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ABSTRACT

Phytoremediation technology is effective, non-invasive method used for removing of environmental contamination. The work compares
the capability of toxic heavy metals Cd and Pb uptake by roots and aboveground tissues of micropropagated plantlets from selected hybrid
aspen and rowan tree growing in trial plots in emission areas in the Ore Mountains. The two tested clones of rowan tree and hybrid aspen
can accumulate high concentrations of toxic metals Cd (800 - 1,500 mg.kg') and Pb (5,000 - 13,000 mg.kg") in roots, in addition hybrid
aspen accumulated more than 100 mg.kg"' Cd in stem. Both clones are characterized by ability to grow well in the extreme site conditions.
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uvoD

V poslednich letech se do poptedi zajmu ve vyspélych primys-
lovych zemich dostava otazka mozné obnovy ptud kontaminova-
nych tézkymi kovy (MCGRATH 1998, SALT et al. 1998, MARMIROLI
et al. 2003). Velmi slibné, ekologicky Setrné a ekonomicky vyhodné
se jevi moznost vyuzit rostliny s fytoremediacni schopnosti (ARTHUR
et al. 2005). Byly zpracovany studie, které dokazuji schopnost
nékterych rostlin odebirat, akumulovat piipadné transformovat, degra-
dovat nebo detoxifikovat rizna xenobiotika, jako jsou organické
a anorganické slouceniny nebo tézké kovy z pudy (LOMBI et al.
2001). Rostliny vhodné pro fytoremediacni ucely by se mély vyzna-
¢ovat rychlym rstem, vysokou toleranci az resistenci k biotoxintim
avysokou akumulaéni schopnosti zvlasté v nadzemni ¢asti (GARBISU,
ALCORTA 2001, LASSAT 2002). Cilem vyzkumu v oblasti fytoreme-
diaci je také identifikace rostlinnych druht, které se oznacuji jako
hyperakumulatory a maji schopnost akumulovat ve svych pletivech
velké mnozstvi xenobiotik (BROWN et al. 1994). Je mozné ptedpo-
kladat, ze rostliny, které dlouhodobé¢ ptezivaji v imisnich oblastech,
splnuji vySe popsané pozadavky. Vyuziti vysoce efektivnich druhi
rostlin pro detoxifikaci pid urychli vyzkum akumulaéni/detoxifikac-
ni kapacity rostlin, jejich rychlé mnozeni za pomoci biotechnolo-
gickych metod, ale i vyslechténi rostlin se specifickou selektivitou
na kontaminanty (BAKER et al. 2000).

Topol osika a hybridni topol osika patii mezi Casto vyuzivané
dfeviny pro biotechnologické postupy (JOACHIM 1991, Dix et al. 1997,
MALA et al. 2006). Pro fytoremediac¢ni studii byly vyuzity dvé navza-
jem srovnatelné modelové dfeviny - hybridni topol osika a jefab
ptaci. Oba druhy rostou jiz desetileti v nejvice imisemi zasazenych
oblastech CR, v Kru$nych horach a zarovei lze oba druhy tsp&s-
n¢ reprodukovat mikropropaga¢nimi technikami a je tedy mozné je
s uspéchem vyuzit i pro genetické inzenyrstvi (STETTLER et al. 1996,
MALA et al. 2006).
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V experimentech bylo provedeno srovnani schopnosti akumu-
lace tézkych kovi v kotfenech a nadzemni ¢asti mikropropagova-
nych rostlin perspektivnich klonti hybridniho topolu osiky a jetabu
ptaciho rostoucich na vyzkumnych plochach v imisnich oblastech
Krusnych hor.

MATERIAL A METODY

Rostlinny material

Na jate 2004 byly odebrany dormantni pupeny z vybranych
24letych klont hybridni osiky a jetabu ptaciho rostoucich na 4 prove-
mikropropagacni metodou, ktera se osvédcila pro klonové mnozeni
zejména listnatych dfevin, je organogeneze. Touto metodou byly
zalozeny primarni kultury, které jsou dale udrzovany v explantatové
bance Vyzkumného tstavu lesniho hospodaistvi a myslivosti, v. v. 1.
Pro studium adsorbce tézkych kovt byly pouzity klon €. 5 hybridni-
ho topolu osiky a klon €. 26 jefabu ptaciho.

Piiprava vypéstki in vitro

Multiplikované vyhony z explantatovych kultur byly zakotfenova-
ny na 3x fedéném agarovém MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) médiu
doplnéném o IBA (kyselina indolyl-3-maselnd) 0,6 mg.l"". Kultury
byly péstovany pii 24 °C, 16hodinové fotoperiod¢ a bilém fluores-
cencnim svétle. Zakotenéné vypéstky byly péstovany hydroponicky
v 10% roztoku MS soli. Pro dalsi pokusy byly pouzity rostliny dosa-
hujici v nadzemni ¢asti cca 25 cm a s kofeny o délce cca 30 cm.

Kultivace vypéstki in vitro v roztoku soli tézkych kovi
Vypéstky in vitro byly péstovany v hydroponii v semiste-
rilnich podminkéach. Jako hydroponicky roztok byl pouzit 10%
roztok MS soli doplnény 0,1 mM nebo 0,5 mM Cd (CH,COO0),.3H,0
a Pb(CH,COO0),.3H,0, pH 5,6 bylo upraveno pomoci 1,0 N KOH
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Casovy pribéh akumulace Cd (mg.kg") v kofenech hybridni osiky
hydroponicky péstované v 0,1 a 0,5 mM roztocich Cd(CH,CO0),.3H,0
Time course of Cd accumulation (mg.kg™') in roots of hybrid aspen
cultured in 0.1 and 0.5 mM of Cd(CH,C0O),.3H,0 solutions

(Sigma-Aldrich Co.). Od kazdého klonu bylo v intervalech 24, 48,
96 a 168 hod. postupné odebrano 6 rostlin, u nichz byl stanoven
obsah tézkych kovi v rostlinnych pletivech. Odbér byl proveden
pro ob¢ koncentrace u obou sledovanych tézkych kovi a soucasné
byla pro rozbor odebrana i kontrola. Statistické zpracovani vysledkt
bylo provedeno pomoci t-testu (n = 6).

Stanoveni obsahu téZkych kovi v rostlinach

Pro stanoveni obsahu tézkych kovl byla zvolena metoda ICP-
OES (Plasma Atomic Emission Spectroscopy - kvantitativni identifi-
kace na zakladé¢ charakteristického elektromagnetického zafeni emi-
tovaného pti deexcitaci vybuzenych atomu, resp. iontll) pouzivana
pro stanoveni prvkl v mineralizatech rostlinnych material.

Rostliny a kofeny byly pied analyzou vicekrat promyty demi-
neralizovanou vodou tak, aby se odstranila povrchové adherova-
na kontaminace tézkého kovu z roztoku a ptilnuté ¢astice perlitu.
Vzorky byly nasledné rozdrceny na jemny prasek a cca 0,5 g roz-
drcené hmoty bylo louhovano 20 minut ve sklenénych digestacnich
nadobdch ve 12ml smési koncentrované HNO, a koncentrované
H,0, (5 : 1 v/v) (Lach-Ner Ltd., Czech Republic). Vlastni analyzy
byly provedeny na pfistroji VARIAN 725-ES Radial, s detektorem
CCD, Echelleho polychromatorem a radialné pozorovanou indukéné
vazanou plazmou. Pfi analyze Pb byla hodnota vinové délky spek-
tralnich ¢ar 220,353 nm, u analyzy Cd byla hodnota 228,802 nm.

VYSLEDKY

Kvalitativni hodnoceni vypéstki in vitro

Rustové a morfologické charakteristiky klonti hybridniho topo-
lu osiky a jetabu ptaciho rostoucich v hydroponickych podminkach
s obsahem sledovanych tézkych kovt byly srovnatelné s kontrolnimi
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Casovy pribéh akumulace Cd (mg.kg") v nadzemni ¢asti hybridni osiky
hydroponicky péstované v 0,1 a 0,5 mM roztocich Cd(CH,CO0),.3H,0
Time course of Cd accumulation (mg.kg™") in aboveground parts of hyb-
rid aspen cultured in 0.1 and 0.5 mM of Cd(CH,CO0),.3H,0 solutions

rostlinami. V pribéhu kultivace nebyly pozorovany zadné zmény
ani na nadzemni ¢asti rostlin ani na kofenovém systému.

Kvantitativni stanoveni obsahu téZkych kovu
e Koncentrace Cd v rostlinnych pletivech hybridniho topolu

osiky

V kotenech i v nadzemni ¢asti hybridniho topolu osiky se obsah
Cd v zavislosti na ¢asu zvySoval téméf linearné. V kotenech v 0,1 mM
roztoku tézkého kovu doslo k navySeni obsahu Cd cca 2,5krat,
z vychozi koncentrace 173,9 mg.kg'! na 436,2 mg.kg! a v ptipadé
0,5 mM roztoku tézkého kovu doslo k navyseni cca 1,7krat, z vycho-
zi koncentrace 487,9 mg.kg! na 826,3 mg.kg! (graf 1a). V nadzemni
¢asti v 0,1 mM roztoku tézkého kovu doslo k navyseni obsahu Cd
cca 23krat, z vychozi koncentrace 5,4 mg.kg! na 126,4 mgkg'
a v piipadé 0,5 mM roztoku tézkého kovu doslo k navySeni cca
19krat, z vychozi koncentrace 4,6 mg.kg! na 86,2 mg.kg! (graf 1b).
Na zaklade¢ statistického zhodnoceni pomoci t-testu byly v kofenech
i v nadzemni ¢asti pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi
obéma sledovanymi koncentracemi (P = 0,01), v pfipadé kontrolnich
rostlin byl v obou ¢astech obsah Cd stanoven pod hranici detekce.
e Koncentrace Pb v rostlinnych pletivech hybridniho topolu osika

Obsah Pb se v kofenech hybridniho topolu osiky vyrazné zvySo-
val, v nadzemni ¢asti mélo zvySeni v sledovaném ¢asovém intervalu
linearni charakter. V pletivech kofent v 0,1 mM roztoku tézkého
kovu doslo k navySeni obsahu Pb cca 2,6krat, z vychozi koncent-
race 1 376 mg.kg"! na 3 568,9 mg.kg'! a v pfipadé 0,5 mM roztoku
tézkého kovu doslo k navySeni cca 2,4krat, z vychozi koncentrace
5 429,0 mg.kg! na 13 051,4 mg.kg' (graf 2a). V nadzemni ¢asti
v 0,1 mM roztoku tézkého kovu doslo k navySeni obsahu Pb cca
10,8krat, z vychozi koncentrace 4,6 mg.kg! na 49,8 mg.kg! a v pii-
padé 0,5 mM roztoku tézkého kovu doslo k navyseni cca 5,2krat,
z vychozi koncentrace 10,9 mg.kg' na 56,7 mgkg! (graf 2b).
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Casovy pribéh akumulace Pb (mg.kg') v kofenech hybrid-
ni osiky hydroponicky péstované v 0,1 a 0,5 mM roztocich
Pb(CH,C00),.3H,0

Time course of Pb accumulation (mg.kg™") in roots of aspen cultured
in 0.1 and 0.5 mM of Pb(CH,COO0),.3H,0 solutions

Na zéklad¢ vyhodnoceni pomoci t-testu byly pozorovany statisticky
vyznamné rozdily mezi obéma sledovanymi koncentracemi v obou
sledovanych ¢astech (P = 0,01), u kontrolnich rostlin byl obsah Pb
v kofenech i v nadzemni ¢asti pod hranici detekce.
e Koncentrace Cd v rostlinnych pletivech jefabu ptaciho

V kotenech a v nadzemni ¢asti jetabu ptaciho se obsah Cd ve sle-
dovaném ¢asovém intervalu zvySoval. V pletivech kofent v 0,1 mM
roztoku tézkého kovu doslo k navySeni obsahu Cd cca 5,4krat,
z vychozi koncentrace 83,0 mg.kg'! na 449,7 mg.kg' a v ptipadé
0,5 mM roztoku tézkého kovu doslo k navyseni cca 3krat, z vychozi
koncentrace 510,6 mg.kg! na 1 514,0 mg.kg! (graf 3a). V nadzem-
ni ¢asti v 0,1 mM roztoku tézkého kovu doslo k navySeni obsahu
Cd cca 4.,4krat, z vychozi koncentrace 0,41 mg.kg' na 1,8 mg.kg!
a v piipadé 0,5 mM roztoku téZzkého kovu doslo k navySeni cca
4,8krat, z vychozi koncentrace 0,6 mg.kg! na 2,88 mgkg!' (graf
3b). Na zakladé¢ statistického zhodnoceni byly zjistény statisticky
vyznamné rozdily mezi obéma sledovanymi koncentracemi u kote-
nové i nadzemni ¢asti (P =0,01), v pfipadé kontrolnich rostlin nebyl
v kofenech ani v nadzemni ¢asti stanoven zadny obsah Cd.
e Koncentrace Pb v rostlinnych pletivech jefabu ptaciho

Obsah Pb se v kofenech jefabu ptaciho a pii 0,1 mM koncentraci
tézkého kovu zvySoval linearné. V 0,1 mM roztoku tézkého kovu doslo
k navySeni obsahu Pb cca 2,5krat, z vychozi koncentrace 249,4 mg.kg!
na 625 mgkg! a v piipadé 0,5 mM roztoku t&Zkého kovu doslo
k navySeni cca 2,2krat, z vychozi koncentrace 2 577,0 mg.kg!
na 5 728,3 mgkg! (graf 4a). V nadzemni ¢asti v piipadé 0,1 mM
roztoku t€zkého kovu nebyl béhem prvnich dvou odbéri detekovan
zadny obsah Pb, v dalsich odbérech (96 hod. a 168 hod.) byl sta-
noven obsah Pb na 1,8 mg.kg! a 2,2 mg.kg'!. Pfi pouziti 0,5 mM
roztoku tézkého kovu byl obsah Pb v rostlinném pletivu v prameé-
ru 3,4 mg.kg!' (graf 4b). Na zéklad¢ statistického zhodno-
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Casovy probéh akumulace Pb (mgkg') v nadzemni &asti hyb-
ridni osiky hydroponicky péstované v 0,1 a 0,5 mM roztocich
Pb(CH,C00),.3H,0

Time course of Pb accumulation (mg.kg') in aboveground parts
of aspen cultured in 0.1 and 0.5 mM of Pb(CH,COO),.3H,0 solutions

ceni byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi obéma
sledovanymi koncentracemi u obou sledovanych ¢asti (P = 0,01),
u kontrolnich rostlin nebyl v kotfenech i v nadzemni ¢asti stanoven
zadny obsah Pb.

DISKUSE

V soucasnych primyslové vyspélych zemi se do poptedi zajmu
ekologickych aktivit dostdvd moznost vyuziti rychle rostoucich les-
nich dfevin s vysokou schopnosti akumulace toxickych slouc¢enin
(LomBI et al. 2001). Perspektivni se jevi pfedevsim rostliny se selek-
tivni schopnosti delsi dobu akumulovat té¢zké kovy bez viditelné-
ho poskozeni ¢i retardace rtstu (RASKIN et al. 1997, LASAT 2002).
V soucasnosti jiz byly stanoveny latentni akumulace tézkych kova
v pletivech pro 200 druht rostlin (ZENK 1996, VACEK et al. 2006).
Rychle rostouci pionyrské dfeviny, jako jsou hybridni topol osika
a jetab ptaci, by se mohly uspé$né vyuzit pro odstraiiovani znecist'u-
jicich latek z prosttedi véetné tézkych kovt z pid (Dix et al. 1997).
Tyto druhy jsou vhodné i pro mnozeni pomoci mikropropagacnich
technik a mohly by byt tedy i s vyhodou vyuzity pro fytoremediacni
vysadby (MALA et al. 2006). Pro podobné ucely popsali vyuziti rodu
Salix STOLTZ a GREGER (2002). FRENCH et al. (2006) na zaklade
ttiletych fytoremediacnich pokust s rostlinami rodu Salix, Popu-
lus a Alnus popsali vyrazné snizeni obsahu méné mobilnich prvki
(Cd a Zn) v kontaminovanych padach.

V provadénych pokusech se srovnavala fytoremediacni schop-
nost dvou druhi (hybridni topol osika a jefab ptaci) pro dva toxické
tézké kovy (Cd a Pb). Vybrané klony obou druhi pochézely z vyse-
lektovanych stromi rostoucich na imisemi ohrozenych provenienc-
nich plochach v Krusnych horach (MALA et al. 2006). Rostliny byly
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Casovy pribéh akumulace Cd (mg.kg') v kofenech jefabu pta-
¢tho hydroponicky péstované¢ho v 0,1 a 0,5 mM roztocich
Cd(CH,C00),.3H,0

Time course of Cd accumulation (mg.kg") in roots of rowan tree cul-
tured in 0.1 and 0.5 mM of Cd(CH,C0OO),.3H,0 solutions
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Casovy prabéh akumulace Pb (mgkg') v kofenech jefdbu pta-
¢tho hydroponicky péstovaného v 0,1 a 0,5 mM roztocich
Pb(CH,C00),.3H,0

Time course of Pb accumulation (mg.kg"') in roots of rowan tree
cultured in 0.1 and 0.5 mM of Pb(CH,COO),.3H,0 solutions
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Casovy prabéh akumulace Cd (mgkg') v nadzemni &asti jefa-
bu ptaciho hydroponicky péstovan¢ho v 0,1 a 0,5 mM roztocich
Cd(CH,C00),.3H,0

Time course of Cd accumulation (mg.kg') in aboveground parts
of rowan tree cultured in 0.1 and 0.5 mM of Cd(CH,COO0),.3H,0
solutions
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Casovy prabéh akumulace Pb (mgkg') v nadzemni &asti jeta-
bu ptaciho hydroponicky péstovaného v 0,1 a 0,5 mM roztocich
Pb(CH,C00),.3H,0

Time course of Pb accumulation (mg.kg™') in aboveground parts
of rowan tree cultured in 0.1 and 0.5 mM of Pb(CH,COO0),.3H,0
solutions
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namnozeny pomoci metody in vitro (organogeneze), aby byl odstra-
nén vliv genotypu a z divodu odstranéni vlivu edafonu byly péstova-
ny v semisterilnich hydroponickych podminkach (MARSCHNER et al.
1996, WHITING et al. 2001). Pouzité koncentrace tézkych kovi a pH
pouzivanych hydroponickych roztokt byly stanoveny na zaklad¢ jiz
dtive provedenych pokust, kde byly vyhodnoceny jako nejvhodné;j-
$i z hlediska akumulaéni kapacity rostlin (KAHLE 1993, KALISOVA-
SPIROCHOVA et al. 2003). Z vysledki experimentt vyplyva, ze byly
vyznamné rozdily jak v akumulaci, tak i translokaci tézkych kovil
u sledovanych klont lesnich dievin. Pb i Cd byly akumulovany
predevsim v pletivech kotent a jejich koncentrace se linearné zvy-
Sovala v souvislosti s délkou experimentu. Hybridni topol osika ve
srovnani s jetabem pta¢im vykazoval vyssi akumulacni schopnost
obou tézkych kovi. Pb se vétSinou akumulovalo v pletivech kotent
obou klonu, zatimco v nadzemni ¢asti linearn¢ vzrustal obsah Cd
(tab. 1, 2). Zjisténa rozdilnd dynamika distribuce Cd a Pb v rostlin-
nych pletivech hybridniho topolu osiky a jefabu ptaciho byla popsa-
na i u dvou klont Salix (VANDECASTEELE et al. 2005). Pfevazujici
akumulace Pb v kotenech klond hybridniho topolu osiky a jetabu
ptaciho by mohla byt vysvétlena tvorbou malo rozpustnych slouce-
nin v prub¢hu procesu detoxifikace kovi a jejich ukladani v bunikach
(HALL 2002).

ZAVER

Fytoremediace jako technologie pro odstraiiovani kontamina-
ci z zivotniho prostfedi se vyznacuje efektivnosti a ekologickou
Setrnosti. Oba testované klony hybridni osiky i jetabu ptaciho
mohou v kofenech akumulovat vysoké koncentrace toxickych kovu,
Cd (800 — 1 500 mg.kg') a Pb (5 000 — 13 000 mg.kg"'), klon
hybridniho topolu osiky akumuloval téZ v nadzemni ¢asti vice nez
100 mg.kg' Cd. Oba testované klony se vyznacovaly schopnosti
velmi dobrého ristu v extrémnich podminkach na ptvodnich stano-
vistich. Popsany experiment je mozné vyuzit jako vhodny modelovy
systém pro testovani genotypt vyznacujicich se toleranci k tézkym
kovim a vysokou schopnosti akumulace tézkych kovu.

Podékovani:
Piispévek vznikl v ramci projekti MSMT ¢&. 2B06187 a OC118.
a VZ 0002070202.
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COMPARISON OF ACCUMULATION CAPABILITIES OF HYBRID ASPEN AND ROWAN

SUMMARY

The restoration of soils contaminated by toxic heavy metals represents a major task of environmental policy of all industrial countries
(MCGRATH 1998, SALT et al. 1998, MARMIROLI et al. 2003). The use of plants for phytoremediation purposes appears as a promising,
environmentally friendly and cost-effective approach (ARTHUR et al. 2005). Aspen (Populus tremula) and especially hybrid aspen (Populus
tremula x P. tremuloides) together with rowan tree (Sorbus aucuparia) represent mutually comparable model soil-cleaning trees
for phytoremediation. The reasons for their choice for phytoremediation study are: both species survive for decennia in forest areas
of the Ore Mountains, the most contaminated region of the Czech Republic, and both are amenable to tissue culturing, micropropagation
techniques, and genetic engineering. Micropropagated plantlets derived from selected clones of the hybrid aspen (Populus tremula x Popu-
lus tremuloides) and the rowan tree (Sorbus aucuparia) were used to determine the uptake of Cd and Pb. Samples of roots and aboveground
parts from plantlets grown in aseptic conditions in hydroponic media supplemented by the heavy metal salts were taken at 24, 48, 96,
and 168 hrs. The concentrations and distributions of the accumulated metals were determined using the ICP-OES method. Generally,
amounts of accumulated Cd and Pb increased linearly and were higher in the roots than in aboveground parts of both clones at all inter-
vals (Cd on average in hybrid aspen 800 mg.kg™', in rowan tree 15,000 mg.kg'; Pb on average in hybrid aspen 13,000 mg.kg"' and in
rowan tree 5,000 mg.kg™"). The hybrid aspen clone, however, accumulated in aboveground parts higher amounts of Cd (cca 100 mg.kg™")
than Pb (cca 50 mg.kg'). The amounts of Pb and Cd were much lower in rowan tree clone (about 3 mg.kg"! of both metals). It could be
concluded that hybrid aspen displayed high efficacy of uptake of Cd and Pb. It represents a prospective tree for phytoremediation of pol-
luted soils. Described model system may serve as a valuable tool for initial testing of genotypes for high tolerance and accumulating of heavy
metals.
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