed similar pattern. Profound
changes were observed after application of 2, 4-D or NAA in the culture medium. 2, 4-D and
NAA incorporated into culture medium caused harmful effect on growth and structural
characteristics of embryogenic tissues. This phenomenon was apparent mostly using 1 mg.L™!
2, 4-D or 1 mg.L'! NAA. Similarly, the structure of early somatic embryos was completely
disintegrated.

Key words: conifers, in vitro, synthetic auxins, somatic embryogenesis

Stthrn

Studovali sme vplyv 2, 4-D (0.1 al mgL') aNAA (0.1 al mg.L") podas proliferacie
embryogénnych pletiv (linie AOl, A30, A31, A32) jedle bielej (Abies alba Mill.).
Embryogénne pletiva sa indukovali z nezrelych zygotickych embryi na kultivaénom médiu
DCR pri pouziti 1 mg.L! BA a nasledne sa kultivovali na tom istom médiu s obsahom 2, 4-D
a NAA. Pri kultivécii pletiv na médiu s obsahom iba BA pletiva rastli intenzivne a dosiahli
prirastok 1,95 g az 4.47 g zpdvodného inokula 0.5 g. Inkorporacia 2, 4-D a NAA do
kultivatného média spdsobila zmeny, ktoré sa prejavili vyraznym znizovanim proliferacie
cerstvej a suchej hmoty a silnym poskodzovanim struktiry somatickych embryi. Tento jav bol
vyrazny najmi pri aplikovani vys§ich davok rastovych regulatorov (1 mg.L™).

Klucoveé slova: auxiny, ihlicnany, in vitro, somatické embryogenéza

INTRODUCTION

Somatic embryogenesis (SE) is a developmental pathway of plant embryos formation
without sexual fusion of gametes under in vitro conditions. The process has been demonstrated
in many plant species, including conifer trees. For conifers SE has a special importance for
micropropagation, because other micropropagation techniques were less efficient. SE has been
initiated in many conifer species, belonging to genera, Abies, Picea, Pinus anad Pseudotsuga.
For initiation of SE regularly plant growth regulators are important, including auxins and
cytokinins /1/. In the species belonging to genera Abies SE has been initiated in the presence
of BA as sole plant growth regulator /2, 3, 4/. Our preliminary experiments indicated the
harmful effect of synthetic auxins 2, 4-D or NAA on long-term maintenance of embryogenic
tissues of Abies alba. These observations were non-systematic, therefore further experiments
were devoted to study this phenomenon in details. The experiments were focused on the
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proliferation and structural aspects of embryogenic tissues.

MATERIALS AND METHODS

The tissues were initiated from immature zygotic embryos on medium DCR /5/,
containing 1 mg.L™! BA (6-benzyladenin) and for the proliferation of cell lines (A01, A30, A31,
A32) the same medium was used (details /6/). Tissue initiation and maintenance occurred in
culture room, at temperature 23 °C in dark. For the study of 2,4-D (dichlorophenoxyacetic acid)
and NAA (I-naphtalene acetic acid) effect, 0.5 g of vigorously growing tissues was transferred
to media containing BA (1 mg.L™!) as well as the mentioned (synthetic) auxins, 0.1 and 1 mg.L"
!, The proliferation was followed 7, 14 and 21 days after inoculation by recording the fresh as
well as dry mass accumulation. The dry mass was recorded after drying the tissues at 60 to 105
°C.

For structural observations small pieces of embryogenic tissues placed on glass were
stained with a drop of 2% acetocarmine, squashed, covered by cover slip and investigated under
microscope Axioplan 2 (Carl Zeiss Microscopy) equipped with a camera system (Sony DXC-
5500).

RESULTS AND DISCUSSION

On medium DCR containing sole plant growth regulator BA, the embryogenic tissues
proliferated intensively, transferred to fresh media every 2-3 weeks (Fig. 1). During 21 days of
proliferation the fresh mass increased from 0.5 g at the beginning of growth cycle to 4.47 g (cell
line A1), 2.58 g (cell line A30), 1.95 g (cell line A31), and 2.95 g (cell line A32).

Profound changes were observed after application of 2, 4-D or NAA in the culture
medium. 2, 4-D and NAA incorporated into culture medium caused harmful effect on tissue
proliferation in respect of fresh as well as dry mass. The inhibition of proliferation was cell line
dependent. Very strong inhibition was observed in cell line AO1, the remaining cell lines were
less but still negatively influenced.

Fig. 1. Embryogenic tissue of Abies alba (cell line A01), proliferating on medium containing
only BA (1 mg.L™).

The structural organization of early somatic embryos was also adversely influenced on
media containing 2, 4-D and NAA. On medium containing sole BA, somatic embryos were
observed as bipolar structures composed of embryonal part and long vacuolized suspensor cells
organized into bundles (Fig. 2). Cleavage of embryonal part was also frequently observed. In
the presence of 2, 4-D and NAA the structural organization of early somatic embryos was
profoundly changed. The embryonal cells were completely disintegrated (Fig. 3) and mostly
single vacuolized cells without organization into bundles, were observed. Formation of non-
embryogenic callus was also observed.

58



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

E\PPJ\(\ ;:X\ \}
Fig. 2. Early bipolar somatic embryo observed in embryogenic tissues (cell line A0I)
proliferating on medium containing only BA (1 mg.L™).

~500pm

AN ‘\\

e;ved on medium supplemented
with 2, 4-D (1 mg.L'l). Fig. 4. Long, vacuolized cells, observed in embryogenic tissues (cell
line A32) in the presence of 1 mg.L! NAA in culture medium.

The successful in vitro culture of Abies embryogenic tissues requires cytokinin BA /2, 4,
7/. Tt is supposed, the Abies embryogenic tissues produce endogenous auxin sufficient for
proliferation /3/. Conversely, in Abies balsamea embryogenic tissues proliferation was
successful in the presence of 10 uM NAA /8/. Vondrakova et al. /9/ demonstrated positive role
of 2, 4-D on the embryogenic tissue proliferation, but the used concentration was very low (0.25
uM).

CONCLUSION

Embryogenic tissues were initiated from immature zygotic embryos in Abies alba Mill.
on nutrient medium DCR containing 1 mg.L"! BA. Four cell lines A01, A30, A31 and A32 were
included in the experiments. The in vitro maintenance of tissues occurred on medium of the
same composition as the initiation. Transfer of tissues to medium containing 2, 4-D or NAA
resulted in proliferation supression, mostly using 1 mg.L™!. The response of tissues was cell
line-dependent, but observable in all four cell lines. The structural features were also profoundly
affected by culture on 2, 4-D or NAA. The typical bipolar organization of early somatic
embryos was completely disintegrated.
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VLIV PARACETAMOLU NA FYZIOLOGICKE PARAMETRY
JUVENILNICH ROSTLIN KUKURICE SETE

THE EFFECT OF PARACETAMOL ON PHYSIOLOGICAL PARAMETERS OF
JUVENILE MAIZE PLANTS

FrantiSek Hnilic¢ka, Jifi Kudrna, Jan Kubes, Miroslav Jozifek
Ceska zeméd¢lska univerzita v Praze, FAPPZ, Katedra botaniky a fyziologie rostlin, Kamycka
129, 165 00 Praha - Suchdol, hnilicka@af.czu.cz

Summary

The effect of different concentrations of paracetamol (0 mg I'!, 200 mg I'!, 400 mg I'!, 600 mg I,
800 mg I"! and 1000 mg 1! APAP) was observed on juvenile plants of maize (Zea mays L.).
Gas exchange rate and chlorophyll fluorescence were measured in maize plants. The measured
results show that a decrease in net photosynthesis and transpiration occurred in all stressed
variants. In the case of fluorescence parameters, it can be stated that the maximum quantum
yield of fluorescence (Fv/Fm) in all stressed variants decreased depending on the xenobiotic
exposure. A similar trend was also noted for the ratio of fluorescence variable to minimum
fluorescence (Fv/FO0).

Key words: Zea mays, paracetamol, photosynthesis, transpiration; fluorescence of chlorophyll

Souhrn

U juvenilnich rostlin kukufice seté¢ (Zea mays L.) byl sledovan vliv rozdilnych koncentraci
paracetamolu (0 mg 1!, 200 mg 1!, 400 mg 1!, 600 mg 1"}, 800 mg I"! a 1000 mg I'' APAP) na
rychlost vymény plyni, fluorescenci chlorofylu. Z namétenych vysledkt vyplyva, ze k poklesu
Cisté fotosyntézy a transpirace doSlo u vSech stresovanych variant. V piipad¢ parametri
fluorescence je mozné konstatovat, Ze ze maximalni kvantovy vytézek fluorescence (Fv/Fm) u
vSech stresovanych variant se snizil v zavislosti na expozici xenobiotika. Obdobny trend byl
také zaznamendn u poméru fluorescence variabilni k fluorescenci minimalni (Fv/F0).

Klicova slova: kukurice seta, paracetamol, fotosyntéza, transpirace, fluorescence

UvVOoD

V poslednich letech se vyskyt 1é€iv v zivotnim prostiedi povazuje za celosvétovy problém
/1,2/. Léciva jakoZzto piedstavitelé Siroké skupiny modernich kontaminantt povrchovych vodse
do tokti dostavaji zejména z lidskych sidel a nemocnic. Prescott (2010) /3/uvadi, ze mezi velice
rozifena analgeticka 1é¢iva se také povazuje paracetamol (acetaminophen). Cisti¢ky odpadnich
vod (COV) vétsinu farmak nedokazi pIné odbourat. Jednou z moznosti pro cilené odbourani
nékterych farmak je pouziti bioreaktoru, do kterého jsou aplikovany mikroorganismy schopné
1é¢iva odbourat. Podle typu 1é¢iva miize byt rozloZzeno na pfijatelné formy nebo az na oxid
uhlic¢ity a vodu /4/. Dal§im zplisobem, jak rozlozit a zabranit uniku 1é¢iv do Zivotniho prostfedi
je fytoremediace. Podle /5/ 1ze takto odstranit i paracetamol.

Léciva maji prokazany vliv na fyziologické a biochemické procesy v rostling. Toto
dokazuji  naptiklad /6/ ve svych experimentech, kde 1éCiva (diclofenac
a paracetamol) maji vliv na vSechna vyvojova stadia rostliny. Nejvice byly rostliny negativné
ovlivnéné ve fazi kli¢eni, tvorby kofent a rtistu mladych rostlin kukufice. Pino et al. /7/
pozorovali negativni vliv na kofenovou soustavu a hypokotyl lociky seté a fotosynteticky aparat
ras. Jak uvadi /8/, tak kukufice zalévand kontaminovanou vodou uklada
1é¢iva do svého téla a nasledné i do zrna, které mize byt vyuzito ve vyzive zvifat a lidi. Jedna
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se tedy o jednu z moznych cest vystaveni nezddouciho plsobeni rezidui farmak na zvitata
a lidskou populaci. Proto cilem této prace bylo sledovat vliv paracetamolu na vybrané
fyziologické parametry kukufice seté a zjistit miru fytotoxicity jednotlivych koncentraci
uvedeného léciva.

MATERIAL A METODY

Ve sklenikovém pokusu byl sledovan vliv rozdilnych koncentraci paracetamolu v
zalivkové vodé na kukufici setou genotyp RGT Sixxtus. Pokus byl zaloZen v ¢astecné fizenych
podminkach skleniku KBFR FAPPZ, pfi teploté 25 °C ve dne a 19 °C v noci a pii pfirozeném
svételném rezimu (14 hodiny svétlo, 10 hodin tma). Pokusné rostliny byly péstovany
v hydroponickém systému, ktery byl provzdusnovan. Objem nadob byl 15 1. Pokusné rostliny
byly péstovany v rockwoolovych kosti¢kach, kdy do kazdé péstebni kostky bylo vlozeno jedno
semeno kukufice.

Pokus zahrnoval 6 variant: kontrolni a 5 stresovanych. Kontrolni varianta (K) byla v
prubéhu celého pokusu péstovana v destilované vodé s ptidavkem Hoaglandova zivného
roztoku doplnéného o mikroelementy podle Bensona, u stresovanych rostlin byl objem vody a
hnojiva totozny, lisil se pouze v koncentracich paracetamolu (APAP): P1 (200 mg I'"), P2 (400
mg '), P3 (600 mg 1'!), P4 (800 mg I'") a P5 (1000 mg 1'"). Lécivo bylo ziskéno od firmy Sigma-
Aldrich spol. s r.0. a jeho roztok byl ptipraven dle pokust /6/. Pokus byl zahajen ve fazi 3
pravych listd (13 BBCH) a uskutecnilo se celkem 6 méfeni: 0, 1, 3, 7, 10 a 14 dni po zah4jeni,
pii zachovani 5 opakovani

Parametry fluorescence chlorofylu Fv/Fm a Fv/FO byly méfeny nedestruktivni metodou
pomoci fluorometru OS5p+ (Opti-Sciences) a to vzdy po predchozim zatemnénim mista
méfeni. Doba zatemnéni pomoci plastovych klipsii byla stanovena na 20 minut /9/. Rychlost
vymeény plynt byla méfena nedestruktivni metodou pomoci infracervené¢ho analyzatoru plynii
LCpro+ (ADC Bioscientific Ltd). Rychlost vymény plynti byla sledovana na zakladé pokusi
/10/.

Statistickd analyza dat se uskutecnila pomoci softwaru STATISTICA, verze 12 (StatSoft
Inc.) pfi zachovani 5 opakovani a hladin¢ vyznamnosti a=0,05.

VYSLEDKY A DISKUSE

Primérny pomér fluorescence chlorofylu Fv/Fm v zavislosti na varianté pokusu je uveden
v grafu 1. Z grafu je patrna nepfima iméra se zvySujici se ddvkou paracetamolu a snizovanim
fluorescencniho poméru rostlin kukufice. Kontrolni rostliny vykazovaly nejvyssi primérny
pomér fluorescence Fv/Fm s hodnotou 0,793. Nejnizsi odchylka oproti kontrolnim rostlindm
(K) byla zaznamenana u stresované¢ varianty P1, kdy byla namétena hodnota 0,787. U dalSich
variant dochéazelo k postupnému snizovani poméru fluorescence. Varianta P2 méla hodnotu
fluorescence 0,782. U rostlin variant P3 dosahl priimér poméru fluorescence Fv/Fm 0,776.
Varianté¢ P4 byl naméfen pomér 0,769. Rostliny s nejvyssi davkou paracetamolu (P5) byly
nejvice ovlivnény timto 1é¢ivem. Jejich pomér fluorescence Fv/Fm za cely pokus byl 0,756 a
jejich  rozdil oproti kontrolni variant¢ ¢inil 0,037 (4,67 %). Negativni vliv
pusobeni farmak na pomér Fv/Fm potvrzuji 1 /11/ s paracetamolem na locice
set¢ (Lactuca sativa L.) nebo /12/ na vrbé bile (Salix alba L.) po aplikaci
ibuprofenu. Autofi /12, 13/ konstatuji, Ze snizeni poméru Fv/Fm je zplsobeno snizenim
maximalni kvantové vykonnosti otevienych center fotosystému II (PSII), kdy se nevyuzita
energie meni na teplo a indikuje tak poskozeni fotosyntetického aparatu.

V grafu 2 je uveden primérny pomér fluorescence chlorofylu Fv/F0O vSech variant. Jako
u poméru fluorescence Fv/FO kontrolni rostliny vykazovaly nejvyS§i primérny pomér
fluorescence Fv/FO0 - 3,841. S navysujicim se obsahem farmaka se pomér snizoval. U stresované
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hodnota byla 3,645. U varianty P2 byla namétfend hodnota 3,528. U rostlin variant P3 dosahl
prumér poméru fluorescence Fv/F0 (3,385). U rostlin z varianty P4 mély pramérnou hodnotu
poméru Fv/FO ve vysi 3,240. Nejvyssi ovlivnéni bylo pozorovano u rostlin varianty PS5, ktera
obsahovala 1000 mg I-1 paracetamolu ve svém hydroponickém roztoku. Naméfena hodnota
byla 2,970, kde rozdil oproti kontrolni varianté ¢inil 22,68 %. Vysledné hodnoty jsou v souladu
s praci /11/. Snizeni poméru Fv/F0 za plisobenim abiotickych faktor véetné rizikovych prvkl
(olovo a kadmium) uvadi ve své praci /14/. Dle /15/ xenobiotikum ve formé pesticidu
fenoxaprop-P-ethylu zptlisobilo snizeni poméru Fv/F0 u rostlin perily kiovité.
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Graf 1: Primérny pomer fluorescence chlorofylu Fv/Fm variant.
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Graf 2: Primérny pomer fluorescence chlorofylu Fv/F0 variant.

Priimérné rychlost fotosyntézy v zéavislosti na varianté pokusu je uvedena v grafu 3. Z
tohoto grafu je patrny negativni vliv paracetamolu na fotosyntézu kukutice. Kontrolni rostliny
vykazovaly nejvyssi hodnoty fotosyntézy, kdy primér fotosyntézy ¢inil 11,13 pmol CO, m™ s™!.
VSechny stresované varianty mély nizsi fotosyntézui v porovnani s kontrolnimi rostlinami. U
stresované varianty P1 bylo zji§téno nejnizsi snizeni fotosyntézy - 10,87 pumol CO, m? s™! (2,34
%). Priikazné rozdily v rychlosti fotosyntézy nebyly zaznamenany mezi variantami P2-P5. U
varianty P2 byla naméfend hodnota 10,46 umol CO> m™ s™'. U rostlin variant P3 dosahl primér
gisté fotosyntézy 10,40 pmol CO> m™? s, Varianta P4 méla hodnotu fotosyntézy ve vysi 10,30
pumol CO2 m? 5!, Priimérna hodnota vykonu &isté fotosyntézy rostlin varianty P5 za cely pokus
byla 10,23 pmol CO, m s!. Rozdil oproti kontrolni varianté ¢inil 8,09 %. Byl prokazan nartist
fotosyntézy v zéavislosti na ontogenetickém vyvoji rostlin. Snizeni fotosyntézy po aplikaci
farmak dokazuji pokusy /16/u rostlin fazolu a lociky seté po aplikaci paracetamolu, jak doklada
prace /11/,/12/ za pouziti ibuprofenu na vrbu bilou, /17/ pii aplikaci antibiotik na pSenici setou.
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Dutivod snizeni Cisté fotosyntézy patrné souvisi s fytotoxicitou paracetamolu a jeho delSim
¢asem pusobeni na rostliny kukufice.
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Graf 3: Primérnda rychlost fotosyntézy (umol CO> m? s!) juvenilnich rostlin kukurice
ovlivneéné rozdilnou koncentraci paracetamolu.
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Graf 4: Pramérna rychlost transpirace (mmol H>O,cm™.s™) juvenilnich rostlin kukurice
ovlivnéné rozdilnou koncentraci paracetamolu.

Rozdil mezi nejvyssi (0,90 mmol H,O m? s) a nejnizsi (0,60 mmol H:O m? s™)
pramérnou nametenou rychlosti transpirace kukuftice €inil 33,33 % a byl zjistén mezi kontrolni
variantou K (0 mg APAP) a variantami P1 (200 mg APAP) a P2 (400 mg APAP, viz graf 4.
Nejnizsich hodnot transpirace mély rostliny u variant P1 a P2 (0,60 mmol HO m? s™!"), nasledné
varianta P4 (0,66 mmol H,O m? s!), poté varianta P5 (0,68 mmol H2O m™ s') a varianta P3
(0,73 mmol H,O m? s!). U vsech pokusnych variant, v&etné kontrolni varianty, byl
zaznamenan pokles rychlosti transpirace. Dosazené vysledky jsou v souladu s praci /12/ po
aplikaci ibuprofenu na klony vrby bilé, lilek rajce /18/. Tito autoii prokdzali snizeni rychlosti
transpirace po aplikaci farmak.Diivodem snizeni rychlosti transpirace je patrn¢ dlouhodoby
ucinek paracetamolu s vysokou koncentraci na rostliny kukufice, nebot’ pii kratkodobém
osetfeni v rdmci ne€kolika hodin nema koncentrace paracetamolu zésadni vliv, jak uvadi /19/.

ZAVER

Ze ziskanych vysledkli vyplyva, Ze existuje negativni vliv paracetamolu na primarni
rychlost vymény plynil juvenilnich rostlin kukufice. Dale byl potvrzen negativni vliv doby
expozice a koncentrace paracetamolu v Zivném roztoku na parametry fluoresce chlorofylt.
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VLIV PARACETAMOLU NA RYCHLOST VYMENY PLYNU LOCIKY
SETE
PARACETAMOL INFLUENCE ON THE GAS EXCHANGE OF LETTUCE PLANTS

"l:oméé Turnovec, FrantiSek Hnilicka, Jifi Kudrna, Adéla Kulhankova
Ceska zeméd¢lska univerzita v Praze, FAPPZ, Katedra botaniky a fyziologie rostlin, Kamycka
129, 165 00 Praha - Suchdol, turnovec@af.czu.cz

Summary

The influence of different concentrations of paracetamol, which was applied in a single and
chronic dose, on the rate of gas exchange was monitored in juvenile lettuce plants. The
experiment scheme included five variants: control (0 pmol/l paracetamol), S1 (5 pmol/l
paracetamol), S2 (50 umol/l paracetamol), S3 (500 pumol/l paracetamol), S4 (5 mmol/l
paracetamol). From the measured results, it is evident that the rate of photosynthesis decreased
in plants that were once treated with concentrations of 50 uM, 500 uM and 5 mM paracetamol.
On the contrary, plants that received 5 uM paracetamol in the irrigation water showed a gradual
increase in the rate of photosynthesis, similar to the control variant. The highest difference in
transpiration rate between control and stressed variant (S4) was 1.79 mmol H,O.m™.s™'. On the
contrary, the lowest difference in the transpiration rate between the control and the single
stressed variant (S2) was 0.27 mmol HO.m2.s™.

Key words: lettuce, paracetamol, photosynthesis, transpiration

Souhrn

U juvenilnich rostlin salatu byl sledovan vliv rozdilnych koncentraci paracetamolu, ktery byl
aplikovan v jednordzové a chronické davce na rychlost vymény plynti. Schéma pokusu
zahrnovalo pét variant: kontrolni (0 umol/l paracetamolu), S1 (5 pmol/l paracetamolu), S2 (50
umol/l paracetamolu), S3 (500 pmol/l paracetamolu), S4 (5 mmol/l paracetamolu). Z
namétfenych vysledkt je patrné, ze k poklesu rychlosti fotosyntézy doslo u rostlin, které byly
jednorazové osetfeny koncentracemi 50 uM, 500 uM a 5 mM paracetamolu. Naopak u rostlin,
kterym bylo v zéalivkové vodé dodano 5 uM paracetamolu bylo prokazano postupné zvysSeni
rychlosti fotosyntézy podobné jako tomu bylo u kontrolni varianty. Nejvyssi rozdil v rychlosti
transpirace mezi kontrolni a stresovanou variantou (S4) byl 1,79 mmol H.O.m?.s!. Naopak
nejnizsi rozdil v rychlosti transpirace mezi kontrolni a jednorazové stresovanou variantou (S2)
¢inil 0,27 mmol HO.m?.s™.

Klicova slova: locika setd, paracetamol, fotosyntéza, transpirace

UvVoD

Celosvétova spotieba 1é¢iv béhem uplynulych desetileti v mnoha zemich svéta vyrazné
stoupd. Rozsahlé uzivani Sirokého spektra 1é¢ivych latek vede ke zvySovani pozornosti o osudu
1é¢iv v Zivotnim prostiedi a ke zkoumani G¢inkl na necilové organismy. Stale Castéji mtize
dochdzet k uvoliovani farmaceutickych vyrobku ¢i jejich metabolitit do zivotniho prostiedi a
tim ke zvySovani enviromentalniho a ekotoxikologického rizika pro fadu organismi. Podle /10/
pohlavni  hormony, antiepileptika, antidepresiva, hypolipidemika, beta-blokéatory,
antineoplastika a kontrastni latky.
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Jednim z vyznamnych kontaminanti je napf. paracetamol, kdy napt. v SRN je jeho ro¢ni
spotfeba ve vysi 641,86 t. A v piipadé, Ze nedojde ke kompletni eliminaci v ¢istirnach
odpadnich vod, mohou rezidua 1é¢iv a jejich metabolity uniknout do zivotniho prostedi. Na
odtocich cisti¢ek odpadnich vod lze nasledn¢ detekovat hodnoty farmak v koncentracich
nékolika ng/l az pg/l /3/. Lze tedy konstatovat, Ze pfitomnost paracetamolu a jinych 1é¢iv v
prostiedi miize ptedstavovat velké riziko pro rist a vyvoj vsech rostlin.

Taschind a kol. (2017) /13/ ve své praci prokdzali, Ze paracetamol ovliviiuje
fotosyntetické parametry fazolu obecného (Phaseolus vulgaris L.). Zezulka a kol. (2019)
/14/konstatuji, Ze pisobeni 1é¢iv mlize mit vliv na vSechna vyvojova stadia rostlin. Za kritické
stupné vyvoje povazuji predevsim kli¢eni, tvorbu kotent a rist mladych rostlin. Kontaminace
farmaceutickymi ptipravky, ptedev§im v ranych stadiich ontogeneze, mize negativné ovlivnit
rust, vyvoj a také produktivitu plodin. Prokdzali, ze farmaceutické ptipravky ovliviiuji kliceni
semen a délku kotenil u cibule kuchyniské (4/lium cepa L.), hlavkového salatu (Lactuca sativa
L.), hrachu setého (Pisum sativum L.) a také u lilku rajcete (Solanum lycopersicum L.). Proto
cilem prace bylo sledovat vliv rozdilnych koncentraci paracetamolu na rychlost vymény plynt
lociky seté (Lactuca sativa L.).

MATERIAL A METODY

Ve sklenikovém pokusu byl sledovan vliv rozdilnych koncentraci paracetamolu v
zalivkové vodé na lociku setou odriida Kral Maje. Pokus byl zalozen v ¢astecné fizenych
podminkach skleniku KBFR FAPPZ, pfi teploté 25 °C ve dne a 19 °C v noci a pii pfirozeném
svételném rezimu (14 hodiny svétlo, 10 hodin tma). Pokusné rostliny byly péstovany v
plastovych nadobéch o velikosti 11x11 cm v zahradnim substratu. Jedna se o substrat slozeny
pfevazné z jemnych Castic (¢astice nad 20 mm max. 5 %).

Pokus zahrnoval 5 variant: kontrolni a 4 stresované. Kontrolni varianta byla v prib¢hu
celého pokusu zavlazovana 150 ml vody, u stresovanych rostlin byl objem vody stejny a lisil
se pouze v koncentracich dodaného paracetamolu: S1 (5 umol/1), S2 (50 pumol/1), S3 (500
pmol/l), S4 (5 mmol/l). Zakladni rozdéleni pokusu bylo do dvou celki. Kdy polovina rostlin
byla zavlazena paracetamolem na pocatku pokusu a ruha polovina pokusnych rostlin byla pod
nepfietrzitou zalivkou lé¢iva. Pokus byl zahajen ve fazi 6 pravych listti (16 BBCH) a uskutec¢nilo
se celkem 6 méteni: 0, 1, 3, 7, 10 a 14 dni po zahdjeni, pfi zachovani 5 opakovani

Fotosyntéza a transpirace byla méfena nedestruktivni metodou pomoci infracerveného
analyzatoru plyni LCpro+ (ADC Bioscientific Ltd.) Rychlost vymény plynii byla sledovana na
zékladé metodiky /2/.

Statisticka analyza dat se uskutecnila pomoci softwaru STATISTICA, verze 12 (StatSoft
Inc.) pti zachovani 5 opakovani a hladin¢ vyznamnosti a=0,05.

VYSLEDKY A DISKUSE

Z grafu 1 vyplyva, Ze nejvyssi rychlost fotosyntézy byla namétfena u kontrolnich rostlin
ve 14. dnu pokusu (6,65 pmol CO..m?.s™!). Naopak nejnizsi rychlost fotosyntézy byla
zaznamenana u varianty S4, ktera byla oSetfovdna nejvyssi jednorazovou koncentraci
paracetamolu (5 mM), kdy rychlost fotosyntézy byla 4,54 pmol CO2.m™2.s™! (14. den). Kontrolni
rostliny vykazovaly v pribéhu méfeni témét linedrni zvySeni rychlosti fotosyntézy, a to z
divodu jejich ontogenetického vyvoje. Tento zavér potvrzuje také /5, 7/. Podobny trend je u
jednorazové aplikace nalezen také u nejnizsi koncentrace paracetamolu. V piipadé ostatnich
koncentraci dochazi k postupnému snizovani fotosyntézy az do konce pokusu. Toto
konstatovani odpovida zavéram /1/, ktery uvedl, ze aplikace paracetamolu na mungo (Vigna
radiata L. Wilczek).

Z grafu 1 dale vyplyva, Zze chronické piisobeni paracetamolu vedlo ke snizeni rychlosti

cvwvr
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naméfena u varianty S4 14 den. Naopak nejvyssi hodnota byla naméfena u kontrolni varianty,
rovnéz 14. den, kdy rychlost fotosyntézy byla 6,65 pmol CO2.m2.s™!. Rozdil mezi nejvyssi a
nejnizsi rychlosti fotosyntézy juvenilnich rostlin salatu ¢inil 1,98 pmol CO2.m™.s™!. Dle /12/
patii snizeni fotosyntézy mezi jeden z projevi v piipadé, Ze jsou rostliny vystaveny
xenobiotikim. Zhang a kol. (2020) /15/ rovnéz dokazali, ze aplikace nizkych koncentraci
florfenikolu (0,001 mg/1, 0,01 mg/1, 0,1 mg/1) vede ke zvySeni rychlosti fotosyntézy a stimulaci
rustu Isochrysis galbana. Obdobny zavér byl potvrzen také u nizké koncentrace paracetamolu
a rychlosti fotosyntézy salatu.
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Graf 1: Rychlost fotosyntézy (umol COcm™.s™) juvenilnich rostlin lociky seté ovlivnéné
rozdilnou koncentraci paracetamolu. Horni graf — jednorazova aplikace; dolni graf —
chronicka aplikace.

Nejvyssi rychlost transpirace byla naméfena 3. den od pocatku méteni u kontrolni
varianty (2,19 mmol H,0O,cm™.s"). Naopak nejnizsi hodnoty transpirace bylo dosazeno v 0. dnu
méfeni, kdy transpirace dosahla hodnoty 0,40 mmol H>O,cm?s?!, jak uvadi graf 2.
V porovnani s rychlosti fotosyntézy nevykazuje transpirace jednoznacny trend nartstu ci
poklesu hodnot v zavislosti na jednorazové aplikaci paracetamolu.

Po aplikaci paracetamolu se u rostlin z varianty S1 vyrazné zvysila rychlost transpirace
3. den méfeni a vlivem plsobeni paracetamolu i nadale dochézelo k postupnému snizovani
transpirace. Obdobn¢ reagovaly rostliny také z variant S2 a S4. Z grafu 2 je téz patrné, ze
pokles rychlosti transpirace varianty S3 nastal 7. den po aplikaci paracetamolu, kdy se rychlost
transpirace snizila na hodnotu 1,34 mmol H,O,cm™.s'. Larque-Saavedra (1978) /6/ uvadi, ze

68



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

v dusledku neptiznivych podminek pro rust rostlin dochézi k poklesu rychlosti transpirace, coz
potvrzuji i ziskané vysledky.
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Graf 2: Rychlost transpirace (mmol H>O,cm™.s') juvenilnich rostlin lociky seté ovlivnéné
rozdilnou koncentraci paracetamolu. Horni graf — jednorazova aplikace; dolni graf —
chronicka aplikace.

Rychlost transpirace pii chronické aplikaci paracetamolu je uvedena na grafu 2, dole. Z
ncho je patrné, ze u vSech testovanych variant se projevil stiidaveé klesajici a rostouci trend.
Nejvyssi rychlost transpirace byla naméfena u kontroly 3. den: 2,19 mmol H,O,cm™.s™!. Naopak
nejnizsi rychlost transpirace byla zaznamenana na po¢atku pokusu (0,40 mmol H2O,cm™2.s71).
Z ného je patrné, ze k poklesu rychlosti transpirace doslo u varianty S1 3. den po opakované
aplikaci paracetamolu s koncentraci 5 uM (1,12 mmol H2O,cm™2.s™.). U varianty S2 se naopak
transpirace 3. den zvysila (1,58 mmol H>O,cm™2.s™)).

Rychlost transpirace rostlin rostoucich ve variant¢ S3 (500 uM paracetamolu) se
pohybovala v intervalu hodnot od 0,40 mmol H>O,cm™.s™! (0. den) do 1,34 mmol H,0,cm™.s™!
(1. den). Rychlost transpirace se u varianty S4 (5 mM paracetamolu) zvySovala do 3. dne az na
maximalni hodnotu 1,63 mmol H,O,cm™2.s™'.

SniZeni rychlosti transpirace z divodu ptfitomnosti 1é¢iv v piid€ prokazali naptiklad /9/.
Shaheen a kol. /11/ potvrzuji pokles rychlosti transpirace po aplikaci kyseliny salicylové na
listy lilku rajcete a také /4/ u pSenice. Na zadklad¢ uvedenych vysledkl lze konstatovat, ze
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nepfetrzité plisobeni paracetamolem zpusobilo u pokusnych variant vyraznéjsi pokles rychlosti
transpirace nez jednorazova aplikace. Naméiené vysledky jsou v souladu napiiklad s praci /8/,
kteti prokéazali pokles rychlosti transpirace i fotosyntézy jemene setého po aplikaci kyseliny
salicylové.

ZAVER

Ze ziskanych vysledkG vyplyva, Ze existuje negativni vliv paracetamolu na primarni
metabolismus rostlin. Aplikace paracetamolu ovlivnila vS§echny sledované charakteristiky s vyjimkou
fotosyntézy po jednorazové aplikaci 5 umol/l paracetamolu, kdy shodné s kontrolnimi rostlinami se
fotosyntéza zvySovala. Na strané druhé nebyl prokazéan vyrazny vliv aplikace paracetamolu na rychlost
transpirace. Rychlost vymény plynd je vyraznéji ovlivnéna chronickym piisobenim paracetamolu ve
srovnani s jednorazovou aplikaci.
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ZMENA VE VYVOJI FENOLOG;CKY(;H FAZI VYBRANYCH DREVIN
NA UZEMI CR

CHANGE IN THE DEVELOPMENT OF PHENOLOGICAL PHASES OF SELECTED
TREES IN THE CZECH REPUBLIC

I:enka Héjkova, Martin Mozny, Veronika Ouskova, Adéla Musilova, Vojtéch Vvlach
Cesky hydrometeorologicky tstav, oddéleni biometeorologickych aplikaci, Na Sabatce 17,
143 06 Praha 4 Komoftany; lenka.hajkova@chmi.cz

Summary

Phenology is a branch of bioclimatology, e.g. the science dealing with the relationship of
organic life (the life of plants and animals) to the climate. In this paper leaf unfolding, beginning
of flowering and leaves yellowing of silver birch and lime tree were evaluated (in period 1991—
2021). The data were processed in the framework of the Czech Republic in period 1991-2021.
For shift of phenophases evaluation, the Man-Kendall test was used. Results indicate a shift of
spring phases to earlier dates, and conversely the shift to later dates by leaves yellowing
(autumn phase). Moreover, change of phenophase onset is more pronounced and statistically
significant at Horni Rokytnice station (743 m a.s.l.) compared to lowland Lednice station.

Keywords: silver birch, lime tree, Man-Kendall test, beginning of flowering, leaf unfolding,
leaves yellowing

Souhrn

Fenologie (phaenologie) je naukou o zivotnich projevech rostlin a ZzivoCichi v Siroké
souvislosti s poCasim a podnebim s akcentem na vice mén¢ pravidelné se opakujici periodické
jevy béhem roku. V pfispévku jsme se zaméfili na zpracovani vybranych vegetativnich
fenologickych fazi (pocatek olistovani a Zloutnuti listil) a generativni fenologicka faze pocatek
kveteni. Data byla zpracovana za obdobi 1991 az 2021 na tizemi CR, a na dvou vybranych
stanicich v rozdilnych nadmotskych vyskach a klimatickych oblastech. Pomoci Man-Kendall
testu bylo zjistén posun v dob¢ nastupu fazi za analyzované obdobi, u jarnich fazi dochazi
datumii. Na stanici Horni Rokytnice (743 m n. m.) je zména v nastupu vybranych fazi
vyraznéjsi a statisticky vyznamnéj$i ve srovnani s nizinnou stanici Lednice.

Klicova slova: briza belokora, lipa srdcita, Man-Kendall test, pocatek kveteni, pocatek
olistovani, Zloutnuti listu

UvVOoD

Fenologie (phaenologie) je naukou o Zivotnich projevech rostlin a zivoCicha v Siroké
souvislosti s poCasim a podnebim s akcentem na vice mén¢ pravidelné se opakujici periodické
jevy beéhem roku (1). Fenologické vysledky se v posledni dobé vyuzivaji zejména
k vyzkumnym ucelim pro studium klimatické zmény a jeji dopady na vyvoj vegetace
v budoucnosti.

V piispévku jsme se zamé&fili na zpracovani vybranych vegetativnich fenologickych fazi
pocatek olistovani a Zloutnuti listi u bfizy bélokoré (Betula pendula) a lipy srd¢iti (Tilia
cordata). A dale byla zvolena generativni fenologickéd faze pocatek kveteni (oba druhy patii
mezi vyznamné pylové alergeny). Data byla zpracovana za obdobi 1991 az 2021 na uzemi CR
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(fenologické normdly), a na dvou vybranych fenologickych stanicic (Lednice a Horni
Rokytnice), které se nachéazeji v rozdilnych klimatickych oblastech a nadmotskych vyskach.

MATERIAL A METODA

V piispévku byla pouzita data z fenologickych stanic v pozorovaci siti CHMU. Celkem
bylo do fenologickych normala (obdobi 1991-2020) zpracovano 29 fenologickych stanic, které
jsou rovnomérné rozmistény na celém uzemi Ceské republiky a nachéazeji se v rozmezi
nadmotské vysky od 158 m n. m. (Doksany) az 1 102 m n. m. (Modrava, Filipova Hut)). Do
detailniho zpracovani byly vybrany 2 stanice — Lednice (165 m n. m.) a Horni Rokytnice (743
m n. m.), geografické charakteristiky vcetné nejbliz$i meteorologické stanice jsou uvedeny
v tabulce 1. Klimatologické poméry fenologickych lokalit vyjadiuji klimagramy (2) na obrazku
1.

Tabulka 1: Geografické charakteristiky fenologickych a meteorologickych stanic.
Bmi | ZemEpind Jemiping

Stanice Zemép Nadmoi'ska Stanice Zemépisna Nadmorska Quittova
délka Sifka vyska délka Sifka vyska klasifikace (3)
(m n. m.) (m n. m.)
Lednice (F) 16°48¢ 48°48° 165 Lednice 16°47¢ 48°47¢ 177 W4
)
Horni Rokytnice 16°30° 50°11° 743 Destné (K) 16°21¢ 50°18¢ 656 Cc7
(F)

Poznamka: W4 — tepla oblast; C7 — chladna oblast; F — fenologicka stanice; K —
klimatologicka stanice

Lednice 16°47'E; 48°47'N; 177 m; t.: 9,9°C; rog¢ 520,7 mm Destné 16°21'E; 50°18' N; 656 m; t,: 6,3 °C; r,g¢ 1070,3 mm

‘ tn>0,0°C: 269dnd  r20,1mm: 127dnd tye>0,0°C: 226dnd  r20,1mm: 290dnd

Obr. 1: Klimagramy.

Fenologicka data byla exportovana z fenologické databaze CHMU FENODATA,
podklady pro stanoveni klimagrami byly exportovany z klimatologické databdze CHMU
CLIDATA. Fenologicka pozorovani se provadéla na 3-5 jedincich podle stanovené metodiky
(4). Data byla vyhodnocena pomoci Man-Kendall testu za obdobi 1991-2021. K plosnému
vyjadieni vypoctenych fenologickych normalti bylo vyuzito prostiedi Clidata-GIS (ArcGIS 10)
a metoda ClidataDEM (za vyuziti lokalni linedrni regrese) se zavislosti na nadmotské vysce.

VYSLEDKY A DISKUSE

Fenologické normaly byly stanoveny za ucelené tticetileté obdobi 1991-2020. Vysledky
btizy bélokoré jsou uvedeny na obr. 2, na obrazku 3 jsou prezentovany vysledky lipy srdcité.
Olistovani, pocatek kveteni a Zloutnuti listii nastava diive u biizy belokor¢, a to v nasledujicim
casovém rozmezi: 12. dubna az 27. dubna (pocatek olistovani), 10. dubna az 25. dubna (poc¢atek
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kveteni — btiza kvete soucasné pii olistovani) a 12. zaii az 27. zafi u zloutnuti listd (z dfevin
nachazejicich se na uzemi CR bfiza zafina zloutnou mezi prvnimi).

Pocatek olistovani bfizy bélokoré Pocatek kvetani bfizy bélokoré Zioutnuti listd bfizy bélokoré
Normil 181-2020 Normél 18012020 Narmal 1894-2020

Obr. 2: Pocatek olistovani, pocatek kveteni a Zloutnuti listit brizy bélokoré (normal 1991—
2020).

Potatek olistovani lipy srdéie Pocatek kveteni lipy srdcité Zioutnuti listd lipy srdgité
Nommal 1991-2020 Nomal 1921-2020 Noernal 1991-2020

e 4. 6, 14.6-19.6 120 6260 [ 25 c 20 c [ o 2.0 Datum

ped 17 8 17.0.-22. 0. [ 2 o270 [ =02 1o [ vo2. 0

Obr. 3: Pocatek olistovani, pocatek kveteni a zloutnuti listii lipy srdcité (normal 1991-2020).

Lipa srd¢ita se zacind olistovat mezi 20. dubnem az 5. kvétnem, kvete mezi 14. Cervnem
a 29. ¢ervnem a zacina zloutnou mezi 17. zafi a 2. fijnem. Obrazky 4 a 5 predstavuji odchylky
vybranych fenofazi od normalu (1991-2020) na stanicich Lednice a Horni Rokytnice. U jarnich
fazi prevladaji zaporné odchylky (tj. diivejsi nastup fenofaze), zejména od roku 2000 déle. U
zloutnuti listti naopak prevladaji kladné odchylky (tj. pozdéjsi nastup faze).

J E”E'H-_l |

| li.Lil 4y | T -ir

rll i“ L

Obr. 4: Odcﬁy]kj} od normalu poédtkit olistovani (a); proc“dtkurkvet'eni (b)ra Houtnuti listii (c)
brizy bélokoré na stanici Lednice (165 m n. m.) a Horni Rokytnice (743 m n. m.) v obdobi
1991-2021.

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky Man-Kendall testu za obdobi 1991-2021 ze stanic
Lednice a Horni Rokytnice. U btizy byl na stanici Lednice zjistén vyraznéjsi posun v pocatku
olistovani u biizy a u podatku kveteni lipy. Zloutnuti listd se posunulo u lipy. Na stanici Horni
Rokytnice byly zjiStény statisticky vyznamné posuny ndstupti vybranych fazi u lipy srdcité
(kveteni bylo posunuto vice nez o mésic). A zloutnuti listli nastava téméf o 3 tydny pozdéji.
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Celkové byly zmény v néstupech féazi statisticky vyznamnéjsi na vySe polozené stanici Horni

Rokytnice.

W |y

c

!
i

|,|—,.,__7| [T ==
¥ |

Obr. 5: Odch)}lléj/ od normalu poé“dtku olistovani (a)-, pchitku kveteni (b) a Foutnuti listi (c)
lipy srdcité na stanici Lednice (165 m n. m.) a Horni Rokytnice (743 m n. m.) v obdobi 1991—

2021.

Tabulka 2: Vysledky Man-Kendall test (1991-2021).

Posun za rok

Posun za celé
obdobi

p-hodnota

Posun za rok

Posun za celé
obdobi

p-hodnota

Fenofaze/stanice

Stanice Lednice, bfiza bélokora

Stanice Horni

Rokytnice, bfiza bélokora

PL10 -0,4** -12,4 0,0035 -0,273* -8,455 0,0479
PK10 -0,083 -2,583 0,2944 -0,211 -6,526 0,2071
Z110 0 0 0,8915 -0,1 -3,1 0,6825

Fenoféaze/stanice

Stanice Lednice, lipa srdcita

Stanice Horni

Rokytnice, lipa srdcita

PL10 -0,2 -6,2 0,1672 | -0,625*** -19,375 0,0007

PK10 -0,8%** -24,8 0,0003 | -1,381*** -42,810 0,0000

2110 0,25 7,75 0,3891 0,667* 20,667 0,0130
ZAVER

V ptispevku byly zpracovany vybrané vegetativni fenologické faze (pocatek olistovani a
zloutnuti listl). A dale byla vyhodnocena generativni fenologicka fadze pocatek kveteni (oba
druhy patii mezi vyznamné pylové alergeny). Data byla zpracovéana za obdobi 1991 az 2021 na
tizemi CR (fenologické normaly), a na dvou vybranych fenologickych stanicic (Lednice a Horni
Rokytnice), které se nachazeji v rozdilnych klimatickych oblastech a nadmoiskych vyskach. U
bfizy byl na stanici Lednice zjiStén vyrazné&jsi posun v pocatku olistovani u bfizy a u pocatku
kveteni lipy. Zloutnuti listd se vyrazn&ji posunulo u lipy. Na stanici Horni Rokytnice byly
zjiStény statisticky vyznamné posuny nastupli vybranych fazi u lipy srd¢ité (kveteni bylo
posunuto vice nez o mésic). A zloutnuti listli nastava témeét o 3 tydny pozdéji. Celkové byly
zmény v nastupech fenologickych fazi statisticky vyznamnéjs$i na vySe polozené stanici Horni
Rokytnice (743 m n. m.).
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VLIV DIFERENCOVANE ZAVLAHY NA RUST KORENU JABLONI
EFFECT OF DIFFERTIATED IRRIGATION ON GROWTH OF ROOTS OF APPLES

Pavel Svoboda!, Jan Haberle', Martin Mézsaros?

'Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, Odbor Systémi hospodaieni na ptidé, Drnovska 507,
161 06 Praha 6 — Ruzyné¢, svoboda@vurv.cz

2Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy, s.r.o., Holovousy 129, 508 01
Holovousy

Summary

In a two-year experiment (2019-2020) the effect of differentiated irrigation on the density and
distribution of apple roots (Red Jonaprince) was studied. Three variants were monitored -
irrigation rate corresponding to the calculated water loss by evapotranspiration (ETC 100), half
water dose (ETC 50) and control without irrigation (K). Soil with roots was taken in a defined
orientation and distance from the trunk in spring, before watering, and in autumn, to a depth of
at least 80 cm. The roots were washed out with water, their length and dry mass was determined
and the density of the roots was calculated. A significant effect of irrigation was found in both
years for the values of root density of the vital roots grown in the given year. The effect of
irrigation on the overall length was manifested only in the drier year 2019.

Key words: root density, root depth, Malus domestica L., water supply, water demand

Souhrn

Ve dvouletém pokusu (2019-2020) byl studovan vliv diferencované zavlahy na hustotu a
rozlozeni kotent jabloni (Red Jonaprince). Byly sledovany tfi varianty — davka zavlahové vody
odpovidajici vypoctené ztraté vody evapotranspiraci (ETC 100), polovi¢ni davka vody (ETC
50) a kontrola bez zavlahy (K). Pida s kofeny byla odebirana v definované orientaci a
vzdalenostech od kmene na jate, pied zah4jenim zavlazovani, a na podzim, do hloubky nejméné
80 cm. Kofeny byly vyplaveny vodou na sitech, stanovena jejich hmotnost, délka (RL) a
vypoctena hustota kofend. Vyrazny vliv zavlahy byl zjistén v obou letech v ptipad¢ hodnot
hustoty vitalnich Cerstvych kofeni, vyrostlych v daném roce. Vliv zavlahy na celkovou délku
se projevil pouze v sus§im roce 2019.

Klicova slova: hustota korenii, hloubka korenii, Malus domestica L., bilance vody, potieba vody

UVOD

Pozoruhodny pokrok v oblasti péstovani jabloni v poslednich nékolika dekadach s sebou
pfinesl i vétsi zavislost na vstupech, vodé a hnojivech /1/. V podminkéch ptfechodného klimatu
sttedni Evropy piedstavuje dopliikova zavlaha stabiliza¢ni prvek, a proto je u intenzivnich sadi,
s vysokou pravidelnou produkei, nezbytna. V suchych letech jsou ale zdroje vody casto
omezené, a proto se hledaji cesty, jak zvysit efektivnost zavlah, aplikaci racionalni davky vody.
Pro efektivni vyuziti vody z plidy je jednim z hlavnich faktor dostate¢né rozvinuty kotenovy
systém. Lokalni kapkova zavlaha by mohla ovlivnit rozvoj kofenil a tim 1 vyuziti zasoby vody
z pudy /2/.

Vyzkum kofeni, monitoring ristu v celém koienovém profilu je metodicky pracny a
casoveé narocny; pii studiu ovocnych dfevin se nejCastéji pouziva profilova metoda, kterd ale
neposkytuje pfimo udaje o hustoté¢ kofenu. V prezentovaném pokusu jsme zvolili metodu
pudnich vykrojt, kterd umoziuje ptimo stanovit délku a hustotu kotenti do pottebné hloubky,
s relativné malym poskozenim ptdniho profilu /5/.
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Pracovni hypotézou bylo, ze zavlaha ovliviiyje rist kofent. Cilem bylo zjistit, zda odlis§né
davky zavlahové vody modifikuji hustotu a distribuci kofenl v urcité vrstveé pudy.

MATERIAL A METODA

Pokus probihal v sadu Vyzkumného a Slechtitelského tustavu v Holovousich, na jablonich
Red Jonaprince, vysazenych v roce 2013. Péstitelsky tvar je §tihlé vieteno, spon 3,5 x 1,2 m;
piikmenny pas o Sifce 0,5 m je udrzovan bez vegetace.

Rist kofentl byl sledovan na tfech variantach pokusu: bez zavlahy (K), a doplnéni 50 %
(ETC 50) a 100 % (ETC 100) vypoctené spotieby vody. Zavlaha byla aplikovana pouZzitim
kapkovacich hadic. Spotieba vody byla vypoctena jako bilanéni rozdil vypoctené
evapotranspirace a pozorovaného mnozstvi srazek. V sus§im roce 2019 ¢inila 298 mm, v roce
2020 ¢inila 54 mm (pro variantu ETC 100, pro ETC 50 byla davka polovi¢ni).

Kofeny byly odebirany ve dvou terminech, na pocatku jarni vegetace (BBCH 50-60)
(2.4.2019, 28.4.2020) a na podzim (11.11.2019, 26. 10. 2020), po sklizni plodi (BBCH 90-92).
Odbér pudy s koteny byl provadén pidnim vrtdkem o priiméru 4 cm, ve vzdalenosti 10 cm, 30
cm a 60 cm od kmene, kolmo ke sméru a vodorovné s fadou stroml, po vrstvach 20 cm, nejméné
do hloubky 80 cm. Kofeny byly vyplaveny vodou na sad¢ sit, vzorky byly docistény, byla
stanovena jejich délka /6/. Pii méfeni byly rozliSovany kofeny o priméru pod 1 mm a kotfeny
silngjsi. Byla vypodtena hustota kofent (v cm/cm?) po vrstvach 0-20 cm, 20-40 cm, 40-60 cm
a 60-80 cm. Dale byla samostatné métena délka novych koteni, vyrostlych v dané sezoéné. Tyto
vitalni kotfeny, s hladkym nenarusenym povrchem/ktirou, o priméru pod 1 mm se zietelné
odliSovaly zbarvenim od star§ich kofenti. Byla vypoctena zména délky vitalnich kofent v
prubéhu vegetacni sezony, mezi jarnim a podzimnim terminem odbéru.

VYSLEDKY A DISKUSE

Rok 2019 byl vyrazné suchy v Cervenci a srpnu, Cerven a srpen mél vice srazek. V roce
2020 srazky kolisaly, vysoké byly v ¢ervnu a srpnu, niz$i v dubnu a ¢ervenci.

Vliv diferencované zavlahy na hustotu a celkovou délku korenu

V roce 2019 na podzim (po zévlaze) byla zjiSténa u stromil na kontrolni varianté bez
zavlahy mensi celkova hustota kofent ve svrchni vrstvé pidy, oproti ostatnim zavlazovanym
variantam. Nelze z toho vyvozovat, Ze to bylo bezezbytku zptsobeno vlivem zavlahy, nebot’ uz
vybér omezeného poctu sledovanych jedinct dava predpoklad vétSich rozdilt v hustoté kotenil
(kazdy strom je v podstaté z tohoto hlediska solitér). Aby se snizila chyba pii ur€ovani velikosti
kotenového systému stromi, byly v daném ro¢niku sledovany na jate a na podzim stejni jedinci.
V dalsim ro¢niku (i kviili nezadouci destrukci okoli stromku) jsou jiz vybirany jiné stromky na
dané varianté. V roce 2020 byly rozdily v distribuci celkové délky kotend mezi variantami
nepriikazné.

Nové, vitalni koreny
Vysledky prokazaly vyrazny pozitivni vliv zavlahy na zménu délky vitalnich kotenti (graf
1). Celkova délka vitalnich kotent se vlivem zavlahy zvysila u variant ETC 50 a ETC 100 v

praméru o 92 % a 112 % ve srovnani s kontrolni nezavlazovanou variantou (K) v roce 2019 a
045 % a 72 % v roce 2020.
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Graf 1: Vliv diferencované zavlahy na celkovou hustotu kovenii jabloni a hustotu novych,
vitdlnich korenii.

Literarni udaje o vlivu zavlahy na kofeny ovocnych stromt jsou ¢asto nejednoznacné.
Napftiklad Sokalska et al. /4/ uvadéji, ze po 12 letech intenzivni kapkové zavlahy stromky
jabloni (Gloster) mély na zavlazované stran¢ mél¢i kofenovy systém nez na strané vzdalengjsi
od emitort vody (kapkovacit), zatimco pfi nizsi davce tato asymetrie nebyla pozorovana. Nase
vysledky tento efekt nepotvrdily, jde vSak o pouze dvouletou zavlahu.

Udaje o hloubce a rozlozeni kotenti umoziiuji aplikovat takové davky doplitkové zavlahy,
které zarucCuji jeji optimalni vyuziti. Paltineanu et al. /3/ na zaklad¢ studie kotfenii kultivaru
Topaz (na M9) uvadgji, ze zavlaha do hloubky 0,8 m je dostatecné pro vyuziti jablonémi, pro
deficitni zavlaZzeni by hloubka zavlazeni méla byt 0,4—0,6 m. Autofi ale doporucuji, aby voda
a ziviny byly aplikovany na cely povrch pldy, tak aby byly dostupné pro vétSinu kofenového
systému.

Nase vysledky také ukazuji, ze rozlozeni kotenti ovlivituje orientace v fadé. Mensi hustota
kotfenli byla zjiSténa u vSech variant ve sméru do mezifadi, kde byla hustota kotfenti stromu
redukovana ptitomnosti kofentl trav a plevelll v mezipasu. V priméru to ptedstavovalo o 25 %
mensi hustotu kofenli oproti sméru mezi jednotlivymi stromy v fad¢, v obou ro¢nicich.
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ZAVER

Sledovani prokéazala, Ze zavlaha jabloni ovlivnila velikost kotfenového systému, ale
podstatné jen z hlediska rastu novych vitalnich kofeni v daném roce. Zjistény podil novych
kotenll na celkové délce kofenti je maly, takze v disledku moc neovlivnil celkovou velikost
kotenového systému. Vysledky naznacuji, ze pfi studiu vlivu zévlahy na kofeny ovocnych
dfevin je nutné se zam¢fit nejen na celkovou délku, ale i zmény v dynamice rastu jednotlivych
morfologickych kategorii kofent. Pii sledovani kotent jiz dospélych ovocnych stromt (délka
sledovani 2 ro¢niky) u diferencované zavlahy se ukazalo, ze vzhledem ke kratké dobé zalivky
nelze ocekéavat vétsi zmeény ve velikosti kofenového systému (hloubce a hustoté kotent
v jednotlivych vrstvach padniho profilu). Redistribuci kofenli v pidnim profilu vlivem
intenzivngj$i zavlahy lze oc¢ekdvat az po delsi dobé.
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Summary

Young seedlings of trees are often more vulnerable to abiotic stress factors than mature forest
stands. Therefore, we decided to use physiological approach to assess the impact of heat and
drought stress on Norway spruce (Picea abies L. H.Karst) seedlings originated from different
provenances. The half of them was exposed to drought conditions (D) for 3 weeks and their
chlorophyll a fluorescence parameters were assessed using the method of RLC. At the end of
the experiment, seedlings were exposed also to heat stress. Analyses showed that parameters of
chlorophyll fluorescence the yield - $PSII and NPQ are more sensitive to heat than to drought.
The PSII of all tested provenances reflected the higher damage after heat stress. However,
provenances originated from higher altitudes responded better to drought than provenances
from lower stands.

Key words: climate change, Norway spruce, heat stress, drought, photosystem Il

Suhrn
Mladé sadenice stromov su Casto zranitelnejSie voci abiotickym stresovym faktorom ako
dospelé lesné porasty. Preto sme sa rozhodli pouzit’ fyziologicky pristup na posudenie vplyvu
teplotného stresu a sucha na sadenice smreka obycajného (Picea abies L. H.Karst), ktory
pochéadza z r6znych proveniencii. Polovica z nich bola vystavena suchu (D) na 3 tyzdne a ich
parametre chlorofylu a fluorescencie boli hodnotené metodou RLC. Na konci experimentu boli
sadenice vystavené aj tepelnému stresu. Analyzy ukazali, ze parametre fluorescencie chlorofylu
vytazok - ¢PSII a NPQ su citlivejSie na teplo ako na sucho. PSII vSetkych testovanych
proveniencii odrazalo vysSie poskodenie po tepelnej zat'azi. Proveniencie pochadzajuce z
vys$ich nadmorskych vySok vsak lepSie reagovali na sucho ako proveniencie z nizsich porastov.

Klucove slova: klimaticka zména, smrk, teplotni stress, sucho, fotosystémui Il

INTRODUCTION

Climate-change scenarios predict decline of Norway spruce (Picea abies L. H. Karst) due
to its environmental requirements and increasing frequency of weather extremes (wind storms,
heat a drought periods) and other damaging agents such are bark beetles /1/. In the ecosystem
level, drought and heat stress affect many processes which always lead also to change of
functional plants responses based on their genetic variability and phenotypic plasticity.
Especially, young trees are vulnerable to extreme heat and drought events which can cause also
their damages, growth reduction or dieback mainly on sun-exposed forest stands. The
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survivability and physiological responses to changing environment are genetically and
individually conditioned by the adaptation and the acclimation. Some studies describe that
population originated from humid and colder environment are able to cope with high
temperatures and drought stress with adjusting their physiological processes, while populations
originated from more arid and warmer environments have developed better protection
mechanisms /2, 3, 4/. Obviously, the best understanding of photosynthesis modifications during
drought and heat stress provides the study of assimilation apparatus of tree species. Reactions
in photosystem II reflects changes and damages caused by high temperatures and drought in
detail because its components are very sensitive to these abiotic stress factors /2, 5, 6/.

Chlorophyll fluorescence measurements represent the group of effective methods to
assess the function of the photosystem II (PSII) under various types of and can also provide
new insights into the fundamental process of photosynthesis for forestry purposes /7, 8/. Pulse-
amplitude modulated fluorescence (PAM) is a reliable and rapid method which represents
processes between stroma of chloroplasts and thylakoid membrane /9/. In our study, we focused
on the assessment of drought period and heat stress impact on the PSII and its components
among six provenances of Norway spruce seedlings.

MATERIAL AND METHODS

Sixty individuals (10 individuals per provenance) of Norway spruce seedlings (5-years
old) originated from six different localities in Western Carpathians were used in the laboratory
experiment. Five individuals per provenance were chosen to assess chlorophyll fluorescence
parameters under simulated drought for 3 weeks (July-August) and five individuals were
chosen for control (C) measurements without simulation of drought. The measurements of soil
water potential (Pw [MPa]) were carried out using gypsum blocks (Delmhorst Inc., USA) in
every pot under drought treatment (D) and a MicroLog SP3 data logger (EMS, Brno, Czech
Republic) in control pots at 1-hour intervals. At the end of the experiment also heat stress (46°C)
was simulated using the waterbath (Memmert WNE 22, Germany) for 30 minutes.

Parameters of chlorophyll a fluorescence were recorded on five individuals per
provenance in two replicates at the end of the experiment for both C and D seedlings, using a
portable chlorophyll fluorometer MINI-PAM® (Heinz Walz GmbH, Germany). Rapid light
curves (RLCs) were measured automatically under the control of an internal programme. The
actinic illumination was applied in eight steps, with light intensities increasing from 38 to 616
umol (photon) m? s and duration of 10 s. The illumination periods were separated by a 0.8-s
saturating flash from a white halogen lamp (2000-3000 pmol m™s!). The following parameters
were determined and/or calculated in RLCs measurements: (i) effective quantum yield of the
PSII (¢PSII, PSII=AF/F'm) /10, 11/; (ii) non-photochemical quenching (NPQ). The RLCs were
quantified using: (i) the initial point for RLCs of ®PSII; and (i1) value of the end point—
measured at 616 umol m™? s"' PAR — for RLCs of NPQ.

STATISTICAL ANALYSES

Variability of the fluorescence data were tested by two-way analysis of variance
(ANOVA) with the factors of the variants (Control (C), Drought (D), Heat and Drought+Heat)
and all six provenances, as well as between-factors interaction. Subsequently, the differences
were tested by the Tukey’s HSD post hoc test. The statistical analyses were performed using
the Statistica 7 program (StatSoft, Tulsa, USA).
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Fig 1: Soil water potential (SWP) values during the experiment among provenances under
drought treatment (D).

RESULTS AND DISCUSSION

The physiological measurements were performed on 19™ August at the end of the
experiment when soil water potential (SWP) of seedlings in D variant decreased under -1.5
MPa (Fig 1).

The yield - ¢PSII — the actual efficiency of PSII photochemistry decreased significantly
in two (PV3 and PVS8) from six tested provenances after drought stress. However, simulated
heat stress caused the significant decrease of the yield - ¢PSII in all tested provenances, what
corresponds with the study of /11, 13/, because the parameter ¢PSII of chlorophyll a
fluorescence is more sensitive to high temperature than to drought. Synergistic effect of heat
and drought cause significant changes of the yield - ¢PSII also in all tested provenances than
heat stress separately. The effect of heat and drought together can cause irreversible damages
not only on PSII structures but also in synthesis of new proteins and components after their
damage (Fig 2, Fig 3a,b). While PVs originated from lower altitudes responded to drought stress
by significant decrease of the yield (especially PV3 and PVS5), PVs originated from higher
altitudes did not respond so sensitive to drought period (PV9, PV12, PV13).
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Fig 2: Differences of the value of first point of RLCeopsii  among provenances under control
(C), drought treatment (D), heat stress and simultaneous effect of heat + drought tested by two-
way ANOVA. Different letters represent statistically significant differences.
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Fig 3: Changes of rapid light curves (RLC) of the yield — ¢ PSII among tested provenances with
increasing illumination of PAR [umol photonos m™ s7'] after drought (a) and afier heat stress

(D).

The non-photochemical quenching (NPQ) parameter was assessed using the value of the
end point of RLCnpq. The highest values are presented in control conditions in all tested
provenances, however after drought treatment value of the NPQ decreased significantly only in
one tested provenance (PV3). Heat stress and simultaneous effect of drought and heat treatment
caused significant decrease of NPQ in all tested provenances, although in the provenances from
wet and colder areas (PV8, PV12, PV13), a higher capacity to dissipate excess energy in the
antenna system was also observed (Fig 4, 5a, b). The parameter of NPQ is more responsive to
heat than to drought stress. When components of the PSII are injured by high temperatures,
captured light energy can be emitted from the PSII in the form of the heat to the environment.
Similarly, results were found in the study of /2/, /3/and /5/ on spruce and fir provenances under
water deficit conditions.
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Fig 4: Differences of the value of end point of RLCnpp among provenances under control (C),
drought treatment (D), heat stress and simultaneous effect of heat + drought tested by two-way
ANOVA. Different letters represent statistically significant differences.
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Fig 5: Changes of rapid light curves (RLC) of NPQ among tested provenances with increasing
illumination of PAR [umol photonos m™ s'] after drought (a) and after heat stress (b).

The provenance originated from the highest altitude and cold environment showed higher
values of RLCnpq in all of measured points and stayed stable after 3 weeks of drought treatment.

CONCLUSION

A significant negative effect of heat stress on the PSII thermostability was confirmed in
all tested provenances. Drought stress had significant negative impact in all assessed
chlorophyll a fluorescence parameter in provenances originated from lower altitudes and
warmer environments (PV3 and PVS), while provenances from higher altitudes responded
insensitive to 3 weeks of drought treatment. Simultaneous heat and drought stress treatment
caused the biggest changes on PSII and its components due to the synergy effect.
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Summary

The combined action of stress factors including the effect of air pollution due ground-level
ozone (O3) affects mountain vegetation in the High Tatra Mts. In this paper, we present the
results of an experiment aimed at testing the sensitivity of mountain pine species (Pinus mugo
Turra and Pinus cembra L.) to ozone-induced oxidative stress. We determined the Oxidation
Stability Index (OxS) which indicates a relatively good tolerance of the observed Pinus species
to oxidative effect due to ozone. We also examined the signs of visible damage (VIN) on
needles caused by biotic, abiotic factors, and specific O3 injury. Biotic pests predominated
among these factors. In addition, we modeled ozone doses (MO3D) potentially absorbed by
trees during the growing season. The phytotoxic effect of MO3D on considered Pinus species
seems to be mild with respect to the OxS and VIN results.

Key words: ozone-induced oxidative stress, electrolyte leakage method, harmful agents

Stthrn

Vegetacia vo Vysokych Tatrach je vystavena synergickému ucinku viacerych stresovych
¢initelov, ku ktorym zarad’'ujeme aj znecistenie ovzdus$ia prizemnym ozénom (O3). V tejto
praci uvadzame vysledky testovania citlivosti horskych druhov borovic (Pinus mugo Turra a
Pinus cembra L.) na oxidacny stres vyvolany ozénom. Urcili sme index oxidacnej stability
(OxS), ktory naznacuje pomerne dobru toleranciu sledovanych druhov na oxida¢né ucinky Os.
Na vzorkach ihlic sme skumali tiez znaky viditeI'ného poskodenia (VIN) spdsobené biotickymi,
abiotickymi Cinite'mi a ozénom. Z uvedenych Cinitel'ov prevladali bioticki Skodcovia. Okrem
toho sme modelovali ozénové davky (MOsD), ktoré potencidlne v danom prostredi prijme
drevina pocas vegetacného obdobia. Na zaklade OxS a VIN mdézeme povazovat zistené MO3;D
za davky s miernym fytotoxickym uc¢inkom na sledované druhy borovic.

Klucove slova: oxidacny stres vyvolany ozonom, metoda uniku elektrolytu, Skodlivé cinitele

UVOD

Vitalitu horskej vegetacie ovplyviiuji rozne biotické a abiotické stresové faktory /6, 8, 9/.
Relativne vysoka koncentracia ozonu (O3) vo vysokohorskom prostredi prispieva k prekroceniu
indexov pre hodnotenie vplyvu O3 na lesnu vegetaciu /10/ a zvySuje riziko poskodenia
bunkovych Struktar v désledku oxidacného stresu /4/. Reakcie rastlinného tkaniva na stresové
Cinitele je mozné otestovat’ pomocou metddy uniku elektrolytu (z angl. electrolyte leakage —
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EL) /5, 7/. Okrem toho, Specifické symptoémy ozénového poskodenia boli zistené aj pri
vizualnom sktimani povrchu listovej plochy /3/.

Cielom tejto Stadie bolo zistit’ oxidacnu stabilitu (OxS) s vyuzitim modifikovanej EL
metody, d’alej vyhodnotit’ mieru viditeI'ného poskodenia (VIN) a modelovat’ ozonové davky
(MO3D) pre vybrané druhy horskych borovic v oblasti Vysokych Tatier.

MATERIAL A METODY

Na testovanie odolnosti horskych drevin voci oxidaénému stresu sme pouzili vzorky
ihli¢ia z dospelych jedincov borovice horskej (Pinus mugo) aborovice limbovej (Pinus
cembra) rasticich vo vySkovom pasme od 1 500 do 2 100 m n. m. v oblasti Skalnatej doliny vo
Vysokych Tatrach. Odber vzoriek sme uskuto¢nili zaciatkom jina po roztopeni snehu a
zaCiatkom oktobra na konci hlavnej vegetacnej sezony 2021. Na vzorkach ihlic boli vizudlne
hodnotené znaky viditeI'ného poSkodenia zatriedené do troch zakladnych skupin Skodlivych
Cinitel'ov: 1) VINbio — bioticki Skodcovia (huby, hmyz, paviky), ii)) VINabio — abiotické
poskodenie predovsetkym mechanické, iii) VINO3 — poskodenie sposobené ozonom (svetlozlté
Skvrny s nevyraznym ohranic¢enim). Pre kazda vzorku a kazdy stresovy Cinitel’ bolo uréené VIN
skore podl'a plochy poSkodenej oblasti (%): 0 — bez poskodenia; 1 — slabé poSkodenie (1-5%);
2 — stredné poskodenie (6-50%); 3 —rozsiahle poSkodenie (51-100%).
Modifikovana metoda kontroly uniku elektrolytu (EL) a oxida¢na stabilita (OxS)

V tejto stadii predpokladame, Ze meranie vodivosti vodného vyluhu vzoriek ihliia je
umerné poskodeniu bunkovych membran EL (%) = [(Cf — Ci/Ct — Ci)] x 100, pricom Ci je
vodivost’ ultracistej vody, Cf je findlna vodivost’ a Ct je totalna vodivost’ vodného roztoku
vylihovaného rastlinného materidlu: Cf pred a Ct po totdlnej 100% deStrukcii buniek v
autoklave. Vodivost’ vodného vyluhu bola merand kalibrovanym konduktometrom TDS Testr
11. Kazda vzorka bola rozdelena na dve Casti, jedna Cast’ bola spracovana podl'a Standardného
EL postupu, druha ¢ast’ bola pred vyluhovanim ozonizovana v laboratornej prietokovej komore
pri regulovanom prietoku Os3. Pocas ozonizédcie boli vzorky vystavené extrémne vysokej
koncentraci O3 cca 150 ppm po dobu 60-80 min, ¢o priblizne zodpoveda kumulativnej O;
davke, ktoru borovice prijmu pocCas vegetatného obdobia. Umely o0zén bol vyrobeny v
zariadeni Koizon 300, Gemke Technik GmbH a koncentracia O3 bola kontrolovana O3
analyzatorom typu Thermo Electron Environmental 49C. Na zaklade nameranych hodnot
vodivosti (1S cm™) vodného roztoku po vylithovani boli odvodené indexy poskodenia: INX
pre vzorky exponované O3 v prirodzenom prostredi, t. j. vzorky bez dodatocnej ozonizécie a
INXO; pre vzorky vystavené dodatocnej ozonizécii v laboratdrnej komore. Index oxidacnej
stability (OxS) sme definovali ako median rozdielov medzi indexmi poskodenia pred a po
dodatoc¢nej umelej ozonizacii (OxS = INX — INXO3) a to pre vzorky odobraté na zaciatku a
konci vegetacného obdobia.

Modelovana ozénova davka (MQOs3D)

Ozonové davky sme modelovali pomocou DO3SE modelu /11/ s parametrizaciou pre
kosodrevinu /1/ a limbu /2/ pre vegetacné obdobie od 01. 06. do 30. 09. 2021. Model vyuziva
multiplikativny algoritmus, ktory zohl'adiiuje vplyv environmentalnych faktorov na stomatalnu
vodivost’. Vstupné idaje do modelu sme ziskali z merani koncentracie Oz pomocou analyzatora
Thermo Electron Environmental 49C a automatickej meteorologickej stanice Physicus na
observatoriu Skalnaté Pleso.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza viditeI'ného poSkodenia VIN (Tab. 1) ukazuje, Ze najvyraznejSie stopy na
povrchu ihlic zanechali bioticki Skodcovia. Zaznamenané skore VINbio v rozsahu 1 — 2
predstavuje slabé az stredné poskodenie, pricom skore 2 sa v oktobrovom odbere vyskytovalo
vo vacSom pocte vzoriek ako v pripade junového odberu. K zhorSeniu skore z 0 (bez
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poskodenia) na 1- 2 (slabé az stredné poskodenie) doslo v priebehu letnej sezény aj v pripade
VINabio. Narast poskodenia pocas vegetacného obdobia suvisi s vhodnymi podmienkami pre
existenciu a rozmnozovanie biotickych skodcov a zaroven potvrdzuje citlivost’ Studovanych
druhov borovic na hubové choroby ako aj mechanické poskodenia. Vyskyt O3 symptémov bol
menej vyrazny, median VINO3 s hodnotou 1 znamena, ze Skodlivy vplyv O3 sa na povrchu ihlic
obidvoch druhov borovic prejavil v minimélnej miere (slabé posSkodenie) a to ako na zaciatku
tak aj na konci vegetacného obdobia. Vplyv miesta odberu ako aj nadmorskej vysky na VIN
sme nezistili.

Indexy poskodenia INX (Tab. 1), ktoré reflektuji koncentracie Oz a oxidacny stres v
prirodzenom prostredi, sa pohybovali v rozsahu 9% — 17% . Hodnoty medidnov INX naznacuju
mierne zhorSenie stavu v pripade borovice horskej (narast z 12% na 14%) a naopak mierne
zlepsSenie stavu v pripade borovice limbovej (pokles z 13% na 11%) v obdobi od juna do
oktobra. Uéinok extrémne vysokych koncentracii O3 pri umelo vyvolanom oxidaénom strese
sa prejavil na zvySenych hodnotach INXO3 (12% — 28%) v porovnani s INX. Ak uvaZujeme
indexy INX a INXOs3 v desatinnom formate, odvodena hodnota OxS by mala byt v rozmedzi
od -1 do 1, pricom OxS = 0 znamen4, ze skimané rastlinné tkanivo je oxida¢ne stabiln¢, OxS
<0 oznacuje mieru nestability alebo citlivosti rastlinného tkaniva na oxida¢ny stres indukovany
ozonizéaciou. Zaporné¢ hodnoty OxS v blizkosti hrani¢nej hodnoty 0 (Tab. 1) poukazuji na
miernu citlivost’ horskych borovic na ozénom indukovany oxidacny stres. Napriek silnej
oxidécii umelo generovanym ozénom, v subore junovych vzoriek doslo k malej zmene OxS (-
0,05), v stbore vzoriek z oktobra boli zmeny OxS sice vicsie (-0,06 pre kosodrevinu a -0,08
pre limbu), ale nie vyrazne. Relativne dobra tolerancia na oxidacny stres mdze suvisiet’ s
aktivaciou antioxidaéného mechanizmu, ktory je schopny ochranit’ vnutorné Struktiry buniek
pred ich rozsiahlejSou destrukciou.

Vysledky modelového vypoctu MOsD (Tab. 1) pre vegetaéné obdobie ukazuji, ze limba
prijala o nie¢o vyssiu 0zoénovi davku (12,8 mmol m) ako borovica horska (11,0 mmol m™).
Rozdiel moze savisiet’ s uréitymi odli§nostami v parametrizicii modelu (vy$ka koruny, hibka
korefiového systému, maximalna stomatalna vodivost). Na zaklade vysledkov OxS a a VINO;
mozno uvedenym ozoénovym davkam pripisat’ mierny fytotoxicky ucinok.

Tab. 1: Skore viditelného poskodenia (VIN), indexy poskodenia (INX, INXOj3), oxidacna
stabilita (OxS) a modelovana ozonova davka (MOsD) za obdobie 01/06/-30/09/2021 pre horské
druhy borovic P. mugo a P. cembra vo Vysokych Tatrach .

Zaliatok vegetatného obdobia - Jin 2021 Koniec vegetatného obdobia - Oktaber 2021 MO:D

Pinus sp & E
VINbio VINabio VINO; INX % INX03 % 058 VINbio VINabio VINO; INX % INX0; % 05 |(mmolm?)

F.mugo 1 2 0 12% 12% 0 2 2 0 14% 17% 003

16% 28% 012 2 2 17% 19% 003

14% 16% 002 1 13% 26% 11

13% 18% 003 2 13% A% 007

10% 16% -0.06 2 13% A% 008

12% 13% 002 2 12% 16% .04

P.eembra 1 2 13% 20% 008 2 11% 19% 008

12% 1% 003 2 11% 18% 007

1 2
1 1 1
0 0 2 0
0 1 1 1
1 1 1 1
6 1 1 1 % 1% 007 2 1 1 14% % .06
0 0 1 1
1 1 1 1
0 1 1 1
1 1 1 1

13% 16% 003 2 11% % .09

Suhm : medidn median

Pomugo 17 2 0 1 12% 16% 005 2 1 1 14% A% .06 110

P.cembra | 1.3 2 1 1 13% 1% 005 2 1 1 11% 19% -0.08 128

89



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

ZAVER

Vysledky OxS naznacuju, ze horské druhy borovic vo Vysokych Tatrach relativne dobre
odolavajii oxida¢nému ucinku ozonu. Potvrdzuje to aj sporadicky vyskyt Oz symptomov
zisteny pri hodnoteni viditeI'ného posSkodenia na vzorkach ihlic, priom zuvaZovanych
Skodlivych ¢initel'ov prevladali bioticki Skodcovia. S ohl'adom na hodnoty indexov INX, OxS
a VINO3 usudzujeme mierny fytotoxicky ucinok prijatych ozonovych davok MO;D pre
sktimané druhy horskych borovic Pinus mugo a Pinus cembra. Predpokladame, Ze nepriaznivy
vplyv ozénu tieto dreviny eliminuju aktivaciou antioxidaéného mechanizmu.
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THE CONTENT OF ESSENTIAL OIL IN JUNIPER BERRIES AND NEEDLES IN
DIFFERENT LOCALITIES
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Summary

The aim of the research was to review essential oil content in the Juniper berries and needles
(Juniperus communis L.) in different localities in Slovakia. The following research sites with
different altitude were monitored: KiSovce (667 m), Ostra hora (568 m), Priechod (576 m) and
Ilia§ (440 m). In locations, the soil was characterized by a neutral soil reaction, with a high
content of humus and nitrogen (N), a low to very low content of phosphorus (P), a good to a
high content of potassium (K) and a very high content of magnesium (Mg). The content of
essential oils ranged from 1.1 % in the locality of [lias§ to 2.2 % in the locality Ostra hora. Higher
content of essential oil was in the young needles in the localities of Ostra hora, Ilia§ and KiSovce
with significant confirmation (P <0.05). The essential oil in berries content had a negative low
correlation containing with the content of essential oil in the young and old needles (r = -
0,4082, r =-0,3698).

Key words: Juniperus communis L., soil reaction, essential oil, needles, berries

Souhrn

Cielom vyskumu bolo preskimat’ obsah esencidlneho oleja v plodoch aihli¢i borievky
obycajnej (Juniperus communis L.) v rdznych lokalitdch na Slovensku. Sledované boli lokality
s roznou nadmorskou vyskou: KiSovce (667 m), Ostrd hora (568 m), Priechod (576 m) a Ilia$
(440 m). Na lokalitach sa pdda vyznacovala neutralnou pédnou reakciou s vysokym obsahom
humusu a dusika (N), nizkym az vel'mi nizkym obsahom fosforu (P), dobrym az vysokym
obsahom draslika (K) a vel'mi vysoky obsah horc¢ika (Mg). Obsah esencialneho oleja sa
pohyboval od 1,1 % na lokalite Ilia$ do 2,2 % na lokalite Ostra hora. Vys§i obsah esencialneho
oleja bol vmladom ihli¢i na lokalitich Ostra hora, Ilia§ a KiSovce so signifikantnym
potvrdenim (P < 0,05). Obsah esencialneho oleja v plodoch mal negativnu nizku korelaciu s
obsahom esencialneho oleja v mladom a starom ihli¢i (r = -0,4082, r = -0,3698).

Klucove slova: Juniperus communis L., pédna reakcia, esencialny olej, ihlicie, plody

UVOD

Juniperus ma asi 60 druhov vzdyzelenych stromov alebo krikov, Siroko rozsirenych na
severne] pologuli, v Europe vratane ostrovov Stredomoria, Severnej Ameriky a vychodnej
Afriky /1/. Borievky rasta v Sirokej ekologickej amplitide, ¢ize v réznych nadmorskych
vyskach s rt6znymi pddnymi typmi /2/. V naSich podmienkach sa naj¢astejSie nachddza na tazko
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pristupnych lokalitach. Plody borievky obyc¢ajnej sa pouZzivaji v kozmetickom, potravinarskom
a farmaceutickom priemysle na ziskavanie éterickych olejov. Pri vyrobe alkoholickych napojov
vznikd ako druhy komerény produkt borievkovy olej, ktory sa vyuziva najmid vo
farmaceutickom priemysle. Zlozenie éterického oleja z plodov borievok je vel'mi variabilné, je
zavislé od zemepisného pdvodu rastlin, od podnoklimatickych podmienok, Stadia zrelosti, veku
rastliny, sposobu oSetrenia. Rovnako je rdéznoroda aj vytaznost’ oleja ziskaného z plodov
borievok. Mnozstvo oleja ziskaného destilaciou vodnou parou sa pohybuje od 0,5 % az do 3,8
% /4,10/. Podmienky biotopov a vyvojové §tadia rastlin maji vplyv na kvalitativne zloZenie a
mnozstvo éterickych olejov /7/. Etericky olej nesie zodpovednost’ za typicku arému a chut
borievok. Cielom prispevku bolo preskimat’ obsah esencidlneho oleja v plodoch a ihlici
borievky obyc¢ajnej na roznych miestach.

MATERIAL A METODY

Monitoring lokalit sme vykonali na miestach s rozdielnou nadmorskou vyskou v obdobi
rokov 2020 — 2021. Monitorovali sme lokality - KiSovce (667 m, 49,0294444 N, 20,3827778
E), Ostra hora (568 m, 48,9944444 N, 20,7722222 E), Ilias (440 m, 48,700161 N, 19,162821
E) a Priechod (576 m, 48,786645 N, 19,214618 E). Lokality patria do mierne teplej (Ostra hora,
Priechod, Ilia$) a chladnej (KiSovce) agroklimatickej oblasti. Podne vzorky sme odoberali
v jesennom obdobi (oktober) z hibky 0 — 150 mm. Z odobratych pddnych vzoriek sme stanovili
pH v KCI, Cox, N, P, K a Mg (podl'a Vyhlasky MPRV SR Zz. €. 151/2016), z ktorych sme urcili
Statistickl vyznamnost’ rozdielu jednotlivych lokalit metéodou analyzy rozptylu ANOVA
pomocou Tukeyovho testu na hladine vyznamnosti 0,05 a na urcenie vzajomnych vztahov bol
pouzity Pearsonov korela¢ny koeficient. Zber ihli¢ia sme realizovali na jar a plody na jesen.
Obsah esencidlneho oleja bol stanoveny hydrodestilaciou vodnou parou na zariadeni na
stanovenie silic. K 25 g plodov bolo pridané 150 cm?® destilovanej vody. Hydrodestilacia sa
vykonala v priebehu 1 hodiny.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Lokalita KiSovce mala neutralnu podnu reakciu (pH 6,94) so strednym obsahom humusu
(21,60 gkg! Cox) adusika (Tab. 1). Zasoba prijatelného fosforu v pode bola nizka,
s vyhovujicim obsahom prijatelného draslika (252,82 mg.kg') a horéika. Neutralnu podnu
reakciu (pH 6,63 — 6,77) sme zaznamenali na lokalite Ostra hora. Obsah humusu v pode bol
stredny aZ vysoky (22,50 — 57,60 g.kg™! Cox) a rovnako aj zasoba dusika bola vysoka. Nizky
obsah sme zaznamenali pri zasobe fosforu. Obsah prijatelného draslika bol vyhovujtci
az dobry. Zasoba horc¢ika sa pohybovala od vyhovujiceho obsahu az po vel'mi vysoky. Ilias je
lokalita s neutralnou pddnou reakciou (pH 6,87), s vysokym obsahom humusu a dusika (3,07
g.kg"). Zasoba fosforu v pdde bola nizka. Obsah K bol vysoky s velmi vysokym obsahom
prijatelného horéika (1167,86 mg.kg™!). Nase pddy st dobre zasobené horéikom &o potvrdzujii
aj nase zistenia /5/. Vysoky obsah humusu, prijatelného dusika, draslika a hor¢ika v pdde suvisi
s pasenim zvierat, ¢im sa zvySuju zasoby Zivin v pdde.

Na stanovisti Priechod sa zistila neutralna podna reakcia. Obsah humusu bol vel'mi
vysoky s vysokou az vel'mi vysokou zasobou dusika (3,31 — 4,75 g.kg™). V pdde bola nizka
koncentracia prijateI'ného P, s dobrym obsahom K a vel'mi vysokym obsahom Mg. Dostupnost’
zivin v pode sa mdze menit’ aj vplyvom zrazok, teploty, pddneho typu a podnej reakcie /6/.

Obsahy esencidlnych olejov (EO) v suSine v mladom ihli¢i (0,44 — 0,64 %) boli vyssie
ako v starom ihli¢i (0,19 — 0,48 %). Najnizsi obsah EO v mladom (0,19 %) aj starom (0,44%)
ihli¢i sme stanovili na lokalite Priechod (graf 1). Na lokalite Ostra hora sme zaznamenali
maximalny obsah EO v mladom (0,64 %) aj v starom ihli¢i (0,48 %). Rozdiel medzi nimi bol
najnizsi, len 0,16 %. Na ostatnych lokalitach tento rozdiel osciloval od 0,21 — 0,25 %.
Maximalny rozdiel bol evidovany na lokalite Priechod, s 1,3-n4dsobne vy$§im obsahom EO
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v mladom ihli¢i oproti starému. Na lokalite Ilia§ mladé ihli¢ie obsahovalo o polovicu viac
esencialneho oleja ako staré ihlicie. Pri hodnoteni obsahu EO v mladom a starom ihli¢i borievky
sme zistili rozdiely. Ich obsah je zavisly na suSine, preto mladé ihli¢ie obsahuje viac vody ako
staré. V mladom ihli¢i obsah vody osciloval od 61 - do 66g/100 g, zatial' Co staré ihli¢ie
obsahovalo o0 21 % menej vody ako mladé.

Tab. 1: Agrochemické viastnosti pody na jesen 2021.
Cox N P K Mg

gkg! | gkg! [mgkg!|mgkg!| mgkg!
KiSovce 6,81% | 28,18* | 2,55% 1,46* | 240,61% | 324,02%

Lokalita | pH/KCI

Ostra 6,70° | 48,17% | 5,03* | 2.03* |244,36* | 270,33
hora
Tlia% 6,87 | 49,11° | 3.44* | 2.70° |261,80* |1168,18"

Priechod| 6,67° | 58,19% [ 7,07* | 0,98 |225,14%|1413,37°

Rozdielne indexy znamenaju Statisticky preukazné rozdiely medzi Groviiami faktorov
(Tukey t-test, P = 0,05).

mihlic¢ie staré mihli¢ie mladé
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Priechod Tlias KiSovce Ostra hora

Graf 1: Obsah esencialneho oleja (EO) v mladom a starom ihlici J. communis L. v roku 2021.

V plodoch borievok nazbieranych v roku 2020 bol obsah esencialneho oleja vyssi ako
v roku 2021, okrem lokalit - Ilia$ a Priechod (graf 2). Najvyraznejsi narast obsahu esencialneho
oleja, 0 63,60 %, bol stanoveny v borievkach z lokality Ilia$. Na lokalite Ostra hora sme zistili
pokles EO o 0,8 %, ¢o predstavuje takmer 36 %-né zniZenie obsahu EO v roku 2021. Namerany
obsah esencialneho oleja 2,1 — 1,6 % bol na lokalite KiSovce. Obdobné vysledky uvadzaju aj
autori /7/, ktori zistili v roku 2016 na lokalite Chramec obsah esencialneho oleja 0,9 — 1,6 %.
Esencidlny olej z plodov borievky je vic§inou tvoreny monoterpénmi (asi 58%), hlavne a-
pinénom, B-myrcénom a sabinénom /3/. Ziskané esencialne oleje mali svetlu farbu s vyraznou
borievkovou aromou.
Pddna reakcia vykazovala negativny stredny stupen zavislosti k obsahu esencialneho
oleja v plodoch a EO v starom ihli¢i (r = - 0,4082, r = -0,3698) bez Statistickej preukaznosti
(Tab. 2).
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Graf 2: Podna reakcia a obsah esencidalneho oleja (EO) v plodoch J. communis L. v obdobi
2020 a 2021.

Tab. 2: Pearsnov korelacny koeficient medzi obsahom esencialneho oleja v plodoch, ihlici J.
communis L a podnej reakcie.

EO EO
v ml. v st. pH
ihlici ihlici

EOv
plodoch

EO v plodoch
EO v ml. ihli¢i | -0.2647
EO v st. ihli¢i | -0.4193 | 0,9586*

pH -0.4082 | 0.0766 | -0.3698

Pearsnov korela¢ny koeficient ukazal vysoku pozitivnu koreldciu medzi obsahom EO
v mladom a EO v starom ihli¢i (r = 0,9586) a slabt negativnu korelaciu medzi obsahom EO v
plodoch a EO v mladom a starom ihli¢i (r = -0,4193, r = -0,2647). Lokality Ostra hora, Ilia$
a KiSovce mali vys$i obsah esencidlneho oleja v mladom ihli¢i (Tab. 3) so signifikantnym
potvrdenim (P < 0,05). Nesignifikantne vyssi obsah esencidlneho oleja v plodoch sme zistili na
lokalite KiSovce.

ZAVER

Borievka obycajna (J. communis L.) savyskytovala na lokalitich s rozdielnou
nadmorskou vyskou (440 — 667 m) s neutralnou podnou reakciou. P6dy boli charakteristické
vysokym obsahom humusu, dusika, nizkym az veI'mi nizkym obsahom prijateI'ného fosforu,
s dobrym az vysokym obsahom draslika a veI'mi vysokym obsahom horc¢ika. P6dna reakcia
vykazovala strednii negativnu koreldciu s obsahom esencidlneho oleja v plodoch a starom
ihli¢i. Vyssi obsah esencialneho oleja bol zisteny v roku 2020, osciloval od 1,1 % na lokalite
[lias do 2,2 % na lokalite Ostrd hora. Na lokalitadch Ostra hora, Ilias a KiSovce so signifikantnym
potvrdenim (P < 0,05) bol vyssi obsah esencialneho oleja v mladom ihli¢i. V mladom ihli¢i bol
stanoveny vysSi obsah esencidlneho oleja ako v starom ihli¢i. Pozitivne s vysokym stupiiom
zavislosti koreloval obsah esencidlneho oleja v mladom a starom 1hli¢i. Obsah esencialneho
oleja v plodoch vykazoval zapornt nizku korelaciu s obsahom EO v mladom a starom ihliéi.

94



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

LITERATURA

/1/ Adams, R. P.: Junipers of the World: The Genus Juniperus. Bloomington, Vancouver, BC,
Canada: Trafford Publishing, 2011, pp, 436.

/2/ Cooper, F., Stone, RE., McEvoy, P., Wilkins, T., Reid, N.: The conservation status of juniper
formations in Ireland. 1st Edition, Irish Wildlife Manuals, 2012, 63, p. 1-224.

/3/ Duke, J. A., Bogenschultz-Godwin M. J., DuCellier, J., Duke, P. A., Handbo: Book of
Medicinal Herbs. 2nd ed. Boca Raton, London, New York, Washington D.C.: CRC
Press, 2002.

/4/ Falasca, A., Caprari, C., Felice, V., Fortini, P., Saviano, G., Zollo, F., lorizzi, M.: GC-MS
analysis of the essential oils of Juniperus communis L. berries growing wild in the
Molise region: Seasonal variability and in vitro antifungal activity. Biochemical
Systematics and Ecology, 2016, 69, p.166-175.
https://doi.org/10.1016/].bse.2016.07.026

/5/ Kobza, J. et al.: Aktudlny stav a vyvoj obsahu fosforu, draslika ahor¢ika v
pol'nohospodarskych podach Slovenska. In Agrochémia, 50 (1), 2010, p. 3-8.

/6/ Maathuis, F.: Physiological function of mineral macronutrients. In Current Opinion in Plant
Biology, 2009, 12 (3), p. 250-258.

/7/ Salamon L., Petruska P.: Quality of juniper essential oil (Oleum Juniperi) in the South
slovakia and its curative and industrial utilization. Indian J. Pharmaceut. Edu. and Res.,
2017, 51, vol. 3, p 136-140.

/8/ Zheljazkova, Valtcho D., Kacaniova, M., Dinchevad, 1., Radoukovae, T., Semerdjievaf, L.
B., Astatkieg, T., Sclegelh, V.: Essential oil composition, antioxidant and antimicrobial
activity of the galbuli of six juniper species. Industrial Crops & Products, 2018, 124, p.
449-458.

Pod’akovanie
Tento prispevok bol spracovany vdaka podpore projektu APVV-19-0471 , Vyuzitie
potencialu borievky (Juniperus communis L.) v potravindrskom priemysle “.

95


https://doi.org/10.1016/j.bse.2016.07.026

Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

MONITORING UZEMI S VYSKYTOM BORIEVKY OBYCAJNEJ

MONITORING OF TERRITORIES WITH OCCURRENCE OF JUNIPER

Zuzana Kovagikova', Vladimira Vargova!

"Nérodné pol'nohospodarske a potravinarske centrum — Vyskumny ustav travnych porastov
a horského  polmohospodarstva, Mléadeznicka 36, 974 21 Banskd Bystrica,
zuzana.kovacikova@nppc.sk

Summary

The aim of the research was to evaluate the floristic composition and quality of phytomass of
localities with mass occurrence of juniper at various altitudes: Ostra hora (568 m a.s.l.), KiSovce
(667 m a.s.l.), Priechod (576 m a.s.l.) and Ilia§ (440 m a.s.l.). Grasslands with juniper were
specific for a higher percentage of grass species. Species from the floristic group of other
meadow herbs and legumes had a minimum percentage in the grass. In terms of assessing the
quality of grass phytomass, the concentration of nitrogenous substances was low. As well as
the production of dry matter.

Keywords: grassland, botanical composition, quality, altitude, Juniperus communis L.

Souhrn

Cielom vyskumu bol monitoring izemi s hromadnych vyskytom borievky oby¢ajnej v r6znych
nadmorskych vyskach, zhodnotenie botanického zlozenie a kvality trdvnych porastov.
Sledovanymi lokalitami boli Ostra hora (568 m n. m.), KiSovce (667 m n. m.), Priechod (576
m n. m.) allia§ (440 m n. m.). Travne porasty s vyskytom borievky boli Specifické vys$Sim
percentudlnym zastipenim travnych druhov. Druhy z floristickej skupiny ostatnych lu¢nych
bylin a legumin6z mali v porastoch minimalne percentualne zastipenie. Z hl'adiska hodnotenia
kvality travnej fytomasy bola koncentracia dusikatych latok na nizkej urovni. Rovnako aj
produkcia suSiny nadzemnej fytomasy.

Klucove slova: travny porast, floristické zlozenie, kvalita fytomasy, nadmorska vyska, borievka
obycajna

UVOD

V naSich podmienkach sa borievka najCastejSie nachddza na tazko pristupnych
lokalitach, tam kde je predovSetkym dostatok svetla, je extrémne nendro¢na na pddu a vlahu
/2/. Uprednostituje suché pody, kamenisté podlozie a vlhké podmienky obyva zriedkavo. Z
hl'adiska aredlu jej rozSirenia mozno povedat’, ze je najrozSirenej$Sim ihlicnanom na svete, a to
aj napriek tomu, ze je z domdcich drevin najmenej konkurencieschopna. Pévodne borievka
rastla iba tam, kde extrémne podmienky prostredia (sucho a velky nedostatok zivin) nedovolili
rast’ inym drevindm. Véacsie rozSirenie dosiahla hlavne vd’aka odlesiiovaniu ¢lovekom /2/. Na
Slovensku sa borievka rozsirila spontanne na pastvinach a lukach odlesnenych pocas valasskej
kolonizacie. Odbornici uvadzaju, Ze eSte v polovici minulého storocia bola borievka obyc¢ajna
u nas hojne rozsirena ako neoddelitel'na sucast’ naSich trvalych travnych porastov. Po tstupe
pastvy v8ak mnoh¢é pasienky zacali zarastat’ d’alSimi drevinami a priestor pre svetlomilni
borievku sa zacal vyrazne zmenSovat. K jej Ubytku vyznamne prispelo aj tzv. Cistenie
pasienkov a luk od néletovych drevin. Vel'mi podobna situécia bola aj vo viacerych d’alSich
europskych krajinach a aj preto boli porasty borievky obycajnej zaradené medzi biotopy
eurdépskeho vyznamu. DoterajSie zistenia z mapovania lokalit hromadného vyskytu borievok
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potvrdzuji predpoklad, Ze vitalne porasty borievok vhodné pre produkciu plodov je mozné
najefektivnejSie obhospodarovat ako agrolesnicke systémy v kombinacii s pasenim
hospodarskych zvierat. Bez zdmerného manazmentu hrozi v blizkej budicnosti vécSine
produkénych borievkovych porastov zanik prostrednictvom prirodzenej sukcesie tychto ploch
d’al$imi drevinami. Vynimkou st porasty borievok na extrémnych stanoviStiach, ktoré
neumoznuju sukcesiu ostatnych drevin. Cielom prispevku bol monitoring tizemi s vyskytom
borievky obycajnej nachadzajucej sa vréznych nadmorskych vyskach, zhodnotenie
floristického zloZenia a kvality fytomasy z travnych porastov.

MATERIAL A METODY

Monitoring travnych porastov s vyskytom borievky obycajnej sme realizovali na
lokalitach Ostré hora, KiSovce, Priechod a Ilia§ nachddzajucich sa v r6znej nadmorskej vyske.
Pomocou redukovanej projektivnej dominancie podl'a Malocha (1953) /4/ sme analyzovali
floristické zlozenie hlavnych floristickych skupin trav, leguminédz, ostatnych lu¢nych bylin
a prazdnych miest. Odobrali sme priemerné vzorky zelenej fytomasy (cca 500 g) na stanovenie
produkcie suSiny podl'a STN 47 7007.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Monitorované lokality KiSovce, Ostra hora, Priechod a Ilias sa nachadzaju v nadmorske;j
vyske, od 440 m do 667 m (Tab. 1). Do agroklimatického okrsku M2 (mierne teplej a mierne
vlhkej oblasti, so studenou zimou, typ kotlinovej klimy) zarad'ujeme Ostra Horu (568 m n. m.).
Chladnu agroklimaticku oblast’, okrsok C1 (mierne chladného, vel'mi vlhkého) s teplotou v juli
>12°C az <16 °C a dlhodobym rocnym thrnom zrazok 955 mm predstavuje lokalita KiSovce
(667 m n. m.). Lokalitu Priechod (576 m n. m.) a lokalita Ilia§ (440 m n. m.) patri do mierne
teplej agroklimatickej oblasti, agroklimatického okrsku M7 (mierne teplého silne vlhkého
vrchovinového) s dlhodobym ro¢nym uhrnom zrdzok 795 mm a priemernou ro¢nou teplotou
vzduchu 8,1 °C.

Tab. 1: Lokality s vyskytom borievky obycajnej.

Lokalita Nadmo(rrsrlli)a vyska Zem. Sirka Zem. dizka
KiSovce 667 49.029444 20.382777
Priechod 576 48.786645 19.214618
Ostra hora 568 48.994444 20.772222
Ilias 440 48.700161 19.162821

Monitorovana lokalita KiSovce, sa nachadza za obcou, v katastralnom tizemi obce Horka
pri Poprade. Z fytocenologického hl'adiska bol porast tvoreny najma travnymi druhmi (98 %).
Z nich dominovali Arrhenatherum elatius L., Bromus ramosus L. a Festuca rubra L. V poraste
sme evidovali aj vyskyt leguminéz (Vicia tenuifolia L.). V prvom odbere sme zaznamenali
produkciu susiny 3,89 t.ha! (graf 1), v druhom odbere nastalo zniZenie, o 1,01 t.ha™. Dusikaté
latky su jednym z rozhodujucich ukazovatel'ov vyzivnej hodnoty vyprodukovanej fytomasy /1/.
Koncentricia dusikatych latok bola nizka, 97,70 g.kg™! suSiny a v druhom odbere este poklesla,
na hodnotu 80,63 gkg! suSiny. Na lokalite Priechod mal travny porast 85 az 90 %-ni
pokryvnost’ travnych druhov. Percentualne zastipenie bolo 12 % alegumindzy mali opét
minimalne zastipenie (3 %). Ku koncu vegetaéného obdobia mierne stipol podiel tradvnych
druhov (87 %), bylinné¢ druhy a legumin6zy naopak poklesli. Z trav na jar dominovali Festuca
rubra L., Bromus ramosus L., Arrhenatherum elatius L. a Bothriochloa ischaemum (L.) Keng.
Floristicki  skupinu leguminéz tvorili Anthyllis vulneraria L. a Medicago falcata L.
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Dominantnymi bylinnymi druhmi boli Agrimonia eupatoria L., Salvia pratensis L., Leontodon
hispidus L. Na jeseit Bromus ramosus L., Bothriochloa ischaemum (L.) Keng. a Briza media
L. zvysili svoju pokryvnost’ v poraste. V prvom odbere bola produkcia suSiny na trovni 1,37
t.ha! az 3,69 t.ha! s obsahom dusikatych latok od 97,71 do 103,42 g.kg™!. Na jeseri produkcia
susiny poklesla (o0 0,6 t.ha!), rovnako nastal aj pokles v koncentracii dusikatych latok v susine
fytomasy, na 96,44 g.kg!.
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Graf 1: Pokryvnost floristickych skupin a produkcia susiny.

Travny porast na monitorovanej lokalite Ostra hora bol zloZeny predovsetkym z travnych
druhov, ktoré mali 81 az 83 %-né zastlipenie. Podiel druhov z floristickej skupiny bylin bol od
12 do 15 % a legumindzy mali opit’ len minimalny vyskyt (14 %). Z tradv v poraste v prvom
odbere dominovali Festuca pratensis L., Festuca rubra L., Nardus stricta L., Deschampsia
caespitosa (L.) P. Beauv., Arrhenatherum elatius L. a Briza media L. Z legumin6z prevladali
predovSetkym Trifolium repens L., Trifolium pratense L. a Vicia tenuifolia L. Z ostatnich
lu¢nych bylin mali dominantné postavenie v poraste Cirsium pratense L., Agrimonia eupatoria
L., Salvia pratensis L., Tragopogon orientalis L., Daucus carota L., Leontodon autumnalis L.
V druhom odbere sa mierne znizila pokryvnost travnych druhov, s dominanciou
Arrhenatherum elatius L., Deschampsia caespitosa (L.) P. Beauv. Produkcia suSiny bola na
arovni 3,13 t.ha! (prvy odber) a 1,46 - 4,10 t.ha™! (druhy odber). Kvalita fytomasy bola ale
nepostacujiica, s hodnotou dusikatych latok 95,48 g.kg™! susiny. Aj na lokalite Ilia§ v poraste
prevléadali travne druhy (90 %), s minimalnym zastGpenim leguminéz. Podiel bylin bol 10 %.
Z travnych druhov v poraste dominovali Bromus ramosus L. Festuca rubra L., Arrhenatherum
elatius L. Z dominantnych bylinnych druhov prevladali najmi Cirsium pratense L., Jacea
pratensis L., Agrimonia eupatoria L., Daucus carota L. a Galium molugo L. Produkcia suSiny
pri prvom odbere bola 2,58 tha! a pri druhom odbere bola len 0,84 t.ha™!. Kvalita fytomasy
pocas vegetacie bola nepostacujiica, s obsahom N-latok v rozmedzi od 84,85 do 91,80 g.kg
susiny’

ZAVER

Monitoring tizemi s hromadnym vyskytom borievky obycajnej (Juniperus communis L.)
sa uskutocnil na lokalitach leziacich v nadmorskej vyske od 440 do 667 m. Travne porasty boli
Specifické vysSou prezenciou menej kvalitnych travnych druhov. Druhy z floristickej skupiny
ostatnych lu¢nych bylin a legumin6z mali v porastoch len minimélne percentualne zastupenie.
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Z hl'adiska hodnotenia kvality travnej fytomasy bola koncentracia dusikatych latok v suSine
nadzemnej fytomasy nepostacujuca. Rovnako aj produkcia suSiny zuvedenych travnych
porastov bola na vel'mi nizkej trovni.
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VLIV KADMIA NA VYBRANE OBSAHOVE LATKY MAKU SETEHO
"MARATON"

EFFECT OF CADMIUM ON SECONDARY METABOLITES OF POPPY ‘"MARATON’

Jan Kubes, Jifi Kudrna, FrantiSek Hnilicka
Ceska zeméd¢lska univerzita v Praze, FAPPZ, Katedra botaniky a fyziologie rostlin, Kamycka
129, 165 21 Praha 6 — Suchdol, kubes@af.czu.cz

Summary

The content of cadmium in the poppy plants 'Maraton' was monitored in the container
experiment as well as the effect of this metal on the concentration of malondialdehyde (MDA),
total phenolic content (TPC) and total flavonoids content (TFC) over the course of five weeks.
The plants were treated with a single dose with CdCl» solutions (0.15, 0.3, 1.5 and 15 mg/l) and
cadmium was determined using the ICP-MS method, other analyzes were evaluated by
a spectrophotometer. During the experiment, there was an increase in the cadmium content of
all monitored variants. Given that the MDA content increased during monitoring even in the
control variant, the effect of other factors cannot be ruled out, which could also affect the
formation of the monitored groups of secondary metabolites.

Key words: poppy, heavy metals, cadmium accumulation, membrane damage, secondary
metabolites

Souhrn

V ramci nadobového pokusu byl v pribéhu péti tydn sledovan u mdku setého, odridy
"Maratén’, obsah kadmia v rostlinach a jeho vliv na koncentraci malondialdehydu (MDA),
celkovych fenolickych latek (TPC) a celkovych flavonoida (TFC). Rostliny byly oSetfeny
jednorazovou zélivkou roztoky CdCl, (0,15; 0,3; 1,5 a 15 mg/l) a stanoveni kadmia bylo
provedeno pomoci metody ICP-MS, ostatni analyzy byly vyhodnoceny spektrofotometricky.
V prubéhu experimentu dosSlo k narGstu obsahu kadmia u vSech sledovanych variant této
odridy. Vzhledem k tomu, ze i u kontrolni varianty doslo béhem sledovani k zvySeni obsahu
MDA, nelze vyloucit vliv dal$ich faktorti, které pak mohly ovlivnit i tvorbu sledovanych skupin
sekundarnich metabolitd.

Klicova slova: mak, tezké kovy, akumulace kadmia, poskozeni membran, sekundarni
metabolismus

UVOD

Mak sety patii mezi plodiny, které nachazeji své uplatnéni jak v oblasti potravinaiské, tak
1jako zdroj latek vyuzitelnych v medicing jako analgetika (morfin) nebo antitusika (kodein) /1/.
Tradicné se pouzivaji jeho semena obsahujici mnozstvi vysychavého oleje se zastoupenim
kyseliny linolové a olejové, tokoferold, fytosteroli a dalSich latek /2/.

Dle CSU byl mak péstovan v roce 2020 na 40 255 ha, coz predstavuje nartist o zhruba
5000 ha ve srovnani s rokem 2019 a i v roce 2021 byla zaznamenana vétsi osevni plocha této
plodiny /3/. S tim je nutné brat v patrnost kvalitu zemé&délské pldy, na které je mak sety
produkovan vzhledem k tomu, Ze u n¢j byla pozorovana schopnost akumulace tézkych kovi,
zejména kadmia, které se nasledné dostavaji do semen /4/. To mize mit negativni vliv jak na
rust a vyvoj rostlin samotnych, tak i v kone¢ném disledku na kvalitu semen a jejich bezpecnost
pro konzumenta. B&ny obsah Cd v ptidé v CR (mimo misto kontaminace) je 0,2-1,5 pg.kg™',
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zdrojem kadmia vSak muze byt i atmosférickd depozice z dalSich zdroji, jako je pfirozené
zvétravani hornin ¢i antropogenni zdroje znecisténi /5/.

Kadmium muze mit negativni vliv na kli¢eni semen, rtst kofenl u rostlin v¢etné inhibice
aktivity enzymt, které se podileji na ochran¢ rostlin pfed volnymi radikaly /6/. Rovnéz miize
snizit i obsah jinych prvkd, jak bylo popsano naptiklad u salatu /7/. Oproti tomu u nizkych
koncentraci byly v pfipadé¢ semenackii pSenice /8/ pozorovany pied viditelnymi toxickymi
projevy zmény v metabolismu, které se projevily zvySenim obsahu malondialdehydu nebo
zménami v mnoZzstvi glutathionu. U nékterych z testovanych variant doslo i1 k narastu obsahu
biomasy a délky rostlin.

Pro sledovani stresti razného plvodu lze u rostlin vyuzit riznych fyziologickych ¢i
biochemickych analyz. V ramci provedeného experimentu byla pozornost zaméfena na
stanoveni malondialdehydu, a fenolickych latek a flavonoidii, které vznikaji pfi piisobeni
abiotického 1 biotického stresu a hraji dulezitou roli pii obrannych mechanismech rostlin.

MATERIAL A METODA

Vliv kadmia byl sledovan u rostlin Papaver somniferum L. "Maraton’. Jedna se
polopozdni odrtidu se stfedné vysokym obsahem oleje, ktera je vyuzitelna jak v potravinafstvi,
tak 1 ve farmacii. Pokus probihal v prostfedi skleniku katedry botaniky a fyziologie rostlin
(KBFR) na jafe 2021. Semena maku byla vyseta do nddob o objemu 1 | a naplnéna standardnim
zahradnickym substratem. Po 45 dnech, kdy byla jiz plné¢ vyvinutd (BBCH 30-35) listova
ruzice, byly k rostlindm jednorazové aplikovany ctyfi roztoky chloridu kademnatého o
koncentraci 0,15; 0,3; 1,5 a 15 mg/l nebo destilované voda jako kontrolni varianta.

Hodnoceni obsahu kadmia a vybranych latek bylo provadéno v pribéhu dubna a kvétna
po dobu 5 tydnll. V ramci kazdého odbéru byly odebrany celé rostliny na stanoveni obsahu
kadmia pomoci mineralizace vzorku, kdy byly nejprve ususeny a zhomogenizovany. Mleta
suSina byla nasledné mineralizovana smési 3 mL HNO3 + 3 mL H>O> v mikrovinné rozkladné
jednotce, mineralizat natedén do objemu 40 mL MilliQ vodou, a kadmium stanoveno technikou
ICP-MS.

Z Cerstvé biomasy (0,5 g) homogenizované v tekutém dusiku byl z kazdé varianty
pripraven ethanolovy (80 %, 10,5 ml) extrakt, ve kterém byl sledovany obsah malondialdehydu
(MDA 9), celkovy obsah fenolickych latek pocitanych jako ekvivalent kyseliny gallové (TPC
— total phenolic content; 10) a celkovy obsah flavonoida pocitanych jako ekvivalent kvercetinu
(TFC — total flavonoid content; 11).

VYSLEDKY A DISKUSE

Jak ukazuje Graf 1, nejvyssi obsah kadmia byl zaznamenan v susin¢ vzorkl péstovanych
v substratu kontaminovanym nejvyssi koncentraci CdClz. U této varianty doslo k nejvysSimu
narastu u 3. odbéru (4. tyden po zacatku experimentu), v rostlinach ve zbyvajicich odbérech
bylo kadmia mén¢, nicméné jeho mnozstvi stile piesahovalo obsah u zbyvajicich variant.
Podobny trend v obsahu kadmia byl pozorovan i v ptipad¢ varianty 0,15 mg/l. Oproti tomu u
rostlin, kde byly aplikovany roztoky 1,5 a 0,3 mg/l, se obsah kadmia postupné zvySoval. Graf
1 rovnéz ukazuje, ze urcité mnozstvi kadmia bylo i1 v kontrolni varianté zalévané destilovanou,
kdy jako zdroj sekundarni kontaminace mohl byt pouzity substrat /12/. Pfestoze nebyl stanoven
obsah kadmia v rostlinach pfed pfidanim testovanych roztoka, 1ze z hodnot kontrol fici, Ze se
zvySujicim se zatizenim substratu timto tézkym kovem se zvySovala s postupem c¢asu i jeho
pritomnost v rostlindch. To bylo pozorovano naptiklad 1 u Pistia stratiotes /13/, kde v piipadé
kotenll se dvojnasobné pouzita koncentrace aplikovaného roztoku kadmia (10 uM) v piipadé
prvniho odbéru neliSila od nejnizsi (5 uM). Piijem kadmia mohl byt ovlivnén i vybranou
odridou maku, dle /14/ "Maratén” patiil mezi ty, které mély nizky obsah kadmia v semenech 1
tobolkach.
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Graf 1: Obsah kadmia v ug/g susiny. 0-15 mg/l — koncentrace CdCl> pouzitého na oSetreni
vzorku.

Z hlediska obsahu malondialdehydu (Graf 2) doslo u vSech variant oSetfenych CdCl,
k jeho postupnému nartistu. Oproti obsahu kadmia v rostlinach maku bylo nejvyssi mnoZzstvi
MDA zjisténo v ptipadé varianty 1,5 mg/l ve ¢tvrtém odbéru, tento nartist byl zaznamenan i u
dal§ich kadmiu vystavenych rostlin. Ur¢itému stresu spojenému s tvorbou MDA byly
vystaveny i kontrolni varianty, jak je vidét u 3. odbéru. Oproti /15/, nebyl u sledovanych rostlin
makl pozorovan postupny nartist odpovidajici pouzitym koncentracim kadmia, nicméné v dané
praci byl u psenice obsah MDA sledovan pouze v radmci jednoho odbéru. Jak uvadi /6/, n¢které
nizsi koncentrace kadmia v ptipadé¢ fedkve nebo mrkve zptsobily také pokles obsahu této latky,
coz bylo déno do souvislosti s aktivaci protektivnich reakei.
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Graf2: Obsah MDA v nmol/g FW. 0-15 mg/l — koncentrace CdCl> pouzitého na osetieni vzorku.

Zvyseny obsah MDA mohl u kontroly souviset i s narustem TPC (Graf 3). U této skupiny
latek se ptfipadny vliv neprojevil u varianty 1,5 mg/l, ale nejvyssi hodnoty v ramci oSetfenych
rostlin byly zaznamenany u varianty 0,15 mg/l. U rostlin, které byly vystaveny nejvyssi
koncentraci CdClz pak dochazelo k postupnému nariistu, ktery se oproti ostatnim variantdm ve
dvou zbyvajicich odbérech jiz ptili§ nezménil. Narast TPC v souvislosti s MDA a vzrustajici
koncentraci kadmia byl popsan i u salatu /7/, kde byl opét pouze jeden odbér. Vliv tézkych kovii
na produkci sekundarnich metabolitli byl popséan v fad¢ studii, kdy praveé tyto prvky mély v
urCitém mnozstvi stimulaéni vliv na jejich produkci /16/. Fenolické latky, stejné jako
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flavonoidy, jsou syntetizovany pomoci fady enzymi, jednu z hlavnich roli hraje
fenylalaninamoniumlyaza (PAL). U hefméanku zvysujici se koncentrace kadmia aktivitu tohoto
enzymu podporovala, stejné tak byl zvySen i1 obsah fenolickych slou¢enin. Mnozstvi MDA se
v ptipad¢ riznych odbért a koncentraci kadmia nezménilo. Oproti tomu byly v ptipad¢ kotfenti
hefmanku po aplikaci médi pozorovany jak zvySené hodnoty MDA, tak i PAL a fenolickych
atek /17/.

TPC (mg GAE/g FW) =O=K
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Graf 3: Obsah TPC v mg/g FW. 0-15 mg/l — koncentrace CdCl> pouzitého na oSetreni vzorku.
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Graf 4: Obsah TFC v mg/g FW. 0-15 mg/l — koncentrace CdCl, pouzitého na oSetreni vzorku.
V ptipadé celkového obsahu flavonoidii (Graf 4) doSlo u kontaminovanych variant
rovnéz k nejvyssimu nartistu u aplikace roztoku 0,15 mg/1, a to jiz u druhého odbéru. Podobny

trend byl zaznamenan i u variant 1,5 a 0,3 mg/Il. U kontroly byl pak narist a pokles obsahu TFC
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v ramci jednotlivych odbérii obdobny jako u TPC. Nejvyssi pouzitd koncentrace CdCl, pak
hodnoty snizila. Krom¢ fenolickych latek se na ochran¢ proti volnym radikalim podileji také
piislusné enzymy a jiné latky s touto aktivitou (vitamin C). U Kandelia obovata /18/ bylo
pozorovano, ze u nizSich koncentraci kadmia jsou do antioxida¢ni aktivity zapojeny spise
enzymy, zatimco u vyssich davek se na obranném mechanismu u této rostliny podilely fenolické
kyseliny. Vzhledem k tomu, Ze aktivita enzymu jako jsou kataldza nebo superoxiddismutdza
sledovany nebyly, nelze s jistotou fici miru jejich mozného zapojeni. U vySe zminéné studie
pak s rostouci koncentraci kadmia, vzrostl i TFC, naopak poklesly hodnoty vitaminu C.

ZAVER

Prvkova analyza ukdzala, Ze se stoupajici koncentraci kadmia v zalivce doSlo k
odpovidajicimu navyseni obsahu tohoto kovu v susing rostlin maku setého. Ptes toto navySeni
nebyl pozorovan narist malondialdehydu v Cerstvé biomase, ktery by odpovidal pouzitym
koncentracim aplikovanych roztok. Podobné ani obsah fenolickych latek ani flavonoidi
neukézal priikaznou zavislost na stoupajicim mnozstvi kadmia. Vzhledem k moznému zapojeni
dalsich mechanismil, které se mohou podilet na ochran¢ pfed pisobenim tohoto prvku ¢i jinych
stresti, bude pozornost zaméfena 1 na stanoveni aktivity antioxidanich enzymu ¢i dalSich
stresovych markerq.
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VPLYV GALAKTOGLUKOMANANOVY’CH OLIGOSACHARIDOV
NA VITALITU NADZEMNYCH CASTi RASTLIN KUKURICE
(ZEAMAYS L.) VPODMIENKACH STRESU Z KADMIA

IMPACT OF GALACTOGLUCOMANNAN OLIGOSACCHARIDES ON MAIZE SHOOT
(ZEA MAYS L.) VITALITY UNDER THE CADMIUM STRESS

Diana HackuliCova, Eva Labancova, Zuzana Vivodova, Kristina gipoéové, Marko Bajus,
Danica Kucerova, Karin Kollarova

Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied, v. v. 1., Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava,
Slovenska republika; diana.hackulicova@savba.sk

Summary

The aim of this work was to determine impact of cadmium (Cd) and galactoglucomannan
oligosaccharides (GGMOs) on maize (Zea mays L.) shoot growth, hydrogen peroxide (H>O>)
concentration and activity of antioxidant enzymes, such as superoxid dismutase (SOD), catalase
(CAT), and ascorbate peroxidase (APX). The plants were grown for 7 days in hydroponic
system, the accumulation of H»>O, and the enzyme activity were determined
spectrophotometrically. Application of GGMOs positively influenced the dry mass
of aboveground plant parts. In Cd treatment, the concentration of H>O; as well as the activity
of enzymes were the highest; whereas, in the combined Cd + GGMOs treatment,
the concentration of H>O» and activity of enzymes decreased.

Key words: antioxidant enzymes, cadmium, oligosaccharides, hydrogen peroxide, maize

Suhrn

Ciel'om tejto prace bolo zistit’ vplyv kadmia (Cd) a galaktoglukomananovych oligosacharidov
(GGMOs) na rast nadzemnych casti kukurice siatej (Zea mays L.), koncentraciu peroxidu
vodika (H20.) a aktivitu antioxida¢nych enzymov, ako s superoxid dismutdza (SOD), katal4za
(CAT) aaskorbat peroxidaza (APX). Rastliny sme kultivovali 7 dni v hydroponii
a koncentraciu HO» a aktivitu enzymov sme stanovili spektrofotometricky. Aplikacia GGMOs
pozitivne ovplyvnila sucht hmotnost nadzemnych casti rastlin. Koncentracia H>Oo,
ako aj aktivita antioxidacnych enzymov bola najvyssia v Cd variante, zatial' o v kombinacii
Cd + GGMOs sa znizila.

Klucove slova: antioxidacné enzymy, oligosacharidy, kadmium, kukurica siata, peroxid vodika

UvVOoD

Kationy kadmia (Cd*"), ktoré sa nachddzaji v rastlinnych  substratoch,
su prostrednictvom xylémovych ciev transportované z koretiov do nadzemnych casti rastlin,
kde sa akumuluju prevazne v listoch a trichémoch /1/. Uz pritomnost’ nizkych koncentracii Cd**
vyvolava v rastlinach stresové odpovede, medzi ktoré patria poskodenia, ako su redukcia
klienia, rastu a vyvinu rastlin, znizenie fotosyntetickej aktivity, ¢i zmena aktivity Struktirnych
proteinov a antioxidaénych enzymov /2/. Takéto zmeny znizuji kvalitu a produkciu
pol'nohospodarsky vyznamnych plodin, ku ktorym patri aj kukurica siata (Zea mays L.).
Medzi prvé odpovede rastlinnej bunky na zvy$ent koncentraciu Cd*" patri zvysena produkcia
reaktivnych foriem kyslika (ROS) v bunke, medzi ktoré patria napr. peroxid vodika (H20O>),
hydroxylovy anion alebo superoxid /3/. Rastliny si proti zvySenej koncentracii ROS (oxida¢ny
stres) vyvinuli neenzymatické (glutation, kyselina askorbova, fytochelatiny a iné)
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a enzymatické (superoxid dismutaza — SOD, kataldza — CAT, askorbat peroxidaza — APX a in¢)
obranné systémy, ktorych ulohou je vychytavat’' ROS a premienat’ ich na netoxické konecné
produkty /4/. Vyuzitie galaktoglukomananovych oligosacharidov (GGMOs), ktoré
v pritomnosti Cd*" zlepsuju rast korefiov kukurice /5/, je jedna z moznosti obrany rastlin proti
stresu /5/. Ciel'om tejto prace bolo porovnanie vplyvu GGMOs na rast nadzemnej ¢asti kukurice
siatej a na zmeny v aktivite antioxidacnych enzymov SOD, CAT, APX a koncentracie H>O»
v stresovych aj nestresovych podmienkach.

MATERIAL A METODY

Rastlinny material — klicence kukurice siatej (Zea mays. L, hybrid Novania) —
sme kultivovali v Hoaglandovom Zivnom roztoku /6/ s pH 6,2 v kultiva¢nej komore po dobu 7
dni, pri 16-hodinovej fotoperiode s intenzitou svetla 130-140 umol m?s !, pri teplote 25 °C/20
°C a 70 % vlhkosti. Na kultivaciu rastlin v hydroponii sme pouzili Hoaglandov zivny roztok
(kontrola), do ktorého sme pridali 10° M GGMOs (Os variant), 5x 10° M Cd(NOs),
(Cd variant) alebo 10”7 M GGMOs spolu s 5 x 10> M Cd(NO3), (Cd + Os variant). Pouzivali
sme rozne koncentracie GGMOs (107 M a 10" M), pretoze v predchadzajicich experimentoch
sme zistili, Ze posobili najucinnejSie na zlepSovanie rastu korenov kukurice /5/. Po skonceni
kultivacie sme stanovili sucht hmotnost’ nadzemnych ¢asti rastlin kukurice. V druhom liste
rastlin  kukurice sme stanovili koncentrdciu H>O> spektrofotometricky, na zéklade
modifikovanych metéd podla Velikovej et al. /7/ a Kovacika /8/. Aktivitu antioxida¢nych
enzymov sme stanovili spektrofotometricky modifikovanymi metédami — SOD /9/, CAT /10/
a APX /11/. Data sme vyjadrili priemerom a strednou chybou priemeru. Rozdiely medzi
variantami sme Statisticky vyhodnotili pomocou Tukey testu jednofaktorovej analyzy variancie
(ANOVA) v programe Statistica.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kadmium negativne ovplyvnilo rast rastlin; sucha hmotnost’ nadzemnych ¢asti bola v Cd
variante az o 45,1 % niz$ia v porovnani s kontrolou (Graf 1a), ale v Cd + Os variante sa zvysila
0 66,8 % vporovnani s Cd variantom. Okrem toho, sucha hmotnost nadzemnej casti
v Os variante bola vyssia o 34,3 % v porovnani s kontrolou. Uvedené vysledky koreSponduju
so zlepSenim rastu koreniov rastlin kukurice /5/ ako aj Arabidopsis /12/ v stresovych
aj nestresovych podmienkach.

Pocas podsobenia stresu sa v bunkdch rastlin zvySuje produkcia ROS. Relativna
koncentracia H2O2 bola najvyssia v Cd variante (o 42,8 % v porovnani s kontrolou) (Graf 1b).
V Cd + Os variante sa znizila o 13 % v porovnani s Cd variantom. ZniZenie koncentracie H>O»
moze suvisiet’ s tym, ze biologicky aktivne oligosacharidy pravdepodobne spust’aju reakcie
veduce k vychytavaniu ROS, napr. ovplyviluju aktivitu antioxida¢nych enzymov /13/.

Aktivita antioxida¢nych enzymov (SOD, APX, CAT) bola najvysSia v Cd variante,
pricom ich aktivita sa v Cd + Os variante v porovnani s Cd variantom znizovala (Graf 2).
Zvysenu aktivitu antioxidaénych enzymov spdsobenti pritomnostou Cd*>* zaznamenali
aj v listoch dvoch kultivarov kukurice /14/. Podobne ako alginatové oligosacharidy /15/,
GGMOs znizovali aktivitu uvedenych enzymov v pritomnosti Cd**. Miera stimulacie aktivity
SOD vo variantoch Cd, ako aj Cd + Os bola v porovnani s kontrolou vyssia (Graf 2a) ako
stimulécia aktivit APX a CAT. Pdsobenie tychto enzymov je komplementarne. Enzym SOD
katalyzuje premenu (dismutaciu) superoxidového aniénu na kyslik a H2O2, ¢im predchadza
tvorbe hydroxylového radikalu /13/. Takto vytvoreny H>O> je nésledne vychytavany enzymami
APX a CAT. Ked’Ze obidva enzymy sa podiel’aju na odstraiiovani tej istej molekuly, posobia
zosynchronizovane a preto moze byt’ ich aktivita rézna /16/.
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Graf 1: Relativna sucha hmotnost nadzemnych casti rastlin kukurice siatej (a) a relativna
koncentracia peroxidu vodika (H:203) (b) po 7 dnoch kultivacie. Hodnoty v grafoch su
prepocitané percentualne ku kontrole (hodnota kontroly predstavuje 100 %). Rozdielne
pismend vyjadruju Statisticky preukazné rozdiely medzi jednotlivymi variantmi na hladine
preukaznosti P < 0,05.
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Graf 2: Relativna aktivita superoxid dismutdzy (SOD) (a), askorbat peroxidazy — APX (b) a
katalazy — CAT (c) po 7 dnoch kultivacie. Hodnoty v grafoch su prepocitané percentudlne ku
kontrole (hodnota kontroly predstavuje 100 %). Rozdielne pismena vyjadruju Statisticky
preukazné rozdiely medzi jednotlivymi variantmi na hladine preukaznosti P < 0,05.
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ZAVER

Na zaklade naSich experimentov sme zistili, z2 GGMOs zvySuju vitalitu nadzemnych
Casti rastlin kukurice, i uz v stresovych alebo nestresovych podmienkach a mo6zu byt’ zapojené
do reakcii veducich k vychytavaniu ROS.
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VPLYV KREMIKA A ANTIMONU NA FYZIOLOGICKE PARAMETRE
FAZULE MUNGO (VIGNA RADIATA (L.) WILCZEK)

INFLUENCE OF SILICON AND ANTIMONY ON THE PHYSIOLOGICAL PARAMETERS
OF MUNGO BEAN (VIGNA RADIATA (L.) WILCZEK)

Marko Bajus, Eva Labancova, Danica Kucerova, Diana HackuliCova, Kristina gipoéové,
Zuzana Vivodova, Karin Kollarova

Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied, v. v. 1., Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava,
Slovenska republika; marko.bajus@savba.sk

Summary

The aim of this work was to determine the effects of silicon (Si), a non-essential element, on
plants exposed to stress caused by antimony (Sb). Silicon was used in the form of Na,O (SiO2)x
- XH20 in 2.5 mM concentration. The antimony treatment in 5 mg 1" concentration was selected
as a mild stress and the antimony treatment in 25 mg 1"! concentration as severe stress for mung
bean plants. The most evident effect of silicon in both antimony treatments was the decrease of
the concentration of carotenoids. The influence of silicon on the fresh and dry weight of shoots
and leaf area depended on the type of the stress (mild, severe). Silicon increased the growth of
mung bean plants under antimony stress.

Key words: antimony, fresh and dry weight; chlorophyll; leaf area; silicon; Vigna radiata

Stthrn
Cielom tejto prace bolo zistit' uinky kremika (Si), neesencidlneho prvku, v rastlindch
vystavenych stresu sposobeného antiménom (Sb). Kremik sme aplikovali vo forme Na,O
(Si02)x - XH20 a v koncentracii 2,5 mM. Osetrenie antiménom v koncentrécii 5 mg I"! vyvolalo
mierny stres a oSetrenie antiménom v koncentracii 25 mg I'! vysoky stres v rastlinach fazule
mungo. Najvyraznej$im uc¢inkom kremika pri oboch antiménovych oSetreniach bolo znizenie
koncentracie karotenoidov. Vplyv kremika na Cerstvli a suchi hmotnost” nadzemnych casti
a listovej plochy zavisel od typu stresu (mierny, vysoky). Kremik zlepsil rast rastlin fazule
mungo vystavenych stresu vyvolané¢ho antiménom.

Klucoveé slova: antimon, Cerstva a sucha hmotnost, chlorofyl, kremik; plocha listu; Vigna
radiata

UVOD

Mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek), inak aj fazul'a mungo, je jednou z najrozsirenejSich
strukovin pestovanych v oblasti Indie a Vychodnej Azie, ktorej klicky obsahuju vitaminy
skupiny B, vitamin A, vitamin E a mineralne latky ako je napriklad horc¢ik, Zelezo, draslik
a zinok. Nezanedbatelny je aj obsah proteinov (24 g v 100 g Cerstvych klickov) a vysoké
zastapenie vlakniny /1/.

Antimon (Sb) je polokov metalického vzhladu s potencidlne toxickymi vlastnost’ami.
Najvéacsim zdrojom Sb je tazba kovov a polokovov, pri ktorej sa Sb spolu s d’al§imi toxickymi
latkami dostdva do ovzdusSia, vod ale hlavne do pod ulozenych v tazobnych haldach /2,3/.
Zvysena koncentracia Sb v pdde, vode a kultivaénom médiu, sposobuje rozne fyziologické
zmeny a deformity rastlin, ktoré vedu k znizeniu pol'nohospodarskej produkcie /4/.

Kremik (Si) ako druhy najrozSirenejsi prvok v pode nie je povaZzovany za esencialny
prvok vyssich rastlin, ale rozne $tadie dokézali jeho pozitivny vplyv pri reakcii na zasolenie
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a kontaminaciu pody tazkymi kovmi. Rastlinami je prijimany z podneho roztoku, kde sa
najcastejSie nachadza vo forme kyseliny kremicitej (H4S10O4). Podiel’a sa hlavne na speviiovani
rastlinnych pletiv, na zvySovani mechanickej pevnosti a tym pozitivne ovplyviiuje odolnost’
proti Skodcom a hubovym ochoreniam /5,6/. Cielom tejto prace bolo porovnanie vplyvu Si
v pritomnosti Sb v rdznych koncentraciach (mierny a vysoky stres) na rast nadzemnej Casti
fazule mungo a na zmeny v koncentracii karotenoidov.

MATERIAL A METODY

Semena fazule mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek) sme povrchovo sterilizovali v 4,7 %
roztoku chlérnanu sodného (Savo) (20 min), premyli destilovanou vodou a nasledne imbibovali
v tme pri izbovej teplote 2 hodiny. Po imbibicii, sme semena nechali kli¢it' v tme pri teplote
25 °C. Predkli¢ené uniformné rastliny sme preniesli do nadob s Hoaglandovym Zivnym
roztokom /7/. Kremik sme pridavali vo forme Na>O (SiO2)x - X H2O v koncentracii 2,5 mM
a antimén vo forme K, (SbO)2 CsHaO10 - 3 H20 v koncentraciach 5 mg 1! a 25 mg 1-1 Sb'™.
Porovnavali sme rast rastlin vo variantoch: kontrola (Hoaglandov Zivny roztok), variant Si (Si
v koncentrécii 2,5 mM) , variant 5 Sb (Sb v koncentracii 5 mg 1'!), variant 5 Sb + 2,5 Si (Sb
v koncentracii 5mg1' a Si v koncentracii 2,5 mM), variant 25 Sb (Sb v koncentracii 25
mg I'"), variant 25 Sb + 2,5 Si (Sb v koncentracii 25 mg I a Si v koncentrécii 2,5 mM). Zivné
roztoky sme nechali prevzdusinovat’ pocas celej kultivacie a zivné médium sme vymenili na 4.
denn kultivacie. Po 7 dnoch kultivacie pri konStantnych podmienkach (teplota 25/20 °C,
fotoperidda 16 h svetlo/8 h tma, intenzite svetla 130-140 pmol m™? s a 60 % vlhkosti vzduchu)
sme odmerali dizku a $irku 1. listu z prvého paru a vypogitali jeho plochu /8/. Stanovili sme
Cerstviihmotnost’ nadzemne;j Casti rastlin a po vysuseni rastlinného materialu (pri teplote 105 °C
do konStantnej hmotnosti) sme stanovili suchi hmotnost' nadzemnej casti. Koncentraciu
karotenoidov (%) sme stanovili spektrofotometricky podl'a dostupnych vzorcov /9/. Rozdiely
medzi jednotlivymi experimentalnymi skupinami sme Statisticky vyhodnotili Tukey testom
jednofaktorovej analyzy rozptylu s vyuzitim Statistického programu Statistica.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Suchéd aj cerstvd hmotnost’ nadzemnych casti rastlin sa v 2,5 Si variante zvysila
v porovnani s kontrolou, priCom v 5 Sb a 25 Sb variantoch sme zaznamenali vyrazné zniZenie
oboch parametrov (graf 1). Cerstva hmotnost’ bola vy$ia vo variante 25 Sb+ 2,5 Si v porovnani
s variantom 25 Sb, zatial’ ¢o vo variantoch s niZzSou koncentraciou Sb sme nezaznamenali
Statisticky preukazny rozdiel. Sucha hmotnost’ bola vyssia vo variante 5 Sb + 2,5 Si v porovnani
s variantom 5 Sb. Podobne ako v naSom experimente, kremik znizil inhibi¢ny uc¢inok aj inych
polokovov /10/.

Koncentracia karotenoidov, ako jedného z markerov stresu, sa zvysila v Sb variantoch
(5Sb, 25 Sb a 25 Sb + Si) v porovnani s kontrolou, pricom najvyssiu koncentraciu sme
zaznamenali vo variante 25 Sb (graf 3). Kremik preukazne znizoval koncentraciu karotenoidov
tj. vo variante 5 Sb+2,5 Si bola koncentracia karotenoidov nizSia o 45 % v porovnani
s variantom 5 Sb a vo variante 25 Sb + 2,5 Si 0 24 % v porovnani s variantom 25 Sb.
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Graf 1: Cerstva a suchd hmotnost nadzemnych casti rastlin fazule mungo po pésobeni rézmych
koncentracii antimonu a kremika.

K= kontrola; 2,5 Si=2,5mM Si; 5 Sb=5mg 1 Sb; 5Sb + 2,5 Si=5mg 1" Sb+ 2,5 mM Si; 25 Sb=
25mgl 1.Sh258b+2,58i=25 mg | 1'Sh + 2,5 mM Si. Hmotnosti sii uvedené v percentdach ku kontrole.
Kontrola = 100 %. Rozdielne malé pismend vyjadruju Statisticky preukazné rozdiely medzi jednotlivymi
variantmi na hladine preukaznosti P < 0,05.
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Graf 2: Plocha listu z prvého paru listov rastlin fazule mungo po posobeni roznych koncentracii
antimonu a kremika.

K= kontrola; 2,5 Si= 2,5 mM Si; 5 Sb=5 mg [ 1 Sh; 58h+2,5S8i=35 mg | 1Sh+ 2,5 mM Si; 25 Sh=
25 mg1'; Sb 25 Sh + 2,5 Si=25mg | Sb + 2,5 mM Si. Plocha listu je uvedend v percentich ku
kontrole. Kontrola = 100 %. Rozdielne malé pismena vyjadruju Statisticky preukazné rozdiely medzi
Jjednotlivymi variantmi na hladine preukaznosti P < 0,05.
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Graf 3: Koncentracia karotenoidov v listoch rastlin fazule mungo.

K= kontrola; 2,5 Si=2,5mM Si; 5 Sb=5mg 1 Sb; 58b + 2,5 Si=5mg 1" Sb+ 2,5 mM Si; 25 Sb=
25mg1'; Sh25Sbh+ 2,5 Si=25mg " Sh + 2,5 mM Si. Obsah karotenoidov je uvedeny percentdch
ku kontrole. Kontrola = 100 %. Rozdielne malé pismena vyjadruju Statisticky preukazné rozdiely medzi
Jjednotlivymi variantmi na hladine preukaznosti P < 0,05.
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ZAVER

Kremik pozitivne ovplyviioval suchu a Cerstvii hmotnost’ nadzemnej Casti rastlin fazule
mungo ako aj plochu listov v pritomnosti antiménu. Jeho ucinok zavisel od pouzitej
koncentracie antiménu. Potvrdili sme ucast kremika na zmierfiovani stresu vyvolanom
zvySenou koncentraciou antiménu v dvojkli¢nolistovych rastlindch, nakolko, doterajSie
experimenty preukazali jeho G€innost’ najmi na jednokli¢nolistové rastliny.
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OBSAH TOXICKYCH PRVKU V KAPRADINE PTERIS CRETICA (L.)
'ALBO-LINEATA'
CONTENT OF TOXIC ELEMENTS IN FERN PTERIS CRETICA (L.) 'ALBO-LINEATA’

Veronika Zemanova!, Milan Novak', Daniela Pavlikova!, Milan Pavlik', Hana Zame¢nikova!
! Ceska zemé&délska univerzita v Praze, FAPPZ, Katedra agroenvironmentalni chemie a vyzivy
rostlin, Kamycka 129, 165 00 Praha 6 — Suchdol, zemanovav(@af.czu.cz

Summary

Accumulation of toxic elements in biomass of Pteris cretica (L.) 'Albo-lineata’ was observed
in a pot experiment with three soil types — uncontaminated (locality Prague — Suchdol) and two
levels of anthropogenic contamination (locality Pfibram — Podlesi and Ptibram — Litavka). The
accumulation factors showed different orders of toxic elements accumulation in P. cretica
according to contamination levels. In fronds, the highest accumulation showed As and Zn with
Cu. Accumulation of other toxic elements was variable with levels of contamination. In roots,
the order of accumulation was more variable — As > Cd > Ni (Suchdol), Cr > As > Ni (Podlesi)
and Cr > Ni > As (Litavka). Results showed a change of As accumulation in P. cretica, As-
hyperaccumulator, due to higher content of other toxic elements. For all variants, the content
of As in fronds and roots was under As hyperaccumulation limit — < 1000 mg/kg DW.

Key words: bioaccumulation, fern, hyperaccumulator, risk elements, Pteridaceae

Souhrn

Akumulace toxickych prvkll v biomase Pteris cretica (L.) 'Albo-lineata’ byla sledovana
v nadobovém pokusu se tfemi typy pud — nekontaminovana (lokalita Praha — Suchdol) a dvé
urovné antropogenni kontaminace (lokalita Pfibram — Podlesi a Piibram — Litavka). Dle
akumulacnich faktorti se potadi akumulace toxickych prvkt v P. cretica lisilo dle trovné
kontaminace plidy. V nadzemni biomase byl nejvice akumulovdn As a nasledné Zn s Cu.
Akumulace ostatnich toxickych prvkl byla variabilni dle urovné kontaminace. U kotfent bylo
potadi vice variabilni — As > Cd > Ni (Suchdol), Cr> As > Ni (Podlesi) a Cr > Ni > As (Litavka).
Vysledky ukazuji zménu v akumulaci As u P. cretica, prokdzaného hyperakumulatoru As,
vlivem pfitomnosti zvySeného obsahu jinych toxickych prvki. Obsah As v nadzemni biomase
1 kofenech byl u vSech piid pod limitem hyperakumulace As — < 1000 mg/kg DW.

Klicova slova: bioakumulace, kapradina, hyperakumulator, rizikové prvky, Pteridaceae

UvVOoD

Akumulace toxickych prvki, jako je As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb a Zn, se lisi dle
rostlinného druhu /1/. Dle Chang et al. /2/ jsou kapradiny dobrymi ekologickymi indikétory
kontaminace toxickymi prvky, zejména As, v oblastech byvalé t&zby. Rada autorti /3-5/
potvrdila schopnost hyperakumulace As u kapradiny Pteris cretica, avsak tito autoii se zabyvali
pouze akumulaci As jako hlavniho kontaminantu v ptidé. O piijmu toxickych prvki a jejich
vlivu na akumulaci As u P. cretica existuje omezené mnozstvi informaci /6/. Tato problematika

byla sledovana zejména u kapradiny P. vittata /6-9/, prvniho objeveného hyperakumulatoru As
/4/.

MATERIAL A METODA

Kapradina Pteris cretica (L.) 'Albo-lineata’ byla péstovana 219 dni v nadoboveém pokusu
s pidami z vybranych lokalit CR, jejichz charakteristika je uvedena v tab. 1. Kontaminovana
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puda byla odebrana z lokalit Pfibram — Podlesi (49°42'24" N, 13°58'32" E) a Piibram — Litavka
(49°43'07" N, 14°00'47" E), které¢ se lisi trovni kontaminace toxickymi prvky. Kontrolni
variantou byla ptida z lokality Praha — Suchdol (50°8'8" N, 14°22'43" E), jejiz pseudo-totalni
obsah toxickych prvki je pod limitem preventivnich hodnot rizikovych prvka v zemédélskych
pidach CR (Vyhlagka ¢. 153/2016 Sb.) a lze ji povazovat za nekontaminovanou. Do nadob
s pudou (5 kg; 6 opakovéni/varianta) byla aplikovana davka zivin 0,5 g N, 0,16 gP a 0,4 g K
na 1 kg pidy (NH4sNO; a K2HPO4). Obsah toxickych prvkl v nadzemni biomase a kotfenech
kapradin byl stanoven metodou ICP-OES (Agilent 720, Agilent Technologies Inc.) po
nizkotlakém mikrovlnném rozkladu (0,5 + 0,05 g DM, 10 mL HNOs + H20O», 4:1 v/v; Ethos 1).
Akumulacéni faktor (AF) byl vypocten jako podil obsahu toxického prvku v pfislusné ¢asti
kapradiny (nadzemni biomasa, kofeny) a jeho obsahu v piid¢ /1/. Data byla vyhodnocena
v programu Statistica 12.0 (one-way ANOVA s Fisherovym LSD post-hoc testem, p<0,05) a
CANOCO 4.5 (analyza hlavnich komponent — PCA).

Tab. 1: Zikladni charakteristika pid z vybranych lokalit Ceské republiky.

¢ lokalita
paratietr Suchdol Podlesi Litavka
pudni typ cernozem haplickd  kambizem modéalni  fluvizem glejova
pHizo () 7,6 + 0,04 6,0 + 0,05 5,8+ 0,04
Corg (%) 1,8+0,3 4,1+0,1 3,6+0,4
KVK (mmolykg) 230,1 + 5,0 165,8 + 15,1 109,0 + 31,9
Astot (mg/kg) 16,4+ 1,0 40,7 + 0,87 165,6 + 17,4"
Cdrot (mg/kg) 0,4+0,01 2,8+0,7% 32,2+ 1,1%
Corot (mg/kg) 10,2 + 0,04 8,0+0,3 18,6 + 0,6
Crrot (mg/kg) 56,4+0,6 224+ 1,6 26,9+ 0,9
Curot (mg/kg) 46,5 + 0,01 25,7+1,7 57,024
NiTtot (mg/kg) 28,5+ 1,7 19,6 +0,5 283+1,2
Pbrot (mg/kg) 39,9+ 1,0 506,7 + 13,7 1849.4 + 32.8*
Znre (mg/kg) 103,6 + 1,5 134,8 +0,7% 2881,7 + 25,5"

KVK — kationtova vymeénna kapacita. Tot — pseudo-totalni obsah prvku. Preventivni hodnoty
(mg/kg DM) dle Vyhlaska ¢. 153/2016 Sb. (bézna piida/lehka puda): As — 20/15; Cd — 0,5/0,4;
Co —30/20; Cr—90/55; Cu— 60/45; Ni— 50/45; Pb — 60/55; Zn — 120/105. # - pseudo-totalni
obsah toxického prvku je nad limitem preventivni hodnoty.

VYSLEDKY A DISKUSE

Akumulace toxickych prvkl méla statisticky vyznamny vliv na vynos nadzemni biomasy
P. cretica pouze u Podlesi — snizeni o 17,8 % v porovnani s variantou Suchdol. U kotenti doslo
k statisticky vyznamné zmén€ u obou kontaminovanych variant. Kofeny jsou prvni casti
rostliny vystavené vlivu toxickych prvkd /7/, ktery se negativné projevil u nejvice
kontaminované pudy (Litavka) 21 % sniZenim vynosu. Naopak u Podlesi doslo k 19 % nartstu
biomasy kofenl. Podobn¢ variabilni vysledky vlivu kombinace toxickych prvkll na vynos
nadzemni biomasy a kotent zjistili 1 dalsi autoti u P. vittata /7-9/.

Data v grafu 1 zobrazuji vysledky PCA analyzy, z nichz je dle rozdé€leni symboll pro
nadzemni biomasu a kofeny P. cretica na opacnych strandch diagramu patrny rozdil
v akumulaci toxickych prvki, jejichz obsah uvadi tab. 2. Symboly pro jednotlivé varianty dle
seskupeni ukazuji na rozdil mezi nekontaminovanou a kontaminovanou ptadou, u které jiz rozdil
neni tak jednoznacny, jak potvrzuji vysledky statistického vyhodnoceni v tab. 2.
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Graf 1: Ordinacni diagram vysledkit PCA analyzy obsahu toxickych prvkii v nadzemni biomase
a korenech P. cretica 'Albo-lineata’.

U vSech variant pievazovala akumulace toxickych prvkl v kofenech, s vyjimkou As,
ktery byl vice akumulovan v nadzemni biomase, jak potvrzuji vysledky AF (5,7; 4,3; 0,7) a
data v grafu 1 a tab. 2. Akumulacni faktory As byly vyssi v nadzemni biomase v porovnani
s koteny, avsak tento rozdil se snizil u nejvice kontaminované pudy — Litavka (AF 0,7 > 0,6).
Podobny vliv na As byl zjistén pro Cuu P. vittata /7/. Kontaminované pidy — Podlesi a Litavka,
mély mimo As 1 vyssi obsahy Cd, Pb a Zn, jejichz AF byly vyssi v kofenech nez v nadzemni
biomase. Tyto toxické prvky mimo Zn byly u varianty Suchdol akumulovany pouze v kotfenech.
Sun et al. /6/ zjistili vysokou akumulaci As v nadzemni biomase P. cretica (AF > 1) a zaroven
nizkou akumulaci Cd, Cu, Pb a Zn (AF < 1).

Wu et al. /9/ zjistili snizeni akumulace Zn u kotentli P. vittata se zvySujici se koncentraci
Zn v prosttedi. Podobny trend ukazaly kotfeny P. cretica v naSem pokusu — 65 a 71 % pokles
AF u nejvice kontaminované piidy (Litavka) oproti variant¢ Suchdol a Podlesi. V nadzemni
biomase byl trend akumulace toxickych prvkd podobny u vSech variant, kdy AF klesaly
v poradi: As > Zn > Cu > Ni > Cr (Suchdol), As > Zn > Cu > Cd > Ni > Cr > Pb (Podlesi), As
>7n ~ Cu> Cd > Ni > Cr > Pb (Litavka). U kotent byl trend potadi AF variabilni dle varianty:
As>Cr>Ni>Zn>Cd > Cu> Co > Pb (Suchdol), Cr > As > Ni> Cd > Cu>Zn>Pb > Co
(Podlesi), Cr > Ni> As > Cu > Zn > Cd > Co > Pb (Litavka).
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Tab. 2: Obsah toxickych prvkit v nadzemni biomase a korenech P. cretica 'Albo-lineata’.

lokalita
Suchdol Podlesi Litavka
As (mg/kg) nadzemni biomasa 939+ 13,3* 177,9+82,6° 119,7+19,4%
kofeny 68,9+73% 873+11,6° 92,1 +11,4°
Cd (mg/kg) nadzemni biomasa <0,1 0,7+0,2° 3,5+0,8°
koteny 0,2+0,07% 2,3+0,4° 6,2+ 1,5¢
Co (mg/kg)  nadzemni biomasa <0,5 <0,5 <0,5
kofeny 1,8+0,2% 2,6 +1,0° 2,8+0,7°
Cr (mg/kg) nadzemni biomasa 1,0 +£0,3% 2,5+ 1,8° 1,0 £0,5%
koteny 40,4+ 6,9° 64,8 +23,2° 50,8 +£13,9%
Cu (mg/kg)  nadzemni biomasa 55+0,7 8,9+1,7° 7,3+0,7°
koteny 15,8 £ 1,42 18,4+ 1,8° 20,9 +1,7¢
Ni (mg/kg) nadzemni biomasa 0,8+0,1% 3,2+0,9° 1,7+ 0,3°
koteny 17,8 +£2.4° 25,4+ 7,8b 18,5 +4,1°2
Pb (mg/kg) nadzemni biomasa <2,0 6,5+1,8° 7,8 £4,9%
koteny 574074 3259+69,5° 183,7+84,1°
Zn (mg/kg) nadzemni biomasa 24,1 £3,1° 58,7 +5,6° 379,6 + 31,7°
koteny 60,9+ 10,8° 94,1+ 13,5° 586,9 +263,7°

Statisticky vyznamny rozdil mezi variantami vyjadruji rozdilna pismena (p<0,05).

ZAVER

Vlivem piitomnosti dalSich toxickych prvki v ptidé dochazi ke zméné v akumulaci As u
hyperakumulatoru P. cretica v nadzemni biomase 1 kofenech, jak ukazuji vysledky obsahu As,
ktery byl u vSech variant pod limitem hyperakumulace — < 1000 mg/kg DW. V kotenech P.
cretica kontaminovanych variant byla zvySena akumulace Cr a Ni — AF > 1.
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Sumarry

The greenhouse pot experiment with the soil originating from anthropogenic contamination
near the Piibram city, was conducted in 2 levels of contamination (Pfibram — Podlesi a Piibram
— Litavka locality). The experiment was conducted for 219 days. The high content of arsenic,
cadmium, lead and zinc was found by soil analysis. Hyperaccumulator Pteris cretica 'Albo-
lineata' was used as an experimental plant. Before harvest, the measuring of maximum quantum
yield of photosystem II was carried out. Subsequently, the total content of chlorophyll and
content of risk elements was analyzed in dry mass of fronds. Anthropogenic contamination had
a significant negative effect on fluorescence of chlorophyll a in all treatments. The effect was
observed on total content of chlorophyll in Litavka treatment, compared with control. The
hyperaccumulator ability of P. cretica was proven by the results.

Key words: risk elements, total chlorophyll content, Fv/Fm, fern

Souhrn

Sklenikovy nadobovy pokus s ptidou pochézejici z oblasti antropogenniho znecisténi v okoli
mésta Pfibram, byl proveden ve 2 trovnich kontaminace (lokalita Pfibram — Podlesi a Piibram
— Litavka). Délka pokusu byla 219 dni. Analyzou byl v pad¢ zjistén vysoky obsah arsenu,
kadmia, olova a zinku. Jako pokusna rostlina byl zvolen hyperakumulator arsenu, Pteris cretica
'Albo-lineata’. V zavéru pokusu se uskutecnilo méfeni maximalniho kvantového vytézku
fotosystému II a stanoveni obsahu celkovych chlorofylii a obsahu vybranych rizikovych prvka
v suSin¢ nadzemni biomasy. Antropogenni kontaminace méla prokazateln¢ negativni vliv na
fluorescenci chlorofylu a ve vSech variantach a déle na snizeni obsahu celkovych chlorofyli ve
variant¢ Litavka ve srovnani s kontrolou. Vysledky ovétily hyperakumulaéni schopnost P.
cretica.

Klicova slova: rizikove prvky, celkové chlorofyly, Fv/Fm, kapradina

UVOD

Pidy na Ptibramsku jsou historicky zneciStény Cinnosti Clovéka. Oblast kolem feky
Litavky byla v minulosti vyuzivana k hutnickym tac¢elim /1/. Kromé& toho, ve 2. poloviné 20.
stoleti n¢kolikrat doslo k protrZzeni odkalovaci nadrze, jejiz obsah se dostal do feky Litavky a
Sirokého okoli, ¢imz byla pida opét znecisténa. Také oblast kolem Kovohuti Piibram je
kontaminovana podobnym slozenim prvkl. V obou oblastech byl naméfen vysoky obsah
arsenu, kadmia, olova a zinku /2, 3/. Prvni tfi zminéné jsou definovany jako rizikové prvky pro
rostliny, posledni z nich, zinek, je v pfiméfeném mnozstvi pro rostliny mikroprvkem /4/. V
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testované oblasti vSak doslo k piesazeni povoleného limitu, proto i on je v uvedeném pokusu
povazovan za rizikovy pro rostliny.

Rostliny Pteris cretica a Pteris vittata jsou mnohokrat ovéteny jako hyperakumulatory
arsenu /5, 6/. Hyperakumulator je schopen akumulovat mnohonasobné vyssi mnozstvi daného
rizikového prvku, aniz by doslo k vyznamnému naruseni Zivotaschopnosti rostliny /7/.

UCelem uvedené prace bylo zhodnoceni reakce rostliny Pteris cretica, rostouci
na kontaminovanych pidach z vybranych oblasti Pfibramska. Reakce rostliny byly zachyceny
pomoci vybranych fyziologickych parametr vztazenych k listu rostliny.

MATERIAL A METODY

Pro naddobovy pokus byla pouzita kapradina z ¢eledi Pteridaceae, Pteris cretica 'Albo-
lineata'. Pokus probihal ve skleniku pfi kontrolovanych podminkach teplota 22-24 °C/18 °C
(den/noc), relativni vzdusna vlhkost kolem 60 %, pfirozena fotoperioda (bfezen-fijen), ve 2
odlinych urovnich antropogenni kontaminace pid Ceské republiky: Pfibram — Podlesi
(49°42'24" N, 13°58'32" E) a Piibram — Litavka (49°43'07" N, 14°00'47" E). Jako kontrolni
varianta byla vybrana ptida z lokality Praha-Suchdol (50°8'8" N, 14°22'43" E). Na pocatku
pokusu byla do nadob s ptidou (5 kg; 6 opakovani/varianta) aplikovana davka zivin 0,5 g N,
0,16 gP a0,4 g Knal kg piudy (NHsNO3 a Ko2HPO4). Ostatni charakteristiky pouzitych pid
jsou uvedeny v tabulce 1. Sklizen a nasledné analyzy probéhly po 219 dnech.

Obsah rizikovych prvkl v nadzemni biomase kapradin byl stanoven metodou ICP-OES
(Agilent 720, Agilent Technologies Inc.) podle Pavlikové et al. /6/. Biokoncentra¢ni faktor
(BCF) byl vypocten jako pomér primérného mnozstvi daného prvku v piidé a mnozstvi daného
prvku v nadzemni biomase /8/. Maximalni kvantovy vytézek fotosystému II (Fv/Fm) byl zjistén
na zéklad¢ méfeni fluorescence chlorofylu a pfenosnym fluorometrem OS1-FL. Nasledn¢ byl
pak dopocitdin podle vzorce (Fm-FO)/Fm. Obsah celkovych chlorofyli byl stanoven
spektrofotometricky, destruktivni metodou dle Porra et al. /9/.

Data byla statisticky vyhodnocena v programu Statistica 12.0 pomoci jednofaktorové
analyzy rozptylu (ANOVA) s LSD post hoc testem (p < 0,5).

Tabulka 1: Zdakladni charakteristiky vybranych piid CR. Legenda: KVK - kationtovd vyménnd
kapacita, total - pseudototdlni obsah prvku.

Varianta pﬁdni typ pHHZO Corg KVK Astotal Cdtotal Pbrotal Zntotal
) (%)  (mmol+/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Suchdol “SO%™M 761004 18+03  230+5 164=1,1 03002 544+77 1285+105
haplicka
Podlesi MO0l 001005 41401 166415 419415 24£02 50434174 1349408
modalni
. fluvisol
Litavka G0 SBE004 36204 109532 15692205 319x11 182752442 287355256
VYSLEDKY A DISKUZE

Rozdily ve fluorescenci chlorofylu a byly prikazné ve vSech tiech testovanych variantach
(Tabulka 2). Hodnota maximalniho kvantového vytézku fotosystému II (Fv/Fm) byla pod 0,83,
coz naznacuje snizeni efektivity pribchu svételné reakce pii fotosyntéze, které muize byt
spojeno se stresem rostlin /10/. Ke vzniku tohoto stresu mohl piispét i ptijem rizikovych prvkl
(Graf 1) /6/. Snizeni obsahu celkovych chlorofylii bylo prikazné pouze ve varianté Litavka,
ktera zastupuje lokalitu s nejvyssi urovni kontaminace. V porovnani s kontrolni variantou
(Suchdol) poklesl obsah celkovych chlorofyli o 14,39 % (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Fluorescence chlorofylu a a obsah celkovych chlorofylit (Chliy).

Fv/Fm Fv/FO Chl ¢ (mg/m?)
Suchdol 0.74+£0.01a 2.81+£0.16a 274,13 £ 62.49a
Podlesi 0,80+ 0,01c 4,07 +0,28¢c 290,25 £ 56,41a
Litavka 0,78 + 0,02b 3,56 = 0,46b 234,68 + 64,08b
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Graf 1: Obsah prvki zjisténych v susiné nadzemni biomasy a biokoncentracni faktor
testovanych rostlin Pteris cretica. Legenda: BFC — biokoncentracni faktor, nd — hodnota byla
pod mezi detekce (Cd: <0,1 mg/kg, Pb: <2 mg/kg).

Zvysujici se trend v piijmu rizikovych prvkll ve vztahu k varianté byl zjiStén pouze
v ptipad¢ kadmia a zinku (Graf 1 B, D). V ptipad¢ olova byl zvySeny pfijem mezi variantou
Podlesi a Litavka nepriikazny (Graf 1 C).

Zvyseni obsahu arsenu bylo statisticky pritkazné pouze u varianty Podlesi. Rostliny
ptijaly v priméru o 89,26 % vice, nez kontrolni varianta Suchdol (Graf 1 A). Takto vysoky
piijem lze vysvétlit predevSim zndmym faktem, ze rostliny P. cretica jsou ovéfenymi
hyperakumulatory arsenu, translokujici dany rizikovy prvek do nadzemni ¢asti /5/. Celkové
mnozstvi pfijatého arsenu v uvedeném pokusu vSak nedosahlo limitu hyperakumulace (<1000
mg/kg DW). Biokoncentra¢ni faktory uvedené v grafu 1 naznacuji, Ze k translokaci rizikovych
prvkii do nadzemni ¢asti doslo pouze v ptipad¢ arsenu, a to pouze ve varianté Suchdol a Podlesi
(Graf 1), ostatni prvky ziistaly po pfijmu piedev§im v kofenech.

Ptestoze varianta Podlesi je povazovéana za kontaminovanou lokalitu, celkové zde doslo
spise ke stimulacnimu vlivu pfijatych prvka vzhledem k uvedenym fyziologickym parametrim
(tabulka 2).
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ZAVER

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze vliv antropogenni kontaminace nema vzdy jednotny
vliv pro rostlinu. Vysvétlenim muize byt znamy fakt, ze nckteré rizikové prvky v nizké
koncentraci maji spiSe stimulacni efekt na rostliny. Z vysledka je patrny vliv Pteris cretica, u
n¢hoz je potvrzena hyperakumulace rizikovych prvkda.
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Prispévky do sborniku
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HODNOTENIE TOLERANCIE VYBRANYCH HYBRIDOV
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ASSESSMENT OF TOLERANCE OF SELECTED SUNFLOWER HYBRIDS TO
CADMIUM IONS
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Summary

In this work, we focused on the evaluation of the tolerance of six cultivars of sunflower
(Helianthus annuus cvs. P64HE144, P64LE136, P64HE118, P64HE133, P62LE122 and
P63LE25) to Cd*" ions (100 mg/kg soil). After cultivating the cultivars in contaminated soil for
62 days, we evaluated the growth parameters (shoot length, fresh weight and dry matter content
of roots and shoots, leaf area size) and determined the tolerance index (TT). In general, all tested
cultivars show a high tolerance to Cd (TI 83,4-124,3 %). The inhibitory effect of Cd was
manifested only in the case of cultivars P64HE118, P62LE122 and P64HE133 (shoot growth
inhibition by 5,6-7,3 %) and cultivar P64HE144 (decrease in fresh weight of shoots by 10,5 %).
The given results are the starting point for evaluating the remediation potential of the tested
sunflower cultivars for soils contaminated with cadmium.

Key words: cadmium, Helianthus annuus L., growth, tolerance

Stthrn

V praci sme sa zamerali na hodnotenie tolerancie Siestich odrdd slnecnice rocnej (Helianthus
annuus cvs. P6AHE144, P64LE136, P64HE118, P64HE133, P62LE122 a P63LE25) na i6ny
Cd*" (100 mg/kg pddy). Po 62 ditoch pestovania v kontaminovanej pdde sme hodnotili rastové
parametre (diZku vyhonkov, &erstvii hmotnost’ a obsah sudiny korefiov a vyhonkov, velkost
listovej plochy) a stanovili tolerancny index (TI). VSeobecne vSetky odrody prejavili vysokt
toleranciu na Cd (TI 83,4-124,3 %). Inhibi¢ny uc¢inok Cd sa prejavil iba v pripade odrod
P64HE118 a P64HE133 (inhibicia rastu vyhonkov 0 5,6 a 7,3 %) a odrody P64HE144 (pokles
cerstvej hmotnosti vyhonkov o 10,5 %). Dané vysledky st vychodiskom pre zhodnotenie
remedia¢ného potencialu testovanych odrod slnecnice pre pody kontaminované kadmiom.

Klicova slova: kadmium, Helianthus annuus L., rast, tolerancia

UVOD

Kontaminécia pdd rizikovymi prvkami predstavuje globalny problém. Predpoklada sa, ze
v celej EU je kontaminovanych vy$e pol miliéna lokalit, a pokial’ tieto lokality nebudu
identifikované a vyhodnotené¢, budi nadalej predstavovat potencidlne zavazné
environmentalne a zdravotné rizikd. Ekologické problémy sucasnosti ako aj Coraz vicsi doraz
na zdravie Cloveka vytvaraju tlak smerom k hl'adaniu prirode blizkych spdsobov vyuzitia resp.
dekontaminécie zamorenych pod. Jednou z moznych technik je pouzitie fytoremedidcie, t.j.
pestovanie rastlin, ktoré sa vyznacuji schopnostou hyperakumulécie tazkych kovov na
kontaminovanej pode. Rastliny potencidlne vhodné na remediaciu péd by mali vyhovovat
nasledovnym poziadavkam: vysoka akumuldcia rizikovych prvkov v pletivach bez vyrazného
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poskodenia rastlin, rychly rast a zna¢na produkcia biomasy, jednoduchost’ agronomického
manazmentu a ekonomicky zaujem o zbernt biomasu /1/. DoterajsSie stadie poukazuji na vel'ké
rozdiely v akumulécii kovov medzi rastlinnymi druhmi a tieZ odrodami. Viaceré netspesné
experimenty s tolerantnymi rastlinami v remediacnych programoch st pripisované prave
prehliadnutiu environmentalnych interakcii Specifickych pre genotyp.

Kadmium (Cd) je neesencialny prvok pre rastliny a je povazovany za jeden z
najtoxickejsich tazkych kovov v prostredi vd’aka jeho vysokej mobilite v prostredi a schopnosti
vyvolavat’ toxicitu uz pri nizkych koncentraciach v organizmoch /2/. K zvySovaniu obsahu
kadmia v pddach prispieva najmé aplikdcia fosfore¢nych hnojiv, rozne odpady vo forme
kompostov a kaly z ¢istiarni odpadovych vod).

Slnec¢nica ro¢na (Helianthus annus) patri medzi plodiny s vysokym potencidlom pre
remediaciu pdd kontaminovanych rizikovymi prvkami (najma Cd, Pb a Zn), je tolerantna voci
viacerym kovom, je schopnd ich akumulovat’ vo svojich pletivach, méa vel’ku biomasu a rychly
rast, pricom hybridné formy vSeobecne vykazuji vyssi trodovy potencial a vysSsiu toleranciu
voci roznym abiotickym a biotickym faktorom prostredia. Mnohé doterajSie experimenty /3, 4/
poukdzali na fytoremediacny potencial slnecnice, pricom praktickych aplikacii v prirodzenych
podmienkach je zatial pomerne malo /5, 6/. Problémom priamych aplikacii je casto skutocnost,
ze vysledky laboratérnych testov nie st reprezentativne pre in situ podmienky a tiez vyssie
spominané prehliadnutie environmentélnych interakcii Specifickych pre genotyp. VyuziteI'nost
slne¢nice v procese remediacie kadmia z metalicky zat'azenych izemi je limitované toxicitou
vysSich koncentréacii tohto prvku. Pri hodnotach 200 mg/kg pddy dochadza k vyraznému
poklesu biomasy a objavuju sa evidentné symptoémy toxicity typické aj pre iné rastliny /7/.
Cielom prace bolo zhodnotit” toleranciu Styroch hybridov slne¢nice ro¢nej na i6ony kadmia na
zaklade rastovych parametrov.

MATERIAL A METODA

Semena Siestich odrdd slnecnice ro¢nej (Helianthus annuus cvs. P64AHE144, P64LE136,
P64HE118, P64HE133, P62LE122 a P63LE25) sme zasiali do podneho substratu (TS2,
Klasmann-Deilmann, Germany, EC 400 uS, pH 6.5, stopové mnozstva rizikovych prvkov,
vlhkost’ max. 75 %) a pestovali po dobu 62 dni v rastovej komore Fitotron HGC 1514 (UK) pri
fotoperidde 12/12 h, teplote 23 °C, priemernej intenzite osvetlenia 18 200 Ix a vlhkosti vzduchu
60 %. Podmienky stresu boli v pripade stresovanych rastlin navodené aplikaciou 100 mg
Cd?'/kg substratu vo forme CdCl,.2H,0 v prvej zalievke. DalSie zalievky boli aplikované podl'a
potreby v objeme maximalnej sorpcnej kapacity pddy. Po ukonceni pestovania sme vyhonky
oddelili od koreiov a uréili nasledovné parametre: dizka vyhonkov, obsah biomasy korefiov
a vyhonkov, relativny obsah vody vo vyhonkoch. Dizku vyhonkov sme stanovili pomocou
pasového metra. Po stanoveni Cerstvej hmotnosti korefiov a vyhonkov sme pletiva susili 48
hodin pri teplote 60 °C a stanovili obsah susiny. Toleran¢ny index (TT) sme stanovili pre vSetky
hodnotené parametre podla vzorca: 71 = (hodnota parametra kontroly / hodnota parametra
stresovanej rastliny) x 100. Listovu plochu sme stanovili nepriamo (gravimetricky) na zaklade
plochy a hmotnosti  papiera velkosti 10x10cm. Ziskané tidaje sme podrobili Statistickym
analyzam vyuzitim programu MS Excel. Statistickii vyznamnost’ rozdielov pri porovnavani
stiborov sme stanovili Studentovym t-testom pri hladine p<0,05. Analyzam sme podrobili 30
rastlin z troch biologickych opakovani experimentu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zdklade hodnotenych parametrov sme zaznamenali pomerne vysoku toleranciu
testovanych hybridov slne¢nice na iony Cd**. Inhibiény vplyv kadmia sa prejavil skratenim
vyhonkov 0 5,6-7,3 % v pripade odréd P64HE118, P62L.E122 a P64HE133 a Cerstvej hmoty
vyhonkov 0 10,5 % u odrody P64HE144 (obr. 1A, tab. 1). V pripade hybridov P64LE136
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a P64HE133 doslo k zvdc¢Seniu biomasy koretiov 0 26,5 % a 24,3 % (obr. 2, tab. 1). Najvicsiu
biomasu vyhonkov vytvorili za sledované obdobie odrody P64HE118, 64HE133 a P64LP140
(obr. 2 A-C). Nezaznamenali sme ziadne Statisticky vyznamné zmeny vo velkosti listovej
plochy a tiez v obsahu suSiny vyhonkov (obr. 1C, D, tab. 1). Zaujimavym zistenim boli nepatrné
zmeny v biomase koreniov, nakol’ko vécsia ¢ast’ Cd sa u slnecnice akumuluje v korenioch /8/.
Stimuléciu v rastovych parametroch vplyvom niz§ich ddvok Cd zaznamenali aj /9/.

@Kontrola @Cd100 A EKontrola  ECd100 B
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Obr. 1: Vplyv kadmia-Cd (100 mg/kg pédy) na dizku (4), cerstvii hmotnost (B), obsah suSiny
(C) vyhonkov a velkost' listovej plochy (D) hybridov sinecnice rocnej. Udaje zodpovedaju
aritmetickému priemeru = SDEV. * - Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole pri p < 0,5.
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Obr. 2: Vplyv kadmia-Cd (100 mg/kg pody) na cerstvii hmotnost (4) a obsah susiny (B) koreiiov
hybridov slnecnice rocnej. Udaje zodpovedaju aritmetickému priemeru + SDEV. * - Statisticky
vyznamny rozdiel oproti kontrole pri p < 0,5.

Viaceré doterajSie Stadie /9, 10, 11/ poukazali na vysoku toleranciu slne¢nice na Cd.
V ramci inych stadii /6/ v§ak bola zaznamenana signifikantnd inhibicia rastu uz pri davke Cd
10 mg/kg pody /7/. Vysledky doterajSich vysledkov tiez poukazuji na velké rozdiely v
akumulécii kovov medzi rastlinnymi druhmi a tiez odrodami. Okrem genetického pozadia
rastlin zohravaji vyznamnu ulohu v tolerancii a v akumulécii kovu d’alSie faktory: fyzikalno-
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chemické vlastnosti pddy (najmd pH), pédna mikroflora, koncentracia kovov v podde,
klimatické podmienky atd’.

Tab. 1: Hodnoty tolerancnych indexov pre rastové parametre vybranych odrod slnecnice

rocnej.

‘o Cerstva Obsah . , Cerstva Obsah
Dlzka .. Listova v.
“honov hmotnost’ susiny locha hmotnost’ susiny
vy vyhonkov | vyhonkov P korenov korenov

P64HE144 94,4 101,2 96 108,5 93 91,2
P64LE136 97,9 99,1 109,5 94,7 126,5 109,2
P64HE118 115,7 85,1 79,1 84,4 98,3 99,4
P64HE133 92,7 83,4 94,4 104,5 130,9 124,3
P62LE122 93,4 89,5 89,2 112,6 126,2 103,8
P64LP140 117,7 105,6 109,3 94,6 88 92,5

Farebne oznacené udaje predstavuju Statisticky vyznamné zmeny oproti kontrole (100 %) pri p
<05

ZAVER

Zéaverom mozno skonStatovat, ze testované hybridy slne¢nice prejavili na zaklade
hodnotenych parametrov vysoku toleranciu (83,4-124,3) na i6ny Cd, ¢o je prvym
predpokladom vyuzitia tejto plodiny v remediacnych programoch. Stanovenie obsahu Cd
v pletivach slne¢nice umozni zhodnotit’ aj ich akumula¢ny potencial s cielom vyselektovat’
hybridy s najnizSou a najvyssou schopnost’ou akumulovat’ Cd.
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ZBLOCHANEC ODDALENY A ROSICKA KRVAVAVA ROSTOUCI
V TESNEM OKRAJI SILNIC

PUCCINELLIA DISTANS AND DIGITARIA SANGUINALIS GROWING IN THE CLOSE EDGE
OF ROADS

Bozena Sera, Lenka Laxova
Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislaveé, Ilkovicova 6, Bratislava,
Slovensko, bozena.sera@uniba.sk

Summary
The aim of the work was the determination of phenological phases and the exchange of
dominance during the growing season in Puccinelia distans and Digitaria sanguinalis. Both
grass species were monitored in the common area of linear vegetation around roads with
increased salt content in the soil. The method of procedure and exchange of phenological phases
confirmed the adaptation of the native (P. distans) and invasive (D. sanguinalis) species to the
conditions of the saline soil.

Keywords: Digitaria sanguinalis, halophyte, phenological phase, Puccinelia distans, road, soil
salinity

Souhrn
Predmétem prace bylo stanoveni fenologickych fazi a vymény dominance béhem vegetacni
sezony u zblochance oddaleného (Puccinelia distans) a rosicky krvavé (Digitaria sanguinalis).
Oba travni druhy byly sledovany ve spolecném prostoru liniovych vegetacnich porostii kolem
silnic se zvySenym obsahem soli v pid€. Zptsob postupu a vymeény fenologickych fazi potvrdil
ptizplsobeni ptivodniho (P. distans) a invazivniho (D. sanguinalis) druhu podminkam zasolené
pudy.

Klicova slova: Digitaria sanguinalis, fenologicka faze, halofyt, Puccinelia distans, salinita
pudy, silnice

UvVoD

Silnice predstavuji pomérné vyrazny antropogenni prvek v krajin€, ktery zpravidla
narusuje celistvost okolni krajiny /1/. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim vegetaci v okoli
komunikaci je zimni Udrzba, zvlast¢ pak oSetfovani vozovky solenim. K chemickému
oSetfovani zmrzlych vozovek se pouzivd zejména posypova sul (napi. chlorid sodny). Po
aplikaci posypové soli se chlorid sodny pfi tdni snéhu a ledu dostava do okolni piidy. ZvySené
mnozstvi chloridu sodného v ptdé, méni jeji salinitu a strukturu /1,2/. Zavaznost vlivu na
vegetaci pii okraji silnic ma pfitomnost nebo naopak absence odtokovych kanali. V pfipade,
ze k silnici neptiléha odtokovy kandl ¢i obrubnik, ktery by odvadél splachy z vozovky, je
umoznéno piimé vstiebavani roztokt soli do pudy.

Rostliny ve vegetaénim pasu piiléhajicim k silnici jsou zvySenou salinitou stresovany a
reaguji adaptaci na toto ojedinélé prostiedi. Vznikaji tak specificka linedrni spolecenstva rostlin
rostoucich na takto kontaminované ptdé. Nasledné dochéazi ke kompetici mezi jednotlivymi
druhy, pficemz jsou zvyhodnény halofytni ¢i st tolerantni druhy.

Ptiblizn€ 1 % pevninskych rostlinnych druhii je schopno pfezivat a rozmnoZovat se v
zasolenych pudach /3/. Zvysena salinita ptidy je pro n€ nezbytnou podminku k Zivotu. Jedna se
halofytni (slanobytné) rostliny, které jsou vazany na slana stanovisté a jsou schopné rtist v pudé
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s koncentraci soli vice nez 0,2-0,5 % /4,5/. Hlavnimi pidnimi faktory pro rozsifeni halofytnich
rostlin je zastoupeni chlornych, draselnych a sificitanovych iontl /6/. Ve vegetaci tésného
okraje dominuji zpravidla neptvodni halofytni druhy rostlin, které jsou ptizpisobené k
extrémnim zivotnim podminkdm, které jsou svdzany navic se slune¢ni radiaci a vysokou
vysychavosti substratu /7/.

METODIKA

Na okraji silnic (prvni, druhé i téeti t¥idy) v okoli méstaCeské Bud&jovice bylo
sledovano sedm lokalit; jednalo se o pruhy v tésné blizkosti asfaltu Siroké 15-50 cm a dlouhé
cca 200 m. Monitorovan byl vyvoj zblochance oddéalené¢ho (Puccinelia distans (Jacq.) Parl.) a
rosiCky krvavé (Digitaria sanguinalis (L.) Scop.), ureno dle /8/. Pii navstéveé lokalit byla
méfena konduktivita, vlhkost a teplota pidy. Pro méfeni téchto parametrti ptidy byl pouzit
méfici ptistroj Moisture meter MH2, ver. 4.0 SM300. Detailni metodicky postup (viz /9/).

Vyvoj rostlin byl charakterizovan jako sled identifikovanych fenologickych fazi, kdy
fenologické faze P. distans byly kompletné pievzaty /10/ a pro fenologické faze D. sanguinalis
byl pouzit modelovy druh srha ftiznacka (Dactylis glomerata L.) /10/, s doplnénim tii
mezistupnii tak, aby doslo k detailn¢jsSimu popisu fenologickych fazi v pribéhu vegetacni
sezOny (viz Appendix).

VYSLEDKY

Primérné hodnoty konduktivity, teploty a vlhkosti pidy naméfené na sledovanych
lokaliotach jsou prezentovany v Tabulce 1.

Druh P. distans rostl na vSech sedmi lokalitach. Jeho vegetacni sezéna zacala v 17.
tydnu (21.4.-27.4.) a koncila v 26. tydnu (23.6.-29.6.). Vyskyt D. sanguinalis se potvrdil na
peti lokalitach, pricemz vegetacni sezona zacala v 28. tydnu (7.7.—-13.7.) a koncila v 41. tydnu
(6.10.—12.10.). Sména fenologickych fazi zblochance oddaleného a rosicky krvavé v Casovém
sledu po jednotlivych tydnech je graficky vyjadiena na Grafu 1.

Nepotvrdily se korelace fenologickych fazi s nékterymi charakteristikami lokalit. Typ
silnic (prvni, druh4 nebo tfeti tfida) se nijak neprojevil na velikosti populaci, ¢i nastupu
fenologickych fazi. Rovnéz nebyl zjistén vztah mezi ndstupem pocatecnich fenofazi a orientaci
silnice vzhledem ke svétovym strandm.

Tab. 1: Primeérné hodnoty parametrii piidy tésného okraje u sledovanych silnic.

Roc¢ni obdobi Zima Jaro Léto | Podzim
Konduktivita ptidy (dS/m?) 0,55 4,85 1,61 1,02
Teplota pudy (°C) 6,74 12,41 28,97 12,46
Vlhkost pudy (%) 31,3 29,74 26,26 20,09
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Graf smény fenofazi rostlin na vybranych lokalitach béhem vegetacni sezony 2014

d\si

ol |J 1 ‘!H |\| ” N [l | Nl

26, 27 28 29. {1 31 12 13 i, 15, 36 17, 18, 39. 40

fenologicka faze

0

kalendéini tyden roku 2014

legenda: ®lokalital = lokalita2 Lokalita 3 Lokalitad mlokalita mlokalitaé  mLokalita 7

Graf 1: Casovy sled jednotlivych fenologickych fizi rosicky krvavé a zblochance odddleného.
Prehled oznaceni fenologickych fazi je v Appendixu.

DISKUSE

Mezi typicka stanovisté¢ vyskytu P. distans patii slané, mirn¢ podméacené, jilovité az
piscité pudy. Hojné€ se vyskytuje i na slaniskach ve vnitrozemi a tim padem i na tésném okraji
silnic. Pfirozenym stanovistém pro P. distans jsou moiska pobiezi, vnitrozemska slaniska a
slané stepi. Diky zimni udrzbé je pomérné hojnou travou i u nds. U okraje silnic se tvoii 20 az
30 cm Siroky pas, ktery je timto druhem hojné osidlovan /12/. D. sanguinalis se Casto vyskytuje
v plevelovych spolecenstvech zahrad, poli, vinic a na urbanizovanych travnatych plochach.
Tento invazivni druh se piivodné vyskytoval pouze v mediteranni oblasti, avSak dnes je rozsiten
témér do celého sveta /11,12/.

Pocatek, konec a prubéh vegetacni sezony obou druhii P. distans a D. sanguinalis se
pravdépodobné vyviji nejen od teplotnich podminek a mnozstvi srazek, ale také od ro¢niho
obdobi a mnozstvi soli v ptd€. Druh P. distans vegetacné ptedchazi druhu D. sanguinalis, a
pokud rostou na spole¢ném stanovisti, tak se béhem vegetacni sezony vystiidaji (Graf 1). Kazdy
rok bude pribé¢h ristu obou druhti probihat pravdépodobné ptfiblizné ve stejném obdobi. Tato
sména dominant na jednom stanovisti je mozna jednak diky posunu rastu druhd, ale také diky
ménici se salinit¢ ptidy béhem roku (Tabulka 1).

Mira konduktivity v piidé méla na lokalitach od zimy do podzimu klesajici trend (Tabulka
1). V zim¢ probiha chemicka tdrzba vozovek posypovou soli. Ta se postupné spolu s tajicim
sn¢hem dostava do plidy a nasyti ptidni roztok. Béhem jara a 1éta je srazkovou vodou mnozstvi
iontl vymyvano z ptidniho profilu a konduktivita klesa. Na podzim je hodnota konduktivity
nejniz§i, coz svédéi o poklesu mnozstvi soli vpudé vymyvanim srdzkovou vodou
z povrchopvych vrstev. Nasledujici zimu opét probihé chemicka udrzba, ktera opét ptidni profil
dosyti solnymi ionty.

Nutno zminit, Ze vyznamné jsou také splachyz ptilehlych zemédélskych pozemki. Kvili
pfihnojovani jsou zemédélské piidy bohaté na rGzné ionty, které ovlivni depozici iontd v
pudnim profilu. Nasledné dochdzi k zirodnéni piidy na nékterych lokalitach /13/.

Vyskyt druhit v tésném okraji silnic je také ovlivnén Cinnosti majitell ptilehlych
pozemk, ktefi pecuji o nevitané plevelné druhy secenim nebo herbicidy. Faktorem, ktery
pravdépodobné velmi silné ovlivituje rist a vyvoj druhtii je seceni tésnych okraju silnic. V
pripad¢ poseceni rostliny v urcité fenologické fazi, mize dojit k posunu nebo k vypadku néjaké
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z nasledujicich fazi. V neposledni fadé mohou vyvoj rostlin ovliviiovat automobily, které
vyjizdi mimo vozovku, dopravni nehody, vykopové prace apod.

ZAVER

Zblochanec oddaleny (P. distans) a rosicka krvava (D. sanguinalis) jako fenomén tésného
okraje silnice jsou zajimavym piikladem fungovani ekologickych vztahli v rostlinném
spolecenstvu. Oba druhy rostouci v tésném okraji silnice ukazaly, ze mezi nimi nedochazi k
zasadni kompetici. Jedna se o piiklad popula¢ni dynamiky, kdy se dva druhy ve svych Zivotnich
cyklech na spole¢ném prostoru stiidaji. Dé&je se takto pravdépodobné kazdou vegetacni sezonu
na zaklade¢ jejich biologickych hodin a ménici se salinity pady.
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APPENDIX
Ptehled pouzitych fenologickych fazi pro P. distans (tabulka A) a D. sanguinalis (tabulka B).
Ciselné o
oznaceni Oznacent
.. | fenologické Nazev fenologickeé faze Popis fenologické faze
fenologické .
) faze
faze
. Mezi lofiskou suSinou zacinaji vyrazet prvnilisty svinuté do
1 1PL Prvnilisty vy P y
pochvy.
. L. Kvétenstvi castecné vyéniva z pochvy nejvyssiho listu, je
2 1A Butonizace a prodluzovani N . y . P y newy !
sméstnané, ma zcela zelenou barvu.
.. , Kvétenstvivyrazné precniva nejvyssilist, je rozvolnéné, z klasku
3 2PK Pocatek kveteni y P ‘. J y .. J
vyE&nivaji ty€inky.
4 2A Prabéh kveteni PIné rozvinuté kvétenstvi.
5 3 KK Konec kveteni Vadnuti ty€inek, ztrata jejich barvy, jejich postupné odpadavani.
"y - Témér v8echny tyCinky odpadly, klasek zacina ztracet jasné
6 3A Pocatek zrani vy y odpadly . . }
zelenou barvu, postupné zraje.
. Stébla jsou nahofe zaschla, kvétenstvi jsou¢aste¢né sméstnana a
7 4zpP Zralost plodu Jou nahore v jsoueasieens
daji se z nich pomérné lehce uvolnit zralé obilky.
B
ocﬁ:én;, Oznaceni
z ) I, fenologické Nazev fenologické faze Popis fenologické faze
fenologické .
) faze
faze
1 1VvZ Vzchazeni Na povrchu pady jsou vidét prvnirozviejici se listy.
2 20D Pocatek odnozovani Zalozeni odnoze v pazdi koleoptile
3 3pp Pocatek prodiuzovani Pochva predposledniho, jiz vyvmuteh.o listu vy€niva asio 2 az 3cm
z pochvy listu.
4 4PN Prvni kolénko Roz$itené a na omak tlvrde misto nad ba2|’naznacu1e, kam az uvnitf
rostliny prorostl vzrostny vrchol.
5 5DN Druhé kolénko Vznik druhého kolénka.
6 6 NP Nadufeni pochvy Pochva posledniho listu je vretencivrlte nadurela, jesté se vSak
nerozevira.
7 7 ME Metani Z rostliny vy€niva zhruba polovina kvétenstvi.
8 8 PK Pocatek kveteni Nenapadné kveteni, pozorovatelné ty€inky s prasniky.
9 9 KK Konec kvetent Tyc€inky jsou jiz ZaSCh.I.? iv Sj’oln.|’cas’t| klasku, v jeho stfedni ¢asti se
jiz za€inaji nalévat zrna.
10 10 ZM Mié&na zralost Rostlina je pfevazné jeste ze‘IerTa, p!ody -]SOU v8ak jiz dorostlé do
konec¢né velikosti.
11 6 NP Zluta zralost Plevy jiz Zloutnou, zrno ma tvarny obsah.
12 12 7P Pina zralost Kolénka v dolni a stfedni castlt:lsrcc)j:pz zaschla a zezloutla, zrno je
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PROFILY PBA POLYMORFIZMU SLOVENSKYCH ODROD
LASKAVCA V PROSTREDI RASTU KONTAMINOVANEHO
KADMIOM

PBA POLYMORPHISM PROFILES OF SLOVAK AMARANTH VARIETES GROWING
UNDER CADMIUM

Jana Ziarovska', Veronika Stefanova', Andrea Hricova?

!Slovenska pol'nohospodérska univerzita v Nitre, FAPZ, UREV, Tr. A. Hlinku 2; 949 76 Nitra;
jana.ziarovska@uniag.sk

2Slovenska akadémia vied, CBRB, UGBR, Akademicka 969, 949 01 Nitra

Summary
In this study, application potential of generate the polymophism of PBA technique was screened
for amaranth plants growing under the stress of cadmium. Two slovak varieties of amaranth
were used — ,,Pribina“ (4. cruentus) and ,,Zobor* (4. hypochondriacus x A. hybridus). Three
different primer combinations were used and for all of them, different fingerprints were
generated among control and stressed plants. In the case of one primer combination, unique
fragments were generated.

Key words: cadmium, amaranth varietis, PBA polymorphism

Suhrn

V praci bol hodnoteny aplikacny potencial PBA markérovacej techniky na ucely analyzy
celogenomového polymorfizmu laskavca rasticeho v prostredi kontaminédcie kadmiom.
Analyzované boli dve slovenské odrody laskavca ,,Pribina“ (4. cruentus) and ,,Zobor* (4.
hypochondriacus x A. hybridus). Pouzité boli tri primérové kombinacie a v pripade vSetkych
boli zaznamenané odlisné profily pre kontrolné rastliny a rastliny vystavené stresovému faktoru
pritomnosti kadmia v rastovom médiu. V pripade jednej z pouzitych primérovych kombinacii
bol zaznamenané jedinecné fragmenty.

Klicova slova: kadmium, laskavec, profily PBA, odrody

UvVoD

Kontaminacia pdd tazkymi kovmi sa stala vaznou hrozbou pre l'udska populéciu,
pol'nohospodarstvo a potravinova bezpecnost. Antropogénne aktivity st vyznamnymi zdrojmi
kovov a metaloidov v Zivotnom prostredi, a to najmé prostrednictvom rychlej industrializacie
a urbanizacie, banictva a pol'nohospodarskych postupov, ako je nekontrolovana aplikacia
hnojiv a pesticidov /1,2/. Najnebezpec¢nejsie su neesencidlne kovy ako kadmium (Cd), olovo
(Pb), ortut’ (Hg) a arzén (As). Tieto prvky nemaji ziadnu biochemicku ani fyziologickt funkciu
a sposobuju vyznamné poskodenie zZivych systémov, na rozdiel od esencidlnych kovov (Mn,
Zn, Fe a Cu), ktoré su v nizkych koncentraciach prospesné /3/.

Rastliny sa dokazu vyrovnat’ s kontaminaciou pody tazkymi kovmi r6znymi spdsobmi
na zaklade ich schopnosti detoxikovat toxické kovy. Vo v§eobecnosti boli opisané tri skupiny
rastlin: a) indikatory charakterizované ako citlivé na pritomnost’ tazkych kovov v pdde, b)
vylu¢ovace schopné tolerovat” vysoké zatazenie tazkych kovov bez ich akumulacie a c)
hyperakumulatory schopné nie len tolerovat, ale aj akumulovat vysoké koncentracie
Specifickych tazkych kovov /4,5/. Definicia idedlneho hyperakumulatora je rychlo rastiica
rastlina s vysokou produkciou biomasy s rozsiahlou korefiovou architekttirou, ktora akumuluje
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vacsinu tazkych kovov vo vyhonkoch /6/. V st€asnosti sa v rdmci krytosemennych rastlin
uvadza priblizne 500 hyperakumulatorov /7,8/.

V pripade Amaranthus spp. bolo realizovanych viacero $tudii zameranych na Specifika
rastu, transportovatel'nost’ a akumulaciu kovov ako aj schopnost’ ich odstrafiovania /9-11/.

Tvorba celogendmovych profilov rastlin je v stcasnosti aktudlna vo velmi Sirokych
aplikacnych smeroch, od zékladnej charakteristiky odrod az po Specifické otazky asociacného
mapovania /12,13/. 'V §tadii boli na ucely celogenomového mapovania odrdd laskavca
rastiiceho pod zat'azou kadmia v rastovom médiu PBA markéry /14/, ktoré analyzuju dizkovy
polymorfizmus medzi sekvenciami cytochroému P450.

MATERIAL A METODY

Pre analyzy PBA boli pouzité korienky slovenskych odrdd laskavca ,,Pribina“ (4.
cruentus) and ,,Zobor* (A. hypochondriacus x A. hybridus), ktoré boli dopestované
v hydroponickom rezime vo verzii kontrolnych rastlin a pri koncentracii kadmia 15 mg/L na
zaklade vysledkov analyzy expresie vybranych génov /15/. Izolacia genomickej DNA bola
uskutoCnena ako zmesna DNA z piatich korienkov izolacnym kitom GenelJet Plant Genomic
Purification kit podl'a protokolu vyrobcu a metodicky postup aplikdcie PBA markérov bol
realizovany podl'a metodiky /16/.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na analyzu profilov dizkového polymorfizmu odréd laskavca rasticeho pod zatazou
kadmia v rastovom médiu pomocou techniky PBA bola pouzita sekvencia cytochromu P450,
ktora bola predlohou design primérov v tejto markérovacej technike. Cytochrom P450 gény st
v gendme rastlin bohato zastipené, ¢o vytvara predpoklad tvorby polymorfnych genetickych
odtlackov pouzitim univerzalnych prajmerov. Univerzédlne pouzitelné prajmery pre techniku
polymorfizmu analdégov cytochrom P450 mono-oxigenaz su navrhované tak, aby susedili
s oblast’ami intronov. Tieto mono-oxigenazy st vysoko zastipené v rastlinach, zivoc¢ichoch aj
mikroorganizmoch, ¢o robi tento markérovaci systém univerzalne pouzitel'nym. V rastlinach sa
mono-oxigenazy zucastiiuju procesov oxidativnej detoxikacie a biosyntézy sekundarnych
metabolitov /17/ a boli popisané aj ako sucast’ modulacnych mechanizmov odpovede na stres
vyvolavany t'azkymi kovmi /18/.

Pocet urovni amplifikovanych fragmentov ziskanych kombinéciou jednotlivych primérov
bol v rozpiti 25-34 fragmentov (tabulka 1), pricom vo vSetych profiloch bola zaznamenana
zmena rastlin rastticich pod zadtazou kadmia v porovnani s kontrolnymi rastlinami.

Tabulka 1. Charakteristiky PBA amplifikacnych profilov analyzovanych odrod laskavca.

Primérova Pribina Zobor Odlisenie
kombinacia | Pocet Jedinecné Pocet Jedinecné kontrolnych
fragmentov | fragmenty fragmentov | fragmenty a ovplyvnenych
celkovo celkovo rastlin
CYPAIF+R |25 nie 28 nie ano
CYP2BF+R | 29 ano 25 ano ano
CYP2CF+R | 34 nie 32 nie ano

V pripade primérovej kombindcie CYP2BF+R boli pri oboch analyzovanych odrodach
okrem odlisnych amplifikaénych profilov zaznamenané aj jedinecné fragmenty, ktoré
odliSovali odrody kontrolnych rastlin medzi sebou. V pripade ostatnych dvoch primérovych
kombinécii boli PBA profily pri kontrolnych rastlindch oboch odrdd zhodné, odlisnost’ bola
zaznamenana len pre rastliny vystavené stresu posobenia kadmia. V pripade vSetkych troch
primérovych kombinacii sa primarne amplifikovali lokusy s dizkou nad 500 bp. Pri rastlinach
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rasticich v podmienkach stresu boli v profiloch zaznamenané najmi adicie lokusov v dizkach
850 bp (Pribina) a 1020 bp (Zobor) pre primérovu kombinaciu CYPA1F+R; 1000 bp (Pribina,
Zobor) a 1500 (Pribina, Zobor) bp pre primérovi kombindciu CYP2BF+R a 700 bp (Zobor)
pre primérovu kombinaciu CYP2CF+R.

V predchéadzajicej Studii /16/ bolo pre obe analyzované odrody laskavca preukdzana
schopnost’ prijat’ znacné mnozstvo Cd, pri¢om vicSina Cd zistena analyzou ICP-OES bola
ulozena v korenovych tkanivach, len s malou distribuciou do nadzemnej biomasy, so
stanovenymi hodnotami transloka¢ného faktora < 1. Druhy rastlin s malym podielom bo¢nych
koreniov a s TF < 1 vykazuju fytostabilizacny potencidl a rastliny s TF > 1 su klasifikované ako
akumulatory/hyperakumulétory /19/. VacSina rastlin vSak patri do skupiny, ktora je schopna
tolerovat’ tazké kovy v pode s obmedzenou translokaciou /20/. Pre translokaciu kadmia
z korenov do vyhonkov bola pre obe analyzované odrody laskavca pozorovana negativna
korelacia medzi koncentraciou kadmia a hodnotami transloka¢ného faktora, pricom v pripade
odrody Pribina vysledky stadie /16/ vynikajiacu schopnost’ transportu kadmia z koreniov.

ZAVER

V stadii sme sa zamerali na moznosti aplikacie PBA markérov a ich schopnosti generovat’
polymorfizmus v pripade rastlin laskavca rastuceho pod stresom tazkého kovu pritomného
v rastovom médiu. V pripade oboch analyzovanych slovenskych odrdod laskavca boli ziskané
rozdielne profily pre kontrolné rastliny a rastliny rastlice v prostredi stresu pritomnosti kadmia.

LITERATURA

/1/ Wuana RA, Okieimen FE. Heavy Metals in Contaminated Soils: A Review of Sources, Chemistry, Risks and
Best Available Strategies for Remediation. ISRN Ecol. 2011.

/2/ Khan MA, Khan S, Khan A, Alam M. Soil contamination with cadmium, consequences and remediation using
organic amendments. Sci. Total Environ. 2017, 601, 1591-1605.

/3/ Ali H, Khan E, Sajad MA. Phytoremediation of heavy metals—Concepts and applications. Chemosphere. 2013,
91, 869-881.

/4/ Kiipper H, Leitenmeier B. Cadmium-Accumulating Plants. In Cadmium: From Toxicity to Essentiality; Sigel,
A, Sigel, H., Sigel, R.K.O., Eds.; Springer Science Business Media: Dordrecht, The Netherlands, 2013.

/5/ Leitenmeier B, Kiipper H. Compartmentation and complexation of metals in hyperaccumulator plants. Front.
Plant Sci. 2013, 4, 374.

/6/ Yang X, Feng Y, He Z, Stoffella PJ. Molecular mechanisms of heavy metal hyperaccumulation and
phytoremediation. J. Trace Elem. Med. Biol. 2005, 18, 339-353.

/7/ Rascio N, Navari-Izzo F. Heavy metal hyperaccumulating plants: How and why do they do it? And what makes
them so interesting? Plant Sci. 2011, 180, 169—-181.

/8/ Muszynska E, Hanus-Fajerska E. Why are heavy metal hyperaccumulating plants so amazing? Bio Technol.
2015, 4,265-271.

/9/ Jonnalagadda S, Nenzou G. Studies on arsenic rich mine dumps. II. The heavy element uptake by vegetation.
J. Environ. Sci. Health 1997, 32, 455-464.

/10/ Bigaliev A, Boguspaev K, Znanburshin E. Phytoremediation potential of Amaranthus sp. for heavy metals
contaminated soil of oil producing territory. In Proceedings of the 10th Annual International Petroleum
Environmental Conference, Houston, TX, USA, 12—14 November 2013.

/11/ Prasad M. Phytoremediation of Metal-Polluted Ecosystems: Hype for commercialization. Russ. J. Plant
Physiol. 2003, 50, 686—700.

/12/ Gupta PK, Kulwal PL, Jaiswal V. Association mapping in crop plants: opportunities and challenges. Advances
in Genetics, 2014, 85, 109-147.

/13/ Balazova Z, Galova Z, Vivodik M, Petrovicovéa L, Hornyék Gregatiova R. Molecular variability of oat based
on genetic specific markers. Potravinarstvo Slovak Journal of Food Sciences, 2017, 11, 332-337.

/14/ Inui H, Komada T, Ohkawa Y, Ohkawa H. Herbicide metabolism and cross-tolerance in transgenic potato
plants co-expressing human CYP1A1, CYP2B6 and CYP2C19. Pesticide Biochemistry and Physiology,
2000, 66, 116-129.

/15/ Lancikova V, Tomka M, Ziarovska J, Gazo J, Hricova A. Morphological responce and gene expression of
grain amaranth (Amaranthus spp.) growing under Cd. Plants, 2020, 9, 572.

135



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

/16/ Ziarovska J, Stefanova, V. Kysel', M. Bezo, M. Analyza odrdd psenice letnej s r6znou odolnost’ou voci suchu
markérmi koédujucich oblasti. In: Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 2017. Praha:
CZU, 2017, 212-215. ISBN 978-80-213-2767-2.

/17/ Yamanaka S, Suzuki E, Tanaka M, Takeda Y, Watanabe JA, Watanabe KN. Assessment of cytochrome P450
sequences offers a useful tool for determining genetic diversity in higher plant species. Theoretical and
Applied Genetics, 2003, 108, 1-9.

/18/ Rai A, Singh R, Shirke PA, Tripathi RD, Trivedi PK, Chakrabarty D. Expression of rice CYP450-like gene
(0s08g01480) in arabidopsis modulates regulatory network leading to heavy metal and other abiotic stress
tolerance. PLoS ONE. 2015;10:e0138574.

/19/ Baker AJM, Walker PL. Ecophysiology of Metal Uptake by Tolerant Plants. In Heavy Metal Tolerance in
Plants: Evolutionary Aspects; Shaw, A.J., Ed.; CRC Press: Boca Raton, FL, USA, 1990; pp. 155-177.

/20/ Baker AJM. Accumulators and excluders-strategies in the response of plants to heavy metals. J. Plant Nutr.
1981, 3, 643-654.

Pod’akovanie

Uvedena praca vznikla za financnej podpory projektu VEGA 2/0013/22 Plasticita
laskavca v odpovedi na tazké kovy: viacstupiiovd analyza od ekofyziologickych po
molekularne aspekty.

136



Vliv abiotickych a biotickych stresorti na vlastnosti rostlin 7.—8.9.2022

MOZE ALGINIT ELIMINOVAT SOIENY STRES PRI KLICENI
SEMIEN LUCERNY SIATEJ (MEDICAGO SATIVA L.)?

CAN ALGINITE ELIMINATE SALT STRESS DURING SEED GERMINATION OF ALFALFA
(MEDICAGO SATIVAL.)?

Peter Kovar, Cubos Vozar, Peter Hric
Ustav agronomickych vied, FAPZ SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
peter.kovar@uniag.sk

Summary

The effect of crushed alginite on the elimination of salt stress during seed germination was
observed under controlled conditions of the climatic chamber (26 °C/15 °C; 12 h light/12 h
dark; 70 % rh) in an experiment with alfalfa (Medicago sativa L.). A 10 mM NaCl solution was
used to simulate salt stress. For this experiment, 5 treatments were designed: V1 — control
without alginite; V2 — 1.95 g of alginite; V3 — 3.90 g of alginite; V4 — 5.85 g of alginite; and
V5 —7.80 g of alginite per 1 dish with size 120 x 120 mm. Overall, there was a positive effect
of alginite with the most pronounced effect at the dose of 1.95 g alginite on total germination
(+13.99%) and germination rate (+0.45 seeds.day™') of alfalfa seeds and at the dose of 5.85 g
alginite on root length (+35 mm) compared to the control without alginite.

Key words: germination, alginite, salt stress, alfalfa

Suhrn

V riadenych podmienkach klimakomory (26 °C/15 °C; 12 h svetlo/12 h tma; 70 % rh) v pokuse
s lucernou siatou (Medicago sativa L.) sa sledoval vplyv drveného alginitu na eliminaciu
soI'ného stresu pri kliceni semien. Na simulaciu soI'ného stresu sa pouzil 10 mM roztok NaCl.
Pre tento experiment bolo vytvorenych 5 variantov: V1 — kontrola bez alginitu; V2 — 1,95 g
alginitu; V3 —3,90 g alginitu; V4 — 5,85 g alginitua V5 — 7,80 g alginitu na 1 misku s velkost'ou
120 x 120 mm. Z celkového hl'adiska sa prejavil pozitivny G¢inok alginitu s najvyraznejSim
prejavom pri davke 1,95 g alginitu na celkovu klic¢ivost’ (+13,99 %) a rychlost’ klic¢enia (+0,45
semien.dei’') semien lucerny siatej a pri davke 5,85 g alginitu na dizku korena (+35 mm)
v porovnani s kontrolou bez alginitu.

Klucove slova: klicenie, alginit, solny stres, lucerna siata

UvVoD

Zasolenie pddy sa v Coraz viacSej miere stdva hrozbou pre pestovanie rastlin vo svete.
Dovodom salinity je predovsetkym nevhodny rezim zavlazovania. Pol'nohospodarske iiné
pddy moézu byt vazne kontaminované i v dosledku nadmerného pouzivania pesticidov
a priemyselnych hnojiv /7/. Ak sa v rastline vplyvom zasolenia hromadia soli, dochadza tiez
k osmotickému stresu, nutriénej nerovnovahe a k oxidativnemu stresu /12/. Osmoticky stres
vyvolany zasolenim sposobuje zniZenie rychlosti delenia a predlzovania korenovych buniek,
znizuje primarny rast koreflov a v konecnom dosledku inhibuje rast a vyvoj rastliny /2/.
Hlavnou formou soli, ktora sa v pdde vyskytuje, je chlorid sodny (NaCl), a teda hlavnu rolu
zohrava kation sodika (Na*) a jeho transport cez bunkové membrany. Ak sa semena nachadzaju
v zasolenej pode, st rovnako vystavené stresu. Zasolenie zvySuje vonkaj$i osmoticky potencial,
kvoli ktorému je nésledne zniZzend absorpcia vody semenom pocas imbibicie /8/. ZvySena
koncentracia sodnych kationov pdsobi v semene toxicky a ovplyviiuje tak jeho klicenie
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a zivotaschopnost’ embrya rastliny. Sol'ny stres ma za ndsledok spomalenie alebo Uplnu
inhibiciu kli¢enia /1/. Na zvySenie prirodzenej schopnosti pod eliminovat® kontaminanty
existuje niekol’ko sposobov. Jednym z nich je aj vyuzivanie materidlov s vysokou sorpénou
kapacitou (napr. kaolinit, zeolity, bentonit) v snahe vytvorit' predpoklady pre znizenie
koncentracie niektorych ionov v pddnom roztoku a tym znizit' ich prijem rastlinami /10/.
Vzhl'adom na skutocnost’, Ze aj alginit ako prirodna latka sa vyznacuje vysokou sorpcnou
kapacitou /4/, cielom prispevku je zhodnotit’ uc¢inok alginitu pri kliceni semien lucerny siatej
(Medicago sativa L.), naSej najvyznamnejSej krmoviny, v prostredi vyssej koncentracie soli
(solny stres).

MATERIAL A METODY

Experiment sa realizoval na Katedre rastlinnej vyroby a travnych ekosystémov (Ustav
agronomickych vied) FAPZ SPU v Nitre.

Ako biologicky material boli pouzité semend lucerny siatej (Medicago sativa L.). Na
simulaciu sol'ného stresu sa pouzil roztok (©O) NaCl s koncentraciou 100 mM (0,5844 %).
V experimente sa pouzil drveny alginit frakcie 2 mm ziskany preosiatim alginitu cez sito
s vel'kost'ou 6k 2 mm.

Alginit (z Pincinej) — sivé aZ sivo-Cierna organicko-mineralna vrstevnatd hornina, ktora
vznikala priblizne pred Siestimi miliénmi rokov z fosilnych rias v priestore dnesnej Pandnske;j
panvy /4/. Je to prirodny produkt z kategdrie horlavych bridlic s vynikajicimi sorpénymi
vlastnost’ami, s pomerne vysokym zastpenim biogénnych, ale aj stopovych prvkov a nizkou
koncentraciou tazkych kovov. Vo frakénom zloZeni prevladaju fulvokyseliny nad huminovymi
kyselinami /6, 11/.

Pre tento experiment bolo vytvorenych nasledovnych 5 variantov:

- variant 1: 100 mM O NaCl + 0 g alginitu na 1 Petriho misku (kontrola),

- variant 2: 100 mM © NaCl + 1,95 g alginitu na 1 Petriho misku = 1,354 t.ha™!,

- variant 3: 100 mM O NaCl + 3,90 g alginitu na 1 Petriho misku = 2,708 t.ha™,

- variant 4: 100 mM O NaCl + 5,85 g alginitu na 1 Petriho misku = 4,062 t.ha™!,

- variant 5: 100 mM O NaCl + 7,80 g alginitu na 1 Petriho misku = 5,416 t.ha.

Semena lucerny siatej (po 100 ks semien v 2 opakovaniach) boli rovnomerne rozlozené
na filtra¢ny papier v Petriho miske vel'kosti 120 x 120 mm. Filtra¢ny papier bol zvlhc¢eny 10 ml
100 mM roztoku NaCl. Ulozené semena boli ndsledne zasypané drvenym alginitom v mnozstve
podla vyssie uvedenych variantov.

Petriho misky so semenami boli umiestnené do rastovej komory (Climacell 404)
a inkubované pri teplote 26 °C (den)/15 °C (noc) s fotoperiddou 12 hod. svetlo/12 hod. tma
a relativnou vlhkost'ou vzduchu rh = 70 %.

Pocet vykli¢enych semien bol zistovany v 4., 8., 12., 18. a 22. deii trvania experimentu.

Hodnotili sa nasledovné parametre:

- celkova klicivost’ semien vyjadrend ako % kontroly;

- rychlost’ klicenia zfn podl'a vztahu S = (Nn — Nn-1) / (ta — tn-1), kde S je rychlost’ klicenia
[pocet zfn.den’'], N je pocet vykli¢enych zin pri n-tom a n-1 hodnoteni, t, — t,.; je pocet dni
medzi n-tym a n-1 hodnotenim,;

- dizka korefiov kli¢encov na konci experimentu (mm).

Hodnoty jednotlivych parametrov sa vyhodnotili v programe Statistica /9/
jednofaktorovou analyzou rozptylu (ANOVA) s naslednym testovanim preukaznosti rozdielov
Tukeyovym HSD testom pri 95 % hladine pravdepodobnosti (o = 0,05).

Grafické spracovanie vysledkov bolo robené pomocou programu MS Excel.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Z porovnania hodndt celkovej kli¢ivosti semien lucerny siatej (Graf 1) vidiet’ zvySenie
kli¢ivosti semien vo vSetkych variantoch s pridavkom drveného alginitu (V2 — V5), pricom
rozdiely medzi jednotlivymi variantmi boli Statisticky nepreukazné (p = 0,784131). Z hl'adiska
eliminacie solného stresu pri klieni semien u¢inkom drveného alginitu sa zistilo
najefektivnejsie posobenie pri mnozstve 1,95 g.miska™! (V2), ¢o zodpovedd mnoZstvu priblizne
1,354 thal. V tomto variante sa zaznamenala o 13,98 % vyssia celkova kli¢ivost’ v porovnani
s kontrolnym variantom bez alginitu, ktorého hodnota celkovej kli¢ivosti predstavuje 100 %.
Viac ako 10%-né zvySenie klicivosti v porovnani s kontrolou sa zistilo aj vo variante V5, kde
sa aplikovalo 7,80 g alginitu (t.j. 5,416 t.ha™').

120 113,982 107.69 10629 a 11,192
. 110 100,00 a* ’ ’
S 100
% 90
g% 80
55 70
ZE 60
€2 50
5 %
()
o 20
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0

Vi V2 V3 V4 V5
Variant

Graf 1: Celkova klicivost’ semien lucerny siatej vyjadrend ako % kontroly. Legenda: VI —
kontrola bez alginitu; V2 — 2,5 ml alginitu = 1,354 t.ha’; V3 — 5 ml alginitu = 2,708 t.ha’; V4
— 7.5 ml alginitu = 4,062 tha'; V5 — 10 ml alginitu = 5,416 t.ha™'; *Rozdielne indexy pri
priemernych hodnotdich znamenaju Statisticky preukazny rozdiel medzi variantmi (Tukeyov
HSD test, a=0,05).
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Graf 2: Rychlost klicenia semien lucerny siatej (pocet semien.deii”. Legenda: ako Graf 1;
*Rozdielne indexy pri priemernych hodnotdach znamenaju statisticky preukazny rozdiel medzi
variantmi (Tukeyov HSD test, a=0,05).

V pripade druhého hodnoteného znaku — rychlost” kli¢enia zfn (graf 2) — mala lucerna
siata rychlost klienia od 3,25 semien.deiti”! (V1) do 3,70 semien.defi” (V2) s nepreukaznymi
(p=0,436718) rozdielmi medzi variantmi. Vo vSetkych variantoch s aplikaciou drveného
alginitu sa rychlost kli¢enia semien zvysila (00,20 — 0,45 semien.deii’!) v porovnani
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s kontrolou bez alginitu. Rovnako ako pri predchadzajicom hodnotenom znaku, aj v tomto
pripade sa najvyssi u¢inok prejavil vo variante V2 (3,70 semien.defi’!), kde sa pouzilo 1,95 g
drveného alginitu na 1 misku. Z praktického hl'adiska moze zvySenie rychlosti kli¢enia zlep§it
uplatnenie sa vzchadzajucich rastlin v poraste. Zvlast' je to vyznamné pri pestovani rastlin
v menej priaznivych podmienkach /12/.

50 46,17 a 49,002
15 42,00 a 42,00 a
40
35
30
25
20 14,00 b*
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10
5
0

Dizka korefia (mm)

Vi V2 V3 V4 V5
Variant
Graf 3: Dizka korenov klicencov lucerny siatej (mm). Legenda: ako Graf 1; *Rozdielne indexy

pri priemernych hodnotdach znamenaju Statisticky preukazny rozdiel medzi variantmi (Tukeyov
HSD test, a=0,05).

Z vysledkov prezentovanych v grafe 3 vidiet' Statisticky preukazny (p = 0,000033)
pozitivny ucinok drveného alginitu na rast koreflov lucerny siatej v podmienkach sol'né¢ho
stresu. Vo variantoch s alginitom mali klicence lucerny siatej o 28 — 35 mm dlhSie korene
v porovnani s kontrolou bez alginitu s najvyraznej$im prejavom vo variante V4 (49 mm).
Mozno predpokladat, ze prave v dosledku vysokej sorpcnej schopnosti alginitu sa znizila
koncentracia idnov Na' v okoli korefiov a zmiernil sa tak ich toxicky u¢inok k omu sa
priklanaja aj niektori autori /3, 5/.

ZAVER

Vysledky experimentu ukazuji pozitivny ucinok drveného alginitu na celkova
kli¢ivost, rychlost’ kli¢enia a diZku korefiov lucerny siatej v podmienkach solného stresu.
NajefektivnejSie na celkova klicivost’ a rychlost’” klicenia pdsobil alginit uz pri najnizsej
aplikovanej davke zodpovedajiicej v prepoéte 1,354 t.ha™!, zatial’ ¢o dizka korefiov bola najviac
pozitivne ovplyvnena pri vyssej davke alginitu (v prepoéte 4,062 t.ha!). Z celkového hl'adiska
sa tak otvara moznost’ vyuzitia drveného alginitu pri zakladani porastov aj v menej priaznivych
podmienkach zasolenych pod, ¢o vsak vzhl'adom na pilotny experiment bude potrebné overit
aj v prirodzenych podmienkach.
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STOMATALNA CHARAKTERISTIKA LISTOV KUKURICE
SIATEJ (ZEA MAYS L.) V PODMIENKACH POSOBENIA NIZKYCH
DAVOK ARZENU

STOMATAL RESPONSE OF MAIZE (ZEA MAYS L.) LEAVES TO LOW DOSES OF
ARSENIC
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Summary

The effects of different concentrations of arsenic (1-5 mg/kg of soil: Asl - As5) on the growth
and selected physiological parameters of two maize varieties (Zea mays L., Chapalu and MvNK
333) were tested in a container experiment. The reduced length and increased width of the
stomata on both sides of the leaves can contribute to the regulation of the water content in the
tissues under given conditions. The results showed that neither changes in density of stomata
nor stomatal morphology could explain the hormetic response of the tested maize cultivars to
As.

Key words: arsenic, corn, stomata, growth

Suthrn

V naddobovom pokuse boli testované ucinky roznych koncentracii arzénu (1-5 mg/kg pody: Asl
- As5) na rast a vybrané fyziologické parametre dvoch odréd kukurice (Zea mays L., odrody
Chapalu a MvNK 333). Testované odrody prejavili vysoku toleranciu na As. So zvysujicou sa
davkou As rastol pocet prieduchov na oboch stranach listov odrody Chapalu, naopak klesal v
pripade odrody MvNK 333. Skratenie a rozSirenie prieduchov na oboch stranach listov oboch
odrod pravdepodobne prispieva k regulacii obsahu vody v pletivach za danych podmienok.
Zaznamenané zmeny v parametroch prieduchov nevyhovujua kritéridm hormetického prejavu.

Klucové slova: arzén, kukurica, prieduchy, rast

UVOD

V zivotnom prostredi sa arzén (As) vyskytuje v roznych organickych a anorganickych
formach, pricom najvyznamnejSimi su arzenitan (AsllIl) a arzeni¢nan (AsV) /7/. Plodiny a
zelenina pestované v pode kontaminovanej arzénom akumuluji zna¢né mnozstvo arzénu, ktory
v kone¢nom dosledku vstupuje do potravinového ret'azca ¢loveka /10/. Jednym z mnohych
zaujimavych paradoxov suvisiacich s toxicitou arzénu je, Ze rast rastlin je stimulovany pri jeho
nizkych koncentraciach /4,8/. Stimula¢ny ucinok nizkych davok a toxicita vysSich déavok
chemickych prvkov na rast rastlin sa oznacuje ako horméza a prejavuje sa najméa v pripadoch
toxickych neesencialnych, Casto stopovych prvkov /3/. Stimuldcia je uritym prejavom
adaptacie na zmenené podmienky prostredia, dochddza k modulacii obrannych mechanizmov s
cielom zmiernit dopady nepriaznivého vplyvu /1/. Vplyv nizkych dédvok As v kontexte
hormetickych prejavov prieduchov je skiimany zriedkavo. Hlavnymi cielmi prace bolo
zhodnotit’ uc¢inok relativne nizkych davok As (III) na rast rastlin, hustotu a vel’kost’ prieduchov
dvoch genotypov kukurice (odrody Chapalu a MvNK 333) a porovnat’ prebiehajiice obranné
stratégie v tychto dvoch odrodach kukurice v kontexte hormetickej odpovede na As.
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MATERIAL A METODY

Pri pokusoch boli plastové kvetinae naplnené substratom Klasmann (pH 6,5, vlhkost’
max. 70 %, EC v uS 400, obsah prvkov: As 1,13 mg/kg, N 140 mg/l, P 160 mg/l, K 180 mg/1),
do ktorych bolo zasiatych 20 semien Zea mays L. (odrody Chapalu a MvNK 333). Do p6dneho
substratu sa nasledne aplikoval arzén v davkach: As - 1, 2, 3 a 5 mg/kg pddy (Asl az As5).
Roztoky arzénu (AsIII) boli pripravené z certifikovaného referencného materidlu pre arzén
(Sigma-Aldrich). Kontrolné varianty (K) sa zaliali destilovanou vodou. Experiment v nadobe
sa uskutocnil v klimatickom boxe za konstantnych podmienok (teplota 23°C, vlhkost’ 60-70 %;
periody osvetlenia 12 h svetlo/12 h tma, intenzita ziarenia 400 pmol.m-2s-1). Experiment sa
uskutoCnil v troch opakovaniach. Fyziologické parametre boli hodnotené po 12 diioch rastu v
kontaminovanej pdde.

Primarna dizka korefia sa merala pomocou pravitka a potom sa odvazila ich hmotnost’ na
analytickych vahach. Pocet prieduchov bol stanoveny v 24 mikroskopickych poliach na
spodnej (abaxidlnej) a vrchnej (adaxidlnej) strane listov pomocou optického mikroskopu (Zeiss
Axioplan) podl'a Xu a Zhou /14/. Pocet prieduchov bol vyjadreny na mm2 plochy listu. Na
uréenie dizky a $irky prieduchov sa meralo 50 ndhodne vybranych prieduchov na kazdom liste
(variant experimentov) pri celkovo 400-nasobnom zvicSeni. Obrazky sa ziskali pomocou
mikroskopickej digitdlnej kamery Kapa DEM 200 a analyzovali softvérom ToupCam
(SCMOSO2000KPA-U-NA-N-M-CP-NA). Toleran¢ny index bol stanoveny podl'a Wilkinsa
[13].

Udaje pre sledované parametre boli $tatisticky spracované pomocou programu Microsoft
Excel 2010. Rozdiely medzi subormi dat sme stanovili Studentovym t-testom pri hladine p <
0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv toxicity tazkych kovov na vyssie rastliny mozno vyhodnotit’ z hl'adiska ich vplyvu
narast koreniov a vyhonkov v skorych rastovych stadidch. V nadobovom experimente testované
davky arzénu stimulovali rast vyhonkov cv. Chapalu o 1,77 % (Asl), 6,30 % (As2), 4,18 %
(As3)a 3,53 % (As5) (dizka vyhonkov) a zvysila sa hmotnost’ Serstvej hmoty vyhonkov o 11,24
% (Asl), 7,87 % (As2) 6,74 % (As3) a 3,37 % (As5). VyraznejSia stimulacia rastu bola
pozorovana v pripade odrody MvNK 333, vplyvom As sa predizili vyhonky (o 12,90 - 43,34
%) a zvicsila sa ich biomasa (o 10,68 - 35,92 %) (obrazok 1). Stimulécia rastu vyhonkov
vplyvom As u oboch testovanych odrod naznacuje, Ze ide o tolerantné odrody, o aj potvrdzuja
hodnoty TI (100 % a vysSie). Stimulacia rastu kukurice bola pozorovani aj u tolerantnej odrody
Dongdan90 ako uc¢inok 2 mg/l As /6/, ako aj v pripadoch davok do 1 mg/l a davok 12,5 a 25
mg/kg pody /5/. Na druhej strane davky 2 a 5 mg/1 znizili rast vyhonkov, plochu listov, biomasu,
obsah chlorofylu, karotenoidov a bielkovin v listoch kukurice po piatich diloch pdsobenia
arzénu /12/. Predpoklad, ze horméza sa CastejSie vyskytuje u tolerantnych odrod sa potvrdila aj
v nasom pokuse.

V dalSej Casti experimentov sme sa zamerali na stomatéalne charakteristiky. Je to preto,
ze modifikdcia poctu a velkosti prieduchov ako reakcia na environmentalny stres je dolezitym
sposobom, ktorym rastliny kontroluji absorpciu tazkych kovov a reguluju stav vody v
pletivach /9/. Testované odrody kukurice reagovali rozdielne, ¢o sa tyka poctu prieduchov v
listoch. Kym v pripade odrody Chapalu zvySujiuca sa davka As spoOsobila zvySenie poctu
prieduchov na oboch stranach listov (o0 25,45-42,51 % na adaxialnej strane a 0 2,65-16,24 % na
abaxialnej strane), v pripade odrody MvNK 333 spdsobila znizenie poctu prieduchov (o 8,52-
11,85 % na adaxialnej strane a 0 2,38-9,06 % na abaxiélnej strane) (obrazok 2). Davky As viedli
k znizeniu poctu prieduchov na oboch stranach listov v pripade odrody MvNK 333 a naopak k
zvyseniu v pripade odrody Chapalu (obrazok 2). Aplikacia As viedla aj k rozsireniu a skrateniu
prieduchov na oboch stranéach listov oboch testovanych odrod kukurice (obrazok 3), ale tieto
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zmeny neboli umerné zvySujucej sa davke As. Neboli pozorované Zziadne abnormality
prieduchov, dokonca ani pri najvyssich davkach arzénu.

OChapalu @ Mv NN 333 OChapalu @EMv NN 333

Di¥ka (cm)
Cerstva hmotnost (g)

K Asl As2 As3  As5 K Asl As2 As3 As5

Obrazok 1. Vplyv arzénu na dlzku a cerstvii hmotnost vwhonkov dvoch kultivarov kukurice.
Udaje su prezentované ako priemer £ SDEV. As 1, As 2, As 3, As 5 — pridavok arzénu do pody
v mg/kg. * vyznamné rozdiely pri p < 0,05. K — kontrola.
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Obrazok 2. Vplyv arzénu na hustotu prieduchov na adaxidlnej a abaxidlnej strane listov dvoch
kultivarov kukurice. Udaje su prezentované ako priemer = SDEV. Asl, As2, As3, As5 - pridavok
arzénu do pody v mg/kg. Legendy: * vyznamné rozdiely pri p <0,05, K — kontrola.
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Obrazok 3. Vplyv arzénu na velkost prieduchov na adaxidlnej a abaxidlnej strane listov dvoch
odrod kukurice. Udaje su prezentované ako priemer = SDEV. As 1, As 2, As 3, As 5 — pridavok
arzénu do pody v mg/kg. * vyznamné rozdiely pri p <0,05, K — kontrola.
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Pozorované zmeny velkosti prieduchov (dizka a §irka) boli podobné u oboch odrdd;
vplyvom As doslo ku skrateniu a rozsireniu prieduchov na oboch stranach listov (obrazok 3).
Shi a Caia /11/ vo svojej Studii uvadzaja aj skratenie prieduchov na adaxialnej strane listov
Arachis hypogaea L. po aplikacii kadmia. Zmeny vo velkosti prieduchov (podobne ako ich
poctu) mozu za danych podmienok prispiet k reguldcii obsahu vody v pletivach /2/.
Zaznamenané zmeny v parametroch prieduchov nevyhovuja kritéridam hormetického prejavu.
Rozdiely v odozve oboch odrod na As bude mozné hlbsie zhodnotit’ po stanoveni mnoZstva As,
kt. dané odrody naakumulovali vo svojich pletivach.

ZAVER

Uginky nizkych davok arzénu na testované odrody kukurice pestované v kontaminovanej
poéde mozno povazovat za prospesné. Obe testované odrody vykazovali vysokll uroven
tolerancie k testovanym dadvkam As (TI 100 % a viac), pricom odroda MvNK 333 vykazovala
vSeobecne vysSiu toleranciu. Zmeny v hustote a velkosti prieduchov mézu predstavovat
obranné mechanizmy kukurice pri pestovani v podmienkach ovplyvnenych arzénom. Vysledky
tiez naznacuju, ze samotny hormeticky t¢inok je zavisly od odrody, pri¢om r6zne odrody maja
rozne schopnosti transportovat, akumulovat’ a tolerovat’ tieto prvky vo svojich pletivach.
Ked’ze hormeticky ucinok prvkov je Casto ovplyvneny dobou pdsobenia takto sledovaného
prvku, hodnotenie daného aspektu by mohlo prispiet’ k hlbSej analyze problematiky. Poznanie
mechanizmov hormézy a tiez identifikdcia odrod rastlin tolerantnych voci As by sa mali
povazovat’ za dolezit stratégiu pri zvySovani tolerancie rastlin voci As.
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PESTOVANIE PAPRIKY ROCNEJ (CAPSICUM ANNUUM L.)
V PODMIENKACH SIMULOVANEHO VODNEHO STRESU

CULTIVATION OF PEPPER (CAPSICUM ANNUUM L.) IN SIMULATED WATER
STRESS CONDITIONS

Eleonoéra Krivosudska
Slovenské pol'nohospodarska univerzita v Nitre, FAPZ, Ustav rastlinnych a
environmentalnych vied, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, eleonora.krivosudska@uniag.sk

Summary
The aim of this work was to monitor the pepper genotypes (Promontor F1, Bodrog) and their
reactions in simulated water stress conditions. During water stress, changes in the content of
assimilation pigments (chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids) of pepper leaves (Capsicum
annuum L.) were monitored even after the application of brassinosteroids. The aim of this study
was also to determine the value of the SPAD number with a portable chlorophyll meter SPAD-
502 for the analysis of photosynthetic pigments and total nitrogen.

Keywords: assimilation pigments, pepper, Capsicum annuum L., water stress, brassinosteroids

Suhrn
Cielom prace bolo sledovat reakcie genotypov papriky (Promontor F1, Bodrog)
v podmienkach simulovaného vodného stresu. Pocas vodného stresu boli zaznamenané zmeny
v obsahu asimilaénych pigmentov (chlorofyl a, chlorofyl b, karotenoidy) listov papriky
(Capsicum annuum L.) aj po aplikacii brassinosteroidov. Ciel'om tejto Studie bolo stanovit’ tiez
hodnotu SPAD-¢isla prenosnym chlorofylmetrom SPAD-502 na analyzu fotosyntetickych
pigmentov a celkového dusika.

Klucove slova: fotosyntetické pigmenty, paprika, Capsicum annuum L., vodny stres,
brassinosteroidy

UvVOoD

V prirode patria medzi najvyznamnejSie limitujice faktory produkcie rastlin
predovSetkym nedostatok vody a vysoka teplota. Vodny deficit sa mdze prejavovat
kratkodobym i dlhodobym nedostatkom zrdzok i znizenou hladinou spodnej vody. Sucho je
jednym z najcastejSich stresov rastlin. Je tiez najvac¢Sim a najaktualnejSim problémom
sucasného pol'nohospodarstva. Sucho sa definuje ako prostredie, alebo obdobie s malym
mnozstvom zrazok, ktoré nepriaznivo ovplyviiuje vegetaciu. Za nedostatkom vody a jej
nedostupnost’'ou treba hl'adat’ najcastejsie klimatické pomery a priebeh pocasia. Vlastny prijem
vody taktiez zavisi aj od obsahu zivin a soli v pdde a podnej reakcie. Pri posobeni vodného
stresu je spomalovany hlavne rast a fotosyntéza /4/. Odolnost’ rastlin vo¢i réznym biotickym
a abiotickym stresorom zvySuju okrem inych regulacnych latok aj brassinosteroidy /5/. St to
endogénne hormoény, ktoré maju steroidnu Struktaru. Do roku 2000 bolo objavenych 56
nativnych brassinosteroidov a v roku 2007 uz viac ako 70 tychto latok /2/. Prvy brassinosteroid
bol objaveny v roku 1979 a bol oznaceny ako brassinolid. Tieto latky znizuji negativny dopad
nepriaznivych faktorov vonkajSieho prostredia, ako napriklad vysoké a nizka teplota, sucho,
zasolenie, znizuju vplyv rezidui pesticidov a pdsobenie patogénnych organizmov. Spdsob
ucinku je ale zatial’ malo znamy. Tiez moze hrat’ Glohu pri ziskavani odolnosti rastlin na iné
stresory posobiace z okolit¢ho prostredia. Brassinosteroidy (BR) su vSadepritomné rastlinné
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steroidné hormony, ktoré hraju rézne tlohy v raste, vyvoji a stresovych reakciach rastlin /1/.
Brassinosteroidy preukdzatel'ne zvysSuji irodu mnohych kultirnych plodin. Ide o latky, ktoré
st prirodzene obsiahnuté v rastlinach a neskodia zivotnému prostrediu /8/. Defekty v biosyntéze
alebo signalizacii BR majui za nasledok fyziologické a fenotypové abnormality. K dnesnému
ditu mnohé S$tudie zdoraznili toleranciu stresu vyvolaného BR voc¢i réznym extrémom
prostredia, ako je vysoka teplota, chlad, sucho, slanost’ a tazké kovy v rade rastlinnych druhov.
Hibkové mechanizmy tolerancie stresu vyvolanej BR vsak stile zostavaji do zna¢nej miery
nezname. Teraz je jasné, Ze stresové reakcie vyvolané BR st prisne zavislé od koncentracie
a optimalna koncentracia na zlepSenie adaptability rastlin sa mdze lisit’ v zavislosti od druhu
rastliny, vyvojovych §tadii a podmienok prostredia. Konfliktné dokazy tykajice sa regulacie
adaptacie na stres pomocou BR si vyzaduju d’alSie objasnenie mechanizmu i¢inku BR v reakcii
na environmentalne stresy v rastlinach /7/. Nedavne pokroky vo vyskume fytohormoénov
naznacuju, ze ucinok BR na toleranciu stresu zavisi vo vel'kej miere od ich sthry s inymi
hormonmi. Brassinosteroidy su povazované za antistresové latky s rastovym regulacnym
ucinkom, ktoré st Strukturdlne podobné zivociSnym steroidnym hormoénom a boli ndjdené
v celej rade rastlinnych rodov /10/. Ide o gaStanovnik, ¢ajovnik, slnecnicu, borovicu, ryzu, jelsu,
fazul'u, morské riasy, ale aj véeli med.

MATERIAL A METODY

V ramci experimentu boli vo vykurovanom skleniku pouzité a vysiate genetické zdroje
papriky ro¢nej (Capsicum annuum L.). Vysev konkrétnych genotypov Promontor F1 a Bodrog
sa uskutocnil zaciatkom februara do Specidlnych nadob. Nasledne boli v polovici maja vzidené
priesady vyjednotené a vysiate do nadob s objemom 10 litrov po 10 rastlin na nadobu. Rastliny
papriky sme najskor nechali v skleniku a nésledne premiestnili a pestovali v prirodzenych
klimatickych podmienkach. Predmetom vyskumu bolo sledovanie reakcie rastlin na podmienky
sucha, a preto sme pred zaciatkom fenofazy kvitnutia v rdmci oboch genotypov indukovali
vodny stres zamedzenim akejkol'vek zavlahy. Taktiez sme na listy Casti rastlin, vystavenych
postupnej dehydratacii aplikovali postrek brassinolidom (Sigma-Aldrich, USA). Po ukonceni
experimentalnych merani v rdmci vodného stresu sme nastavili podmienky pre rehydrataciu
dehydratovanych rastlin sledovanych genotypov.

Charakteristika genotypov papriky:

Genotyp Promontor F1 je indeterminantny hybrid s rychlou intenzitou rastu a je uréena
na rychlenie i na polné pestovanie. Ma vysoky urodovy potencidl, vyzaduje intenzivne
pestovatel'ské podmienky. Rastliny tvoria mohutnu korefiov ststavu a pevné vetvenie, hybrid
je odolny voéi stresu. Plody majt predizeny kuZelovity tvar, st previslé, mimoriadne vel’ké,
sladké, dobrej chuti s priemernou hmotnostou 120-150 g. V trhovej (zberovej) zrelosti su
svetlozelené, v botanickej (semennej) zrelosti Cervené.

Genotyp Bodrog je indeterminantny hybrid, uréeny na pol'né pestovanie, ale i na
rychlenie vo vykurovanych aj v nevykurovanych foliovych krytoch pocas celého roka
(v kazdom ro¢nom obdobi) aj do chladnejSich podmienok. Dobre znédsa nizky slnecny svit,
oplodnenie kvetov je spolahlivé aj v zime pri nedostatku svetla. Pre menSiu narocnost’ na
svetelné podmienky je vhodnd i na jesenné a zimné rychlenie. Hybrid je odolny voci stresu,
rastliny tvoria pevnu stonku a vetvenie, plody nie su nachylné k zdrobnateniu.

Koncentraciu asimilaénych pigmentov v listoch papriky sme stanovili
spektrofotometrickou metdédou /9/. PocCas experimentu sme stanovili obsah asimilacnych
pigmentov meranim absorbancie aceténového extraktu pri vinovych dizkach 663 nm (chlorofyl
a), 647 nm (chlorofyl b) a 470 nm (celkové karotenoidy). Koncentracie jednotlivych pigmentov
boli vypocitané v mg.I'! a nasledne prepocitané na jednotku listovej plochy (mg.m™).
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Merania obsahu chlorofylov chlorofylmetrom su na rozdiel od klasického
spektrofotometrického merania nedestrukéné. Na tento tcel bol pouzity chlorofylmeter typu
SPAD-502, ktorym sme zmerali obsah chlorofylu a a b v listoch v relativnych hodnotéch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas dehydratacie bolo sledovanych viacero fyziologickych parametrov, indukujtcich
vodny stres rastlin, pricom tento prispevok je zamerany hlavne na zmeny v obsahu
asimilacnych pigmentov pocas dehydratécie rastlin papriky s ohladom na d’alSie parametre,
ktoré boli signdlom pre zmeny typické pre prebiehajuci stres v rastlinach. Namerané hodnoty
sledovanych fyziologickych parametrov stresovanych rastlin papriky st uvedené v tabul’ke 1.

chlorofyl | chlorofyl .
GENOTYPY Chlorofyl a b fy a +bfy karotenoidy | chlorofyl Ch;iLOfYI
Obdobie merania [mg.m?] |[mg.m?]|[mg.m?]| [mgm?] alb karotenoidy
BODROG zadiatok 1 55 5 1299 | 4663 106,6 2.4 44
dehydratécie
koniec Stres 64,1 158,3 222.5 263,9 0,4 0,8
dehydratacie B-S 74,5 74,0 148,5 227.9 1,0 0,7
) Stres 195,3 42.4 237,7 79,1 4,6 3,0
rehydratacia
B-S 202,9 61,0 264,0 77,4 3,3 3,4
PROMONTOR | zaciatok
F1 dehydraticie 308.3 120,8 4291 105,7 2,6 4,1
koniec Stres 53,7 110,7 164.4 173,1 0,5 1,0
dehydratacie B-S 73,8 184,5 | 2582 168,2 0,4 1,5
) Stres 201,1 29,6 230,7 87,6 6,8 2,6
rehydratacia
B-S 187,6 60,1 247.8 71,0 3,1 3,5

Tab. 1: Priemerny obsah asimilacnych pigmentov v listoch papriky pocas dehydratacie.

Z nich vyplyva, ze po preruseni zalievky a navodeni postupnej dehydratacie zamedzenim
akejkol'vek zalievky boli zistené zmeny v obsahu asimilacnych pigmentov. Na zaklade
dostupnych zdrojov /3/ bol zisteny signifikantne vyssi obsah karotenoidov aj u rastlin paradajok
osetrenych BS pri strese suchom v porovnani s kontrolnymi rastlinami. Podobny trend bol
zaznamenany aj v naSom experimente. Stratu pigmentov mozno povazovat za indikator
nedostatku vody a starnutia /6/.

Graf 1: Priemerné hodnoty SPAD-cisla v listoch papriky genotypu Promontor F1 a Bodrog.
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Hodnota SPAD predstavuje bezrozmerné Cislo, ktoré sa vypocita na zéklade kvantity
svetla, ktoré je transmitované listom v dvoch vinovych diZkach, pri¢om absorpcia chlorofylov
jerozdielna. V ramci genotypov Promontor F1 a Bodrog bol zaznamenany pokles asimila¢nych
pigmentov v podmienkach vodného stresu, pricom vysSie hodnoty SPAD cisla boli
v podmienkach sucha zaznamenané po aplikdcii brassinosteroidov (graf 1) v porovnani
s rastlinami bez brassinolidu.

ZAVER

Pocas dehydratacie rastlin papriky boli zistené zmeny v obsahu asimilacnych pigmentov.
Obsah chlorofylu ,,a* bol vyraznejsie znizeny vplyvom stresu zo sucha, naopak vyssie hodnoty
pigmentov boli namerané pri karotenoidoch pri rastlinich, vystavenych dehydratacii po
aplikacii brassinosteroidov v porovnani s kontrolou. Po opédtovnej rehydratécii bol pozorovany
stiipajuci trend sledovanych hodnét asimilacnych pigmentov aj hodnot SPAD-¢isla.
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