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APPLICATION OF A SHORT-TIME HYDROPONICS
FOR SELECTION OF APPROPRIATE DECIDUOUS
WOODY PLANTS SPECIES FOR REMEDIATION
PURPOSES

Abstract

A rapid trial of accumulation capacities for heavy metals Pb, Cd, and Cr of selected
fast-growing deciduous woody plant species is presented. The Sorbus aucuparia,
Populus tremula x P. tremuloides, Salix x blanda, S. viminalis, S. miyabeana, and
S. elbursensis were clonally micropropagated by induction of organogenesis. Samples
of roots and aboveground parts from plantlets grown in aseptic conditions in agar
semisolid substrate and hydroponics media supplemented by the heavy metal salts
were taken at 2, 4, and 8 days of cultivation. The concentrations and distributions of
the accumulated metals were determined using the ICP-OES method and verified
by autoradiography.

Practically, amounts of accumulated heavy metals increased linearly up to the end
of the experiment and were higher in the roots than in aboveground parts in both,
the agar cultures and hydroponics. It could be concluded that all tested species
displayed a high eflicacy of metal uptake and could represent prospective trees for
phytoremediation of polluted soils.

Key words:  phytoremediation, heavy metals accumulation, hybrid aspen,
rowan tree, micropropagation
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CiL METODIKY

Cilem metodiky je vyuziti kultivace na agarovém substratu a v hydroponii pro tes-
tovani schopnosti akumulovat ionty tézkych kovt (Pb, Cd, Cr) u vybranych rychle
rostoucich druhtl listnatych dfevin nésledné vyuzitelnych pro remediace kontami-
novanych pud.

UvobD

V Ceské republice se nachézeji relativné rozsahlé lokality kontaminované pri-
myslovym spadem, nebo se jedna o extenzivni vysypky a tlozisté elektrarenskych,
dilnich a ¢istirenskych kald, pripadné jinych odpadu, které obsahuji toxické lat-
ky. K nejzévaznéjsim kontaminantim majicim pfimy negativni dopad na zdravi

Foto 1: Testovaci plocha na vysypce v TiSicich



nélezeji ionty tézkych kovi, z nich pfedev$im Pb, Cd a Cr. Dekontaminace téchto
lokalit a jejich navraceni pro lesnické, zemédélské nebo krajinotvorné ucely ma pro-
to stézejni vyznam pro celkové ozdraveni Zivotniho prostredi. Jako nejefektivnéjsi
zpusob dekontaminace ptid in situ se nabizi fytoremediace, vyuziti rostlin s vyznaé-
nou schopnosti translokovat kontaminujici latky z ptidy a akumulovat je ve svych
pletivech (CUNNINGHAM, Ow 1996, PRASAD, FREITAS 2003).

Optimalni jak z hlediska ekonomického, tak dekontaminac¢ni efektivity se jevi
vyuziti rychlerostoucich listnatych dfevin, které zaroven vykazuji vysokou schop-
nost akumulace tézkych kovii ve svych pletivech. Nejvice byly doposud studovany
rtizné druhy vrb (Salix spp.), které tyto pozadavky splnuji a navic vytvareji kfovinné
porosty, takze v relativné kratké dobé mohou pokryt i rozsahlejsi plochy nutri¢né
méné hodnotnych ptid charakteristickych pravé pro vysypky a odkalisté, na nichz
se jen tézko uchycuji jiné druhy dfevin (MAXTED et al. 2007), viz foto 1. Tam, kde je
zapotiebi udrzet pudni reliéf (zabrana eroze a snosu ptid) a zachovat hydrologické
poméry (pokles podzemnich vodnich zasob), se jako nejvhodnéjsi ukazaly hluboko
korenici dfeviny zejména rodu Populus spp. (LAUREYSENS et al. 2004, KING et al.
2006).

Remediac¢ni vlastnosti byly studovany u jetabu ptaciho (Sorbus aucuparia) a kanad-
ského topolu osikovitého (Populus tremula x P. tremuloides) uspé$né rostoucich na
imisné zatizenych ptiddch v Krudnych horach (MALA et al. 2006, MALA et al. 2007)
a dale u stromovych vrb Salix x blanda a S. viminalis a kefovych vrb S. miyabeana
a S. elbursensis z elektrarenského odkalisté ve Vysocanech na Chomutovsku (MALA
et al. 2010).

VLASTNI POPIS METODIKY

1. Mikropropagace testovanych druhu dfevin

Rostlinny material pro testovani akumulace iontt tézkych kovi Ize v dostate¢ném
mnozstvi klonové namnozit standardizovanym mikropropaga¢nim postupem in
vitro (indukci organogeneze) z dormantnich pupent odebiranych v jarnim (bre-
zen, duben) nebo podzimnim (Fijen, listopad) terminu z rodi¢ovskych stromu.
Pupeny se jednotlivé sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo, Bochemie,
a. s., CR) a tiikrat promyji sterilni destilovanou vodou. Vnéjsi Supiny pupent se
sterilné odstrani a extirpované vzrostné vrcholy se umisti na induk¢ni agarové ziv-
né médium pripravené v poméru 6 g agaru (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)



na 1 000 ml Zivného média a pInéné po 50 ml do Ehrlenmeyerovych 100ml banék.
Kultury explantétti jsou umistény v kultivaénich mistnostech, kde se udrzuji defi-
nované podminky (viz nize).

la. Indukce organogeneze a multiplikace

Jerab ptaci

Slozeni induk¢niho média: modifikované médium WPM (viz tab. 2), BAP
0,2 mg.l", IBA 0,1 mg.l”, glutamin 10 mg.I". Po vytvofeni prvnich vyhoni se
kultury presadi na multiplika¢ni médium.

Slozeni multiplikaéniho média: modifikované médium MS (viz tab. 1), BAP
0,2 mg.l*, IBA 0,1 mg.l", glutamin 100 mg.I"". Pro uspé$nou kultivaci je tfeba po
3 - 4 tydnech presazovat kultury na Cerstva média.

Podminky kultivace: teplota: 24 °C, bilé fluorescen¢ni svétlo (30 pmol m=s™),
doba osvitu 16 hodin

Osika a hybridni osika

Slozeni indukéniho média: modifikované médium MS (viz tab. 1), BAP 0,2 mg.
I, IBA 0,1 mg.l"!, glutamin 10 mg.l". Po vytvoreni prvnich vyhont se kultury
presadi na multiplikaé¢ni médium.

Slozeni multiplika¢niho média: modifikované médium MS (viz tab. 1), BAP
0,2 mgl', IBA 0,1 mg.l", glutamin 10 mg.1". Pro Gspésnou kultivaci je tfeba po
3 - 4 tydnech presazovat kultury na Cerstva média.

Podminky kultivace: teplota: 24 °C, bilé fluorescen¢ni svétlo (30 pmol m=2s"),
doba osvitu 16 hodin

Vrby

Slozeni induk¢niho média: modifikované médium WPM (viz tab. 2), BAP
0,2 mgl", IBA 0,1 mgl”, glutamin 10 mg.I". Po vytvofeni prvnich vyhoni se
kultury presadi na multiplika¢ni médium.

Slozeni multiplika¢niho média: modifikované médium MS (viz tab. 1), BAP
0,2 mg.l?, IBA 0,1 mg.l", glutamin 200 mg.l", kaseinovy hydrolyzat 200 mg.I'".
Pro uspésnou kultivaci je tfeba po 3 - 4 tydnech presazovat kultury na cerstva
meédia.

Podminky kultivace: teplota: 24 °C, bilé fluorescen¢ni svétlo (30 umol m™. s'),
doba osvitu 16 hodin



Tab. 1: MURASHIGE a Skooc médium

Mikroelementy mg . I
CoCl,.6H,0 0,025
CuSO,.5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H,BO, 6,20
Ki 0,83
MnSO,.H,0 16,90
Na,MoO,.2H,0 0,25
ZnS0O,.7H,0 8,60
Makroelementy mg . I
CaCl, 332,02
KH,PO, 170,00
KNO, 1900,00
MgSO, 180,54
NH,NO, 1 650,00
Vitaminy mg. I
Glycine 2,00
Myo-Inositol 100,00
Nicotinic acid 0,50
Pyridoxine HCI 0,50
Thiamine HCI 0,10

o 1b. Zakorenovani

K zakofenéni je vhodné pouzit vyhony o délce cca 4 cm. Zakofenovani je u véech
testovanych druhti jednostupiiové, médium je pro vSechny testované druhy stejné.

- Slozeni zakotenovaciho média: zdkladni médium MS (fedéni 1 : 3, destilovana
voda), 0,5 mg.I*IBA. V prabéhu 3 - 4 tydnd se vytvori na agarovém médiu
koteny.

- Podminky kultivace: teplota: 24 °C, bilé fluorescen¢ni svétlo (30 pmol m=. s),
doba osvitu 16 hodin
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Tab. 2: Woody Plant médium

Mikroelementy mg . I
CuSO,.5H,0 0,25
FeNaEDTA 36,70
H.,BO, 6,20
MnSO,.H,O 22,30
Na,MoO,.2H,0 0,25
Zn80,.7H,0 8,60
Makroelementy mg . I
CaCl, 72,50
Ca(NO,).2H,0 471,26
KH,PO, 170,00
K,SO, 990,00
MgSO, 180,54
NH,NO, 400,00
Vitaminy mg . I
Glycine 2,00
Myo-Inositol 100,00
Nicotinic acid 0,50
Pyridoxine HCI 0,50
Thiamine HCI 1,00

e 1c. Aklimatizace

Rostliny s cca 4cm kofeny se presazuji do 24bunkovych sadbovacii o rozmérech
352 mm x 216 mm x 100 mm (BCC HIKO V - 150, Stuewe & Sons, Inc., Tangent,
USA) naplnénych agroperlitem (Perlit Praha, spol. s r. 0.) a 2x tydné se zalévaji
zdkladnim médiem MS (fedéni 1 : 10, destilovana voda).

- Podminky kultivace: teplota 20 °C, bilé fluorescen¢ni svétlo (30 umol m= s),
doba osvitu 24 hodin, relativni vzdusna vlhkost 90%.

Vysvétlivky:

MS — médium podle MurasHIGE a Skooca (1962); BAP — 6-benzylaminopurin (PCC tested,
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA); IBA — B-indolylmaselna kyselina (PCC tested, Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA); WPM — Woody Plant médium podle LLoypa (1981)
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2. Testovani akumulace ionta tézkych kovi Pb, Cd a Cr

Schopnost akumulovat ionty tézkych kovi Pb, Cd a Cr byla porovnavana u vyse
uvedenych druht listnatych dfevin kultivovanych v agarovém substratu a v hydro-
ponii. Rust a morfologicky vyvoj byl u vSech rostlin kultivovanych obéma zptisoby
s tézkymi kovy srovnatelny s kontrolami (média bez soli tézkych kovii).

o 2a. Agarovy substrat

Zakotenéné rostliny rostouci v agarovém substratu (viz 1b) se zaliji jednorazové
roztokem soli jednotlivych tézkych kovi*. Pro kvantifikaci a stanoveni dynamiky
akumulace iontti tézkych kova se rostliny odebiraji ve vybranych intervalech po
dni zélivky**. Pred analyzou se kofeny promyji 10 minut pod tekouci vodou, aby se
z jejich povrchu odstranily adsorbované zbytky soli kovi.

- Podminky kultivace: viz 1b.

o 2b. Hydroponie

Aklimatizované rostliny s cca 15cm kofeny a nadzemni ¢asti cca 10 — 15 cm (tj.
asi za 4 - 6 tydnt kultivace) se z agroperlitového substratu (viz 1c) prenesou do
hydroponického roztoku (roztok makro-, mikroelementtt MS média v koncentraci
1: 10, pH 5,8) vhodnych (doporucenych) soli jednotlivych tézkych kovi*, foto 2.
Pfed umisténim do hydroponie se kofeny promyji 10 minut pod tekouci vodou. Pro
kvantifikaci a stanoveni dynamiky akumulace tézkych kovi se rostliny odebiraji ve
vhodnych (doporucdenych) intervalech po dni zalivky**.

- Podminky kultivace: viz 1c.

Doporuceni:

*) doporucené sole téZkych kovd: Pb(NO,),, Cd(NO,),.9H,0, Cr(NO,),.4H,0
doporucené koncentrace soli tézkych kovd: 0,1 mM, 0,5 mM

**) doporucené intervaly odbéru: 2., 4., 8. den
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Foto 2: Kultivace vrb v hydroponii

3. Stanoveni mnozstvi akumulovanych tézkych kovi Pb, Cd a Cr

o 3a. Atomova emisni spektroskopie

Akumulovany obsah ionti tézkych kovii se oddélené stanovuje v kofenovych a nad-
zemnich ¢astech. Odebrané rostliny z agaru i z hydroponie se promyji 10 minut pod
tekouci vodou, aby se odstranily nespecificky adsorbované zbytky soli kovti z jejich
povrchu. Rostlinny material se susi 24 hodin pti 80 °C. Po rozdrceni v homogeniza-
toru se odeberou vzorky o hmotnosti kolem 0,5 g a podrobi se degradaci ve smési
koncentrované HNO, a nefedéného H,O, (v objemovém poméru 5 : 1) (Lach-Ner
Ltd. Ceskd republika) po dobu 20 minut v digestoti se spusténym odtahem. Roz-
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klad vzorku se ukondi v mikrovlnném zatizeni MDS 2000 (CEM, USA). Rozklad se
provadi ve dvou fazich: 1. faze - 5 min., vykon 434 W, tlak 275,8 kPa; 10 min., vykon
434 'W, tlak 827,4 kPa; 10 min. chlazeni. 2. fdze - 5 min., vykon 602 W, tlak 275,8 kPa;
5 min., vykon 602 W, tlak 551,6 kPa; 10 min., vykon 602 W, tlak 827,4 kPa; 15 min.,
vykon 602 W, 1172,2 kPa; 10 min. chlazeni. Po ochlazeni se vzorky rozpusti v de-
ionizované vodé a objemové doplni na 50 ml. Obsah kovu se stanovuje atomovou
emisni spektroskopii (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy,
ICP-OES) (Varian, Australia).

o 3b. Autoradiografie

Akumulace a translokace iontt tézkych kovii byla ovérena autoradiograficky. Rostli-
ny byly kultivovany v hydroponickém roztoku (roztok makro-, mikroelementtt MS
média v koncentraci : 10) s 2°Pb a 'Cd (o aktivitach 2 MBq.I") (CMI - Inspektorat
pro ionizujici zafeni, Praha). Analyzovany rostlinny material byl promyt v 1,0 M
roztoku neradioaktivnich soli tézkych kovill a v deionizované vodé a ususen pri
25 °C. Vylisované vzorky byly umistény do expozi¢ni kazety (Exposure Cassette,
Amersham Biosciences, USA). Po 12 hodinach expozice (Kodak Storage Phosphor
Screen S 230) byla radioaktivita identifikovana laserovou fluorescenci (Typhoon
Imager, Amersham Biosciences, USA). Vysledky byly vyhodnoceny programem
Image Quant TL. Potvrdilo se, Ze radioaktivni isotopy tézkych kovii se akumuluji
hlavné v kofenovém systému a v mensi mife jsou translokovany do nadzemnich
¢asti, zejména do rapikd, listové Zilnatiny i do mezofylu, viz foto 3 - 4.

SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost postupil spociva:

1. v origindlnim vyuziti mikropropagovaného (indukci organogeneze z dormant-
nich pupent rodic¢ovskych stromil), klonové namnozeného a tedy genetic-
ky identifikovaného rostlinného materialu (vypéstkt in vitro, explantatti) pro
rychlé testovani schopnosti dfevin akumulovat tézké kovy;

2. v zavedeni kultivace testovanych rostlin v agarovém substratu a v hydroponii,
coz dovoluje moznost manipulovat s koncentracemi soli tézkych kovti, nastavit
vhodné a standardni podminky kultivace.

14



Foto 3: Autoradiografie translokace a akumulace nuklidu 2'°Pb v rostlinach jefabu
ptaciho (vlevo) a kanadského topolu osikovitého (vpravo)

Foto 4: Autoradiografie translokace a akumulace nuklidu 2'°Pb v rostlinach jefabu
ptaciho (vlevo) a kanadského topolu osikovitého (vpravo)
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POPIS UPLATNENI METODIKY

Pro remedia¢ni ucely lze s vyhodou vyuzit dfeviny prizptisobené rustu v pramys-
lové znecisténych regionech. Vybrané vhodné druhy, piipadné klony, Ize efektiv-
né namnozit mikropropaga¢nimi postupy (osvédcila se indukce organogeneze
z adventivnich pupent) a jejich akumulaéni kapacitu testovat in vitro v agarovém
semisolidnim médiu nebo v hydroponii.

Zde je tfeba upozornit, Ze tyto metodiky kratkodobého testovani vsak nelze apliko-
vat na komplexnéjsi studium remedia¢nich schopnosti rostlin, protoze nezahrnuji
viechny faktory, které dynamiku akumulace iontd tézkych kovi ovliviuji (zejmé-
na externi klimatologické a pedologické zmeény). Na druhé strané vSak v podstat-
né vétsi mife dovoluji standardizovat podminky akumulace, protoze vylucuji vliv
pudnich chemickych zmén i ovlivnéni translokace kovi metabolickymi produkty
mikroedafonu.

Vysledky ziskané v pribéhu srovnani obou zpusobtl testovani prokazaly, Ze jsou
rovnocenné, protoze v obojich podminkach jsou rostliny schopny akumulovat
tézké kovy ze substratu predevsim do kofenti a v dostate¢ném mnozstvi i do nad-
zemnich ¢ésti.

Oba zptisoby lze uplatnit podle momentalnich pozadavkd. Pti testovani akumulace
z agaru neni zapotfebi rostliny aklimatizovat, odpada jejich presazovani do agro-
perlitu v sadbovacich a nékolikatydenni zalévani fedénym médiem. Naopak v hy-
droponii lze testovat rostliny vétsich rozmért. Je rovnéz neprehlédnutelné, ze oba
zpusoby testovani nevyzaduji vysoké finan¢ni ndklady. Nespornou vyhodou je jejich
kratkodoba aplikace, protoze méfeni je mozné provadét jiz béhem dvou dnd.

Vyse jmenované druhy listnatych dfevin pouzité pro standardizovani popsané
metodiky akumulace vykazovaly vysokou schopnost translokace a akumulace iontt
testovanych tézkych kovii. Cd a Cr byly akumulovany v pletivech kofent i nadzem-
nich ¢astech v mnozstvi ¢asto presahujicim 100 mg.kg', obsahy Pb byly dokonce
o jeden az dva rady vy$si. Je proto mozné tyto klony povazovat za hyperakumulato-
ry (BROWN et al. 1995) a lze je vyuzivat k vysadbam jako prednostni lesni dfeviny
pro fytoremediace regiont, které se nachazely pod imisni zatézi. Testované klony
byly namnozZeny a jsou k dispozici v Genové bance explantatt Vyzkumného tstavu
lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i., foto 5.
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Foto 5: Explantatova kultura S. miyabeana

DEDIKACE

Vypracovani této metodiky bylo podporovano: vyzkumnym projektem MSMT
2B06187.
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APPLICATION OF A SHORT-TIME HYDROPONICS
FOR SELECTION OF APPROPRIATE DECIDUOUS
WOODY PLANTS SPECIES FOR REMEDIATION
PURPOSES

Summary

Micropropagated plantlets gained by means of induction of organogenesis in
dormant buds of selected clones of the rowan-tree (Sorbus aucuparia L.), the hybrid
aspen (Populus tremula x Populus tremuloides) and the willows Salix x blanda,
S. viminalis, S. miyabeana, and S. elbursensis were used for determination of their
capabilities to uptake and accumulate toxic heavy metals Pb, Cd, and Cr. There were
compared accumulation capabilities of plantlets grown 2, 4, and 8 days in semisolid
agar medium and in hydroponics. Samples of roots and aboveground parts were
taken for analyses. Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy
determined concentrations and distributions of accumulated metals and their
localization was verified by autoradiography.

Generally, amounts of accumulated heavy metals were in all measured intervals
higher in the roots than in aboveground parts in both, the agar cultures and
hydroponics. Growth and morphological development were comparable between
clones cultured with heavy metals and in control conditions.

Conclusively, it is clear that the short-time cultivation with heavy metal salts cannot
reflect all factors influencing the complexity of heavy metal accumulation dynamics.
On the other hand, it eliminates possible interferences of weather changes, soil
chemical reactions including metabolic products of the soil biota. The results
obtained with above mentioned woody plant species sufliciently confirmed the
differences in the uptake and translocation of heavy metals in plant tissues. All tested
species displayed a high efficacy of metal uptake and could represent prospective
trees for phytoremediation of polluted soils. Short-time hydroponics is sufficiently
effective and could be preferentially used for rapid and low-cost evaluation of heavy
metal accumulation capacity of various woody tree species, which could be used for
remediation of heavy metal contaminated localities.
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