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Abstrakt

Nas§ vyzkum se zabyval pfijmem riznych koncentraci chloridovych iontli asimilaénimi
organy smrku ztepilého (Picea abies/L. Karst). Pro studium piijmu a G¢inkt chloridovych
iontii v jehli¢i smrku ztepilého jsme pouzili metodu znaGeni radioisotopem *°Cl. K aplikaci
jsme vyuzili vodny roztok chloridu sodného o hmotnostni koncentraci 4 g/l a 200 g/l a o
mérné radioaktivite 639 kBq a 656 kBq. Sledovani obsahu chloridovych iontl ve
smrkovém jehli¢i probihalo na vybranych ¢tyfletych sazenicich smrku ztepilého, které byly
péstovany v rastovych kontejnerech. Aplikaci chloridovych iontl ke kofenlim smrku jsme
provadéli zalitim sazenic roztokem Na*°Cl. Hlavnim tkolem naseho vyzkumu bylo ovéfeni
ptijmu chloridovych iontl kofenovym systémem smrku ztepilého a urceni pfijatého
mnozstvi chloridd v jehli¢i po aplikaci rozdilné koncentrace NaCl. Detekci radioaktivnich
chloridovych iontd jsme provadéli po extrakci scintilatni metodou. Vzorky jehli¢i jsme
odebirali v asovém intervalu pfiblizné deseti dnli od zac¢atku pokusu az po jeho ukonceni.
U sazenice s vy$s$i koncentraci chloridu doslo po né€kolika dnech k vysokému piijmu
chloridu nasledovanému postupnému uhynu stromku. Sazenice s men$i koncentraci

chloridu nejevila vyrazné symptomy poskozeni v porovnani s kontrolnim vzorkem.



1. Uvod

Zdravotni stav lesti v Ceské republice neni jiz fadu let uspokojivy. Jista zména k lepimu
vSak nastala po dikladném odsifeni elektraren po roce 1990 a novym technologiim
spalovacich, popfipad¢ jinych primyslovych zatizeni emitujicich $kodlivé latky, které jsou
ve shod€ sregulemi evropské unie. Vzrist automobilové dopravy a stim zvySeni
emitovanych oxidt dusiku, které pti dopadu na lesni pidu zplsobuji jeji dalsi okyselovani,
je velkym problémem zatézujicim naSe lesy. Do popiedi $kodlivych latek v ovzdusi
vystoupily tzv. sekundarni atmosférické polutanty (SAP), které vznikaji i atmosférickou
fotooxidaci, reakcemi ozonu. vody atd. Patii mezi né chlorované uhlovodiky, pfedevsim
jejich degradacni produkt kyselina trichloroctova (TCA). Negativnim faktorem jsou dalsi
rizné slouCeniny chloru, které jsou pro vétSinu rostlin ve vyssich koncentracich silné
toxické. Do lesniho ekosystému piichazeji jednak ze zdrojt pfirodniho pivodu, ptedevsim
sraZkami z oceant, jednak ze zdroju antropogennich. Slouc¢eniny chloru nejéastéji vstupuji
do lesniho ekosystému jako chloridovy iont (CI) v depozici se srazkovou vodou a
aerosolovymi ¢asticemi, ale také ve form¢ plynné jako Cl; nebo HCI nebo ve formé
organickych chlorovanych sloucenin. Podstatna ¢ast piechazi do lesni pudy a pudniho
roztoku, odkud jsou pak snadno pfijimany kofeny , mensi ¢ast je pfijimana rostlinami i
ptimo pres listy. Latky jsou pak uklddany po asimilaci pfedev§im ve vegetacnich organech,

jednak jako chlorid nebo v organické formé jako chloroctové kyseliny.



1.1. Zdroje a vyskyt chloru v Zivotnim prostredi

Chlor je jeden znejhojngjSich prvki na povrchu zemé, ucastni se komplexniho
biochemického cyklu, je zcela nezbytny pro Zivé organismy. Mnoho organismu je schopno
prevadét anorganické chloridy na organochlorové slou¢eniny (Oberg 2002). V molekularni
formé Cl, je to silny oxidant, reaguje sfadou organickych molekul za vzniku mnoha
chlorovanych latek. Chlorid je pro vétSinu rostlin ve vysSich koncentracich toxicky. Na
druhé stran¢, chlorované organické latky s molekularni hmotnosti mezi 200 a 600 jsou
velmi vyznamné biologicky aktivni latky pouzivané jako farmaceutika ¢&i prosttedky na

ochranu rostlin.

Do lesnich ekosystému chlorid ptichazi jednak ze zdroji ptirodniho pivodu, predevsim
srazkami z ocednu, jednak ze zdrojl antropogennich. Mezi ptirodni zdroje soli patii chlorid
sodny neboli mineral halit, ktery vznikal odpafenim moiské vody v zalivech ustupujiciho
mote. Je rozpustny ve vode€. V zemské kiie je chlor pfitomen v koncentraci 200 - 1900
ppm. V moiské vod¢ tvoii chloridové ionty nejvice zastoupeny anion, jejich koncentrace se
pohybuje kolem 19 g/dm®. Chlorid pfichazi nejcastéji jako chloridovy iont (CI') v depozici
se srazkovou vodou a aerosolovymi ¢asticemi. Mezi antropogenni zdroje chloru do
prostiedi patfi vypusti odpadnich vod zpriamyslu (papirensky primysl, vyroba
rozpoudtédel, plastl, zpracovani potravin), déale pouziti v domacnostech (Cistici

prostiedky), sluzby (bazény, mensi ¢isticky).

Pdsobenim mikroorganismi je anorganickd forma chloru v piidé preméiiovana na formy
jiné jako jsou kyseliny chloroctové nebo chloroform (Matucha et al. 2007), které mohou
ovliviiovat nejen kvalitu lesniho prosttedi (Frank et al. 1986), ale i kvalitu spodnich vod,
pfipadné vod odtékajicich zlesa do zdroji pitné vody (Weissflog et al. 1999).
Nejvyznamnéj$i a také nejvice studovanou chlorovanou kyselinou je fytotoxicka kyselina
trichloroctova. Dlouhodobym studiem a experimenty s kyselinou trichloroctovou, jejim
ucinkéim a osudem v systému pida-smrk ztepily-ovzdusi se zabyval Ustav experimentalni
botaniky Akademie véd CR (Uhlifova et al. 2002) a Vyzkumny ustav lesniho hospodafstvi

a myslivosti Jilovi§té-Strnady.



Rostliny pfijimaji chlorid rychle a ve zna¢ném mnozstvi. Pfijem chloridu rostlinami je
pfimo umérny jeho obsahu v prostiedi. V disledku jeho postaveni v lyotropni fadé aniont
je CI" ve srovnani s ostatnimi anionty pfijiman piednostné¢ pfed NOs;’, H,PO4 a SOy
Naopak piijem Cl je snizovan vysokym obsahem NOs v prostiedi, zatimco NH;" jeho

ptijem podporuje (Richter & Hlusek 2003).

V rostlinach je chlorid snadno pohyblivy. Béhem vegetace migruje pievazné ze starSich
listd do kofenii. Cl” ionty nejsou piijimany pouze kofeny, ale také listy. Potfeba chloridi
pro fyziologické funkce rostlin je mala, pohybuje se kolem 5 - 7 kg.ha™ ro¢né (Richter,
Hlusek 1994), a jeho role neni pln¢ objasnéna. Rozdiln4 citlivost dievin je ddna mnozstvim
proniknutych chloridovych ionti a rovnéz urovni protoplasmatické tolerance druhu dievin
k nim. V nadbytku chloridu dochazi k toxickému poskozeni rostlin. Z listd se ztraci
chlorofyl, objevuji se na nich zluté skvrny, pfi¢emz zvlasté okraje listl jsou chlorotické a
svinuji se. Dochazi i k poSkozeni vodivostnich pletiv. v okoli cév a taky na okrajich

vznikaji nekrézy. Dalsi expozice posléze vede az k defoliaci (Uhlifova et al. 2002).

Samostatnou kapitolu priniku chloridu do lesniho prostiedi tvoii dnes posypové soli
pouzivané v CR v statisicich tun za rok k zimni udrzbé vozovek. Kromé ptimého t¢inku na
vozovku, stav vozidel, vegetaci pobliz komunikaci a priniku do vodote¢i, dochazi k drive
nepiedpokladanym reakcim v pGdé€, které zatim nejsou dostatecné probadany. Role

posypové soli viz nizZe (v kapitole 1.3.).

1.2.Anatomicka stavba korene smrku ztepilého

Kofen smrku patiéi mezi vegetativni organy rostlin. Smrk ztepily je stdlezeleny jehli¢naty

strom dorustajici vysky v priméru 25 - 35 metru. Jeho kofenovy systém je plochy, mélky



bez hlavniho kofene. Diky nizké retenci vody. nachylnosti k polomim se jiz zacalo
upoustét od vysazovani smrkovych monokultur. Hlavni funkci kofenil je upevnéni rostliny
v substratu, pfijem vody a mineralnich latek z pidy. Druhotné se kofen uplatiiuje jako
zasobni organ a organ vegetativniho rozmnoZovani (Votrubova 2001). Anatomii kofene
rozebirdm, abych mohl déale pochopit mechanismy pfijmu chloridii skrz kotenovy systém.
Na $pic¢ce koiene je kotenova Cepic¢ka. Na svém povrchu je kotfen kryt kofenovou
pokozkou. Pod ni je dosti silnd vrstva zdkladnich pletiv ozna¢ovana jako primarni kura.
Stfedova Cast kotfene tzv. stFedni valec obsahuje vodiva pletiva kotfene spolu s pletivy

zakladnimi (Votrubova 2001).

Korenova ¢epifka (calyptra) chrani kofenovy meristém pii pronikani kofene pudou.
V bunikach ¢epi¢ky jsou aktivni diktyozomy. ve kterych vznikaji polysacharidické slizy.
Ty jsou transportovany ve vezikulech k povrchu bunék, kde tyto vezikuly splyvaji
s plazmalemou a slizy se exocytozou vylucuji ven zbunék az na povrch Cepi¢ky a
usnadiiuji jeji pronikani ptidou pfi ristu kotene. Cepicka je i sidlem gravitropické reakce

kofenu.

Kofrenova pokozka (rhizodermis) se od epidermis li§i pfedevS§im tim, Ze neobsahuje
priduchy a neni kryta typickou kutikulou. V mladSich c¢astech kotfene, kde dochazi
k intenzivnimu pfijmu vody a Zivin je tvofena burikami s tenkymi, dobfe propustnymi
sténami. Tyto buriky jsou v urCité zoné schopny vytvaiet dlouhé, uzké vyristky- kofenové
vlasky. Ty maji charakter jednobunéénych absorpénich trichomid a zvy$uji schopnost
kofene absorbovat vodu a mineralni latky z pidy. Ve starSich ¢astech kotene, kde uz
neprobiha pfijem vody ani Zivin z pudy, se obvykle méni i charakter rhizodermis. Jeji stény
mohou lignifikovat a suberizovat ¢i kutinizovat a funguji uz pak jenom jako ochrannd

vrstva (Stevenson & Mertens 1976).
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Obr. 1: Anatomicka stavba kofene a fezu kofenovou $pi¢kou (wikipedia.org: Anatomy roots).

Primarni kira (cortex) se nachazi pod pokozkou a je obvykle dosti silna. Burikami
primarni kiry jsou transportovany latky pfijimané z pidy od povrchu kofene do vodivych
pletiv stfedniho valce. Transport vSech téchto latek muzZe jit v zdsadé dvéma cestami
(Obr.2). Ta prvni je symplastickd (symplastic pathway), tj. vede protoplasty Zivych bunék,
které jsou v radidlnim sméru propojeny plazmodesmy. Druha cesta je apoplasticka a vede
bunéénymi sténami. Apoplasticka cesta je v8ak pferusena na urovni posledni vrstvy kiry,

zvané endodermis. Ta se vyznaCuje zvlastni stavbou bunéénych stén. V radialnich a
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pti€nych sténach endodermalnich bun€k se nachazeji tzv. Casparyho prouzky, které
vznikaji ukladanim suberinu a ligninu do prostoru celuldzni bunééné stény. Tim dochazi
k vyplnéni mikrokapilarnich prostor v buné¢né sténé¢ a k uzavieni drahy pro apoplasticky
transport vody i v ni rozpusSténych latek. Dochazi k oddéleni apoplastu primarni kiry a
sttedniho valce, a transportované latky jsou nuceny pfejit do nitra protoplastd, tedy do
symplastu, ktery pterusen neni. Pfitom musi ptekonat bariéru cytoplazmatické membrany.
Diky tomu je pfijem latek kotenem selektivni a ve vodivych drahach muize dochazet
k akumulaci latek. Existence endodermis je tedy nezbytna i pro vznik kofenového vztlaku,
jehoz pricinou je akumulace latek ve stfednim valci a nasledny vtok vody osmézou. Ve
starSich c¢astech kofenl, zejména téch, které druhotné netloustnou, mohou stény
endodermalnich bun¢k jesté vyrazné tloustnout a lignifikovat.

Vné&jsi vrstva nebo vrstvy primarni kdry byvaji Casto diferencovany jako exodermis.
Exodermalni buriky maji suberinizované a nékdy i lignifikované stény. Funkce exodermis

je ochranna. Kromé ochrany pted prinikem patogenii nebo toxickych latek z pidy mize

chranit vnitini pletiva kofene i pfed ztratami vody v suché padé.
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Obr. 2: Transport latek apoplastickou a symplastickou cestou (Taiz & Zaiger 2002)
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Stiedni valec (stéle) obsahuje predevsim vodiva pletiva uspofddana jako radidlni cévni
svazek. Pocet floémovych a xylémovych skupin v radidlnim cévnim svazku je u smrku
obvykle nizky, mezi dvéma az Sesti.

Diferenciace vodivych pletiv v kofeni probiha podle obecné platného schématu. Ve sméru
podélném se nejblize kofenové Spicce diferencuje protofloém. Dalsi vodiva pletiva se pak
diferencuji v nasledujicim poradi: protoxylém. metafloém, a metaxylém. Ve sméru
radidlnim se vodiva pletiva diferencuji exarchnim zptsobem, tedy centripetaln€é. Znamena
to, Ze nejstar§i elementy jak xylémové, tak i floémové se nachdzeji nejblize okraji
sttedniho valce, mlads$i elementy se diferencuji smérem do stfedu (Votrubova 2001).
Kromé vodivych elementii jsou ve stiednim valci kofene velmi dilezité rizné typy
parenchymatickych bunék. Neékteré z nich jsou dulezité pro sekreci iontd do vodivych
elementd xylému. Mezi vodivymi pletivy a endodermis se nachazi jedna, n€kdy i vice
vrstev parenchymatickych bunék, tzv. pericykl. Pericykl si uchovava schopnost déleni, je
tedy potencialné meristematicky, a v ur¢ité vzdalenosti od kofenové Spicky se délenim
bunék pericyklu vytvareji zaklady postrannich (laterdlnich) kofend. Postranni kofeny se
tedy zakladaji endogenné a vznikly kotenovy zdklad tedy musi prorast pletivy primarni
kary a rhizodermy. Endogenni vznik postrannich kofenl je z hlediska funkce kofenové
soustavy velmi vyhodny. V neptiznivych podminkach. napt. pfi déle trvajicim nedostatku
vody vpudé, mize odumfit celd primarni kara. AvSak bunky pericyklu, chranéné
endodermis mohou zistat zivé a vytvofit nové kotfeny v okamziku, kdy se podminky

zlepsi.
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1.3. Chemické oSetfovani vozovek a jeho vliv na prilehlou
vegetaci a pudu

Chemické oSetfovani silnic je obvykla metoda zajisténi sjizdnosti silnic v zimnim obdobi,
jez nahradila posypy inertnimi materialy. pfedeviim piskem. Ty se pouZivaji uz jen
v mistech nejvys$iho stupné ohrozeni zivotniho prostfedi nebo tam, kde to nafizuje zakon,
¢1 vyhlaska (chranéna uzemi). Sypani silnic soli souvisi s nartistem silni¢ni dopravy.
Prvnim meznikem byl rok 1960, kdy inertni materialy prestaly stait a zacaly se pouzivat
chemicka tavidla na bazi chlorid. Velmi zahy se objevuji zpravy o vznikajicim poskozeni
vegetace (Soukup & Horky 1981). Druhym meznikem nérGstu silni¢ni dopravy byl rok
1989, respektive obdobi tésné po ném , kdy doslo k urcitému snizeni doporuceného
mnozstvi soli pfi jednom posypu, intenzivni soleni vSak pokracuje. V blizké dobé se
nepredpoklada odklon od uzivani soli, a tedy ani vymizeni poSkozeni vegetace a

kontaminace pidy.

V soucasnosti je nejhojnéjSim prostiedkem pouzivanym k soleni chlorid sodny (min.
97.5%) spiisadou ferrokyanidu proti spékavosti. Aplikace chloridu je spojend i1
s uvolitovanim jinych chemickych latek, které jsou jeho soucasti a miizou mit nepfiznivy

vliv na Zivotni prostiedi, napf. slou¢eniny CN” (Ramakrishna & Viraraghavan 2005).

Rozeznavame tfi stupné ohrozeni pro dané posouzeni lokality. Lokality pod urovni
vozovky s podmacenym podlozi patti do prvniho stupné - mista nejvy$siho ohrozeni.
Lokality v Grovni vozovky jsou lokalitami stfedniho ohroZeni a mista mirného ohrozeni
jsou pak v trovni nebo nad urovni komunikace, kde je mozny pouze ostiik solankou. Je
tedy vyloucen druhy z moznych u¢inkd soli na vegetaci a sice prostfednictvim priisaku
ptidami. Dosah poskozeni je ovlivnén predev§im konfiguraci terénu. Bezprostiedné jsou
ohrozeny distance do 15 metri od vozovky. podle Ondracka (2005) u vod do 7 - 8 metri.
Kritickda maze byt vzdalenost 30 - 70 metru. Na zékladé vizualné rozeznatelnych znakl se
pouziva stupnice poSkozeni pro smrk ztepily, jez méa 4 stupné. Jehli¢naté dreviny a jejich

poskozeni je patrné ze zmény barvy a délky jehlic (Soukup & Horky 1981).
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v jehli¢i, obsah Na® v ptidé a hodnoty pidnich reakci pH. Poskozeni rostlin je zpiisobené
predevsim chloridy, zatimco k poskozeni pid dochazi vlivem akumulace iontti Na* . Tato
akumulace je mozna diky vytésiiovani Ca®*, K" a Mg®* sodikem, kdy dochazi k vyraznému
ovlivnéni poméru zivin v pidé (Norrstrom & Bergstedt 2001). Anionty CI” jsou malo
reaktivni a jsou v zavislosti na chemicko fyzikalnich vlastnostech pidy pievazné
transportovany do podzemni vody. Tak dochédzi ke kontaminaci spodnich vod a lze
predpokladat, Zze kontaminace podzemni vody diky chemickému oSetfovani vozovek

poroste (Howard & Livingstone 2000).

Podrobnéjsi fyziologické a morfologické ucinky chloridi na vegetaci viz nize (v kapitole

1.4.).

1.4.Fyziologické a morfologické ucinky chloridu na rostliny,
salinitni stres

Kofeny piijimaji Ziviny z ptidniho roztoku a distribuuji je mezi listy, stonek a kofen. Jako
pidni roztok se oznacuje veskerd volna voda v pudé stakovym mnozstvim a pomérem
rozpusténych zivin, které odpovidaji aktualnim biologickym, fyzikalnim a chemickym
podminkam (Prochazka et al. 1998). Zpét do pudy se tyto ziviny vraceji exudaci a
vymyvanim nebo nepfimo opadem listi nebo rozkladem odumielych kofeni. Mineralizaci
jsou pak Ziviny uvolnény pfi rozkladu zbytki rostlin nebo organické hmoty pochazejici
z odumfelych mikroorganizmi nebo v rizném stupni rozloZzenych organickych latek.
Prakticky v libovolném ¢ase se v pldnim roztoku nachazi jen velmi maly podil
mineralnich Zivin. VétSina je uchovavana v zivé nebo odumfielé biomase reverzibilné
vazana na organické nebo anorganické vyménné komplexy. Zasoba zivin se mize zvysit
zvétravanim mate¢né horniny nebo piisunem z okoli, a to jak atmosférickou depozici, tak

lateralnim pfisunem spodni vodou. Naopak k poklesu obsahu Zivin miize dojit vymyvanim
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zivin. Hlavnim kompartmentem pro ionty i produkty metabolizmu a podileni se na

udrZovani cytoplazmatické homeostaze je vakuola (Prochazka et al. 1998).

Ptijem mineralnich Zivin rostlinami zpudniho roztoku vesmés probiha proti
koncentra¢nimu spadu. V kofeni jsou Ziviny pfeneseny pies plazmalemu transportnimi
bilkovinami, poté jsou aktivné vloZeny do xylému a v listech pak znovu obdobnymi
bilkovinnymi pfenaseci prevedeny do symplastu mezofylovych bungk (Lustinec & Zarsky
2003). Podle Voeta a Voetové 1995 se transportni mechanizmy zivin déli do dvou skupin.
Prvni je tvofena nespecifickym transportem. do kterého spadaji prosta difuze a
zprostiedkovana difuze. Druhd skupina je zastoupena zprostiedkovanym transportem, a
sice primarnim aktivnim transportem (elektroneutralni, elektrogenni) a sekundarnim

aktivnim transportem (uniport, symport, antiport).

Rostliny se déli podle snaSenlivosti salinity do dvou skupin: Halofyty a Nonahalofyty.
Halofyty jsou schopny tolerovat vysoké stupné salinity a dokongit jejich Zivotni cyklus
v pfirozenych solnych ptdach. Navic je jejich rist zvySovan urcitymi koncentracemi soli
v rozmezi mezi 100 - 200 mmol/dm”, zavisly na rostlinnych druzich, vyvojovych stadiich a
Zivotnich podminkach. V kontrastu s halofyty, rist nonhalofyti je zna¢né sniZeny
dokonce nizkymi koncentracemi NaCl, nejsou schopny dokon¢it svij zivotni cyklus
v pfirozenych zasolenych pudéach (Zhang et. al 2004). Piikladem halofytd, jez tvoii pouze
2% v3ech rostlinnych druhti je napt. jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba), nonhalofytem je

napf. zob obecny (Ligustrum vulgare).

Piimé ucinky Skodlivého zasoleni jsou piedev§im ovlivnéni enzymové aktivity,
nerovnovaha zivin, membranova disfunkce a ovlivnéni vSeobecnych metabolickych
procesu. Ze vSech rostlinnych organti a vyvojovych stadii salinita ovliviiuje nejvice semena
a me¢lké kofeny, protoze soli jsou bézné koncentrovany ve vrchnich vrstvach pldy. Pfimé
efekty nadbyte¢nych ionti na rostliny se méni podle druhu iontd, sodikové ionty jsou

toxiCt&jsi jako vapenaté a sulfatové ionty jsou toxictéjsi nez chloridové (Orcutt & Nielsen

2000).

Enzymova aktivita — pfedpoklada se, Ze in vitro inhibice enzymové aktivity solemi

pravdépodobné ukazuje, ze zvy$ena koncentrace soli (150 mM) by in vivo zplsobila
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podobnou inhibici. Mechanizmus inhibice enzymové aktivity solemi nejpravdépodobné;ji
zahrnuje inhibici funkce aktivniho mista nekompetitivni inhibici (Orcutt & Nielsen 2000).

Nerovnovaha Zivin — sodik je transportovany pifes membranu proteinovym komplexem,
ktery transportuje Na* jednim a H" opaénym smérem. (Na'/H" antiport). Zdroj energie pro
tento antiport je v gradient¢ H' napii¢ membranou, ktery vytvaii H'-ATPazova pumpa.
ATPaza zavislé NA'/H' antiportujici proteiny jsou inhibovany NaCl. Dlouhodobé
vystaveni externimu NaCl miZe inhibovat vnitini Na+ stimulaci H'-ATPazové aktivity,
co? naznaduje, e dlouhodobé vystaveni zasoleni zplisobuje konformacni zménu v H'-
ATPazovém komplexu nebo Na™ transportniho proteinu v bunééné membrané. Ponévadz
mnohé transportni proteiny v membrané kotene jsou zavislé na elektrochemickém
gradientu vytvoteném H'-ATPazou. tyto transportni proteiny budou inhibovany efektem
NaCl na H-ATPazovou aktivitu. vedouci k Na" zavislé limitaci zivin (Orcutt & Nielsen

2000).

Membranova disfunkce — béZné spojené se zvysenou salinitou je zvyseni tvorby vezikul
plazmatické membrany (Flowers 1972). MizZe se objevit i vyznamné zvétSeni
endoplazmatického retikula. ZvysSena tvorba vezikul a ENR muze byt mechanizmem
kompartmentalizace a nebo exportu Na” iontll. Ve skute¢nosti je linearni vztah mezi vné&jsi
salinitou a stupném prosakovani membrany. Mechanismus pro vzestup prosakovani
membrany neni zplsobeny osmotickymi faktory, protoze prisak membrany se neméni,

kdyz koncentrace sorbitolu v médiu okolo kotfenl je zvySena.

Vieobecné metabolické procesy - mezi né patiici napi. fotosyntéza a respirace jsou
zasolenim inhibovany. Inhibice respirace je primarné spojena s pfimymi G¢inky salinity na
funkci enzymi. Avsak zvySeny obsah soli v pletivech ptimo ovliviiuje fotosyntetické
enzymy a druhotné ovliviiuje vyménu plynt a reakce svételné faze (Orcutt & Nielsen

2000).

Mezi neptimé Ucinky zasoleni patfi vodni poméry, kolateralni limitace Zivin a oxidacni
stres. Morfologické zmény na jehli¢nanech jsou pozorovatelné diky poSkozeni soli
vegetativnich organi. Projevujici se jako ¢ervené a hnédé skvrny na jehli¢i postupujici od

vrcholu jehlic, kdy poskozena a zdrava ¢ast je znatelné oddélena (Hautala et al. 1992).
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2. Pouzité materialy a metody

2.1. Pokusny material, aplikace NaCl

Pfirozenym stanovi§tém smrku ztepilého (Picea abies /L./ Karst.) jsou zejména horské
lesy, raSelinisté, rokliny apod., vzhledem k jeho velmi ¢astému péstovani v tzv. smrkovych
monokulturach je v souéasnosti rozsifen téméf masové po celém tzemi CR. Patti mezi
neopadavé jehli¢nany dortstajici v praméru 25 - 35 m.. V Ceské republice se jedna o
pfili$ trvanlivé a ponékud mékké. Vyhodou smrkovych monokultur je snad pouze rychlost
rastu. UzZiva se ve stavebnictvi, ndbytkarstvi, v primyslu papirenském. jako palivo, k
vyrobé hudebnich nastroji, intarzii atd., z borky se ziskava pryskyfice. Pro jeho dulezitost
jsem vybral smrk jako experimentdlni subjekt na pokusy modelujici ptisobeni chloridu

zalitim ke kofenam.

Pro potfeby naSeho vyzkumu jsem vybral tii Ctyfleté sazenice smrku ztepilého piiblizné
stejného vzristu a objemu jehli¢i i kofend, zajiSténo z lesni Skolky Praha-Bané. Dvé
z vybranych sazenic jehli¢nanu slouzily k aplikaci radioaktivniho chloridu 3¢, zbyvajici
sazenice poslouZila ke sbéru kontrolnich vzorki jehli¢i a k ur€ovani susiny pfi jednotlivych
odbérech. Sazenice byly péstovany po celou dobu experimentu v riistovych kontejnerech o
objemu asi 250 cm’. Pro vytvoreni ptirozenych nestresovych podminek. byly sazenice
péstovany v polostinu na venkovni zahrad¢. Protoze bylo prokazano. ze podobné
makroskopické ucinky poskozeni (nekroza Spicek jehli¢i) mlze zplusobovat také
nedostatek vlahy (Stewart & Treshow 1982), snazil jsem se zabranit Gplnému vyschnuti

péstebnich nadob sazenic pravidelnym zalitim.

Radioizotop C1 ve formé soli byl zajistén v Izotopovém laboratori Ustavu experimentalni
botaniky, AV CR, v.v.i. Na*®Cl (Technoexport, Rusko) mél specifickou aktivitu 5550 kB/g
a 325,6 kBg/mmol, cistotu >99,3%. K aplikaci radioizotopu ®Cl na sazenice jsem si
ptipravil dva roztoky. Prvni roztok obsahoval 0.2 g Na’®Cl v 50 ml destilované vody,
druhy roztok obsahoval 0.2 g Na*®Cl a 9.8 g NaCl (¢istota p.a., Lachema. Brno) v 50 ml

vody. Z naméfenych dat jsem vypoctem ziskal hodnoty pouzitétho mnozstvi radioizotopu
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3%C1. Do prvni sazenice jsem aplikoval zalitim 20 ml vodného roztoku Na**Cl o celkové
radioaktivité 640 kBq. Druhou sazenici jsem zalil 20 ml Na’®Cl o celkové radioaktivité 656

kBgq.
2.2. Odbér a zpracovani vzorku

Odbéry vzorkl jehli¢i smrku s aplikovanym mnoZstvim chloridu 36 probihaly od tnora
2007 do konce dubna 2007 piiblizné v desetidennich intervalech. Protoze v ristové periodé
dochazi k nejrychlejSimu pfijmu Zivin pfedevsim v nejmlad$im jehli¢i (s nejintenzivngjsi
transpiraci), odebiral jsem k analyze jehli¢i posledniho ro¢niku. Vzorky ke zpracovani
Jsem se snazil odebirat z celé ¢asti koruny sazenic v mnozstvi pfiblizné 0,4 g. Po odbéru
jsem vzorky z jednotlivych sazenic zvazil a v tfecich miskach pomoci kapalného dusiku,
ktery jehli¢i zmrazil a stalo se tak kieh¢im. rozetiel na prasek. Rozdrcené vzorky jehli¢i
jsem kvantitativné ptenesl do zkumavek, ptidal 10 ml vody a protiepal. Poté jsem vlozil
zkumavky na pét minut do ultrazvukové lazné (Kraintek K-5, Slovensko), kde prob¢hla
homogenizace vzorka jehli¢i a extrakce *°Cl". Po skongeni extrakce jsem zkumavky vynal
z ultrazvukové lazné a vlozil do centrifugy. Centrifugace vzorkd probihala pfi 5-ti tisicich
otackéch po dobu 20-ti minut (~ 4200 xg). Odstiedénim ve zkumavce se oddélily dvé faze,
spodni obsahovala usazené rozetfené jehlici a svrchni roztok s extrahovanym *°CI.
Roztoky jsem dekantoval do pfipravenych, ptedem zvazenych kadinek a poté znovu zvazil.
Stejnym zptsobem jsem provadél i druhou extrakci. Nejprve jsem do zkumavek se zbytky
rozetieného jehli¢i po prvni extrakci pridal 10 ml vody. protiepal a vlozil do ultrazvukové
lazn¢ na extrakci. Poté jsem vzorky odstiedil v centrifuze a opatrné dekantoval do
pfipravenych a zvaZzenych kadinek. Celkem jsem ziskal ze dvou vzorku jehli¢i dvéma
extrakcemi Ctyfi roztoky s extrahovanymi chloridovymi ionty. Do pfipravenych
scintilanich vialek jsem automatickou byretou odméfil 5 ml scintilaéniho roztoku
(Rotiszint® eco plus) a ptidal 1 ml extrahovaného roztoku. Pro ptesnéjsi stanoveni obsahu
chloridu *°Cl jsem z kazdé extrakce pFipravil dva vzorky k analyze. Jako slepy vzorek
(blank) jsem si pfipravil roztok, ktery obsahoval 5 ml scintilaéniho roztoku a 1 ml
destilované vody. VSechny piipravené vzorky jsem protiepal na automatické tfepacce a
odevzdal k analyze na kapalinové scintila¢ni méteni. Kone¢né vysledky obsahu chloridu
uzitého ke stopovani celkového mnozstvi NaCl v jehlici jsem vypocetl z priméru

naméfenych hodnot po jednotlivych extrakci a nasledného odec¢tu hodnoty slepého vzorku.
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2.3. Kapalinova scintilaéni spektrometrie

Kapalinové scintilaéni meéteni je jednou z uinnych metod detekce a spektrometrie
ionizujicich ¢astic. Zejména pii méfeni nizkoenergetickych zafi¢i beta nebo radionuklidi
emitujicich Augerovy elektrony ma své nezastupitelné misto.Vyuziti kapalinové scintilaéni
spektrometrie proto nachazi uplatnéni v rozli¢nych oblastech od archeologie a geologie
(radiouhlikové datovani) ptes vyzkum antropogennich vlivii na obsah CO, v atmosféie
(stanoveni obsahu fosilniho uhliku v isotopické smési), hydrologii a hydrogeologii
(datovani, vyuziti radionuklidovych stopovacich metod) az po biologicky a medicinsky

vyzkum (stanoveni znagenych slou¢enin) (Simek 2006).

U scintila¢nich detektord je k zdznamu priletu jaderného zafeni transparentnim
dielektrikem vyuzito deexcitace elektront vzbuzenych do excitovanych stavil. Deexcitace
(navrat do zakladniho stavu) je doprovazena emisi svételného zafeni, jehoz intenzita je
umérna energii, kterou detekované ¢astice nebo fotony zateni gama ztratily pti interakci se
scintilatorem. VInova délka emitovaného svétla tj. vyzafenych luminiscenénich fotont se
registruje pomoci fotondsobi¢e. Ve fotondsobi¢i vznikaji elektrické impulsy, jejichz
amplituda je imeérna poctu fotoni vyzarenych pfi priletu jednotlivého paprsku detektorem,
tedy energii absorbované v prostiedi detektoru. Jako detekéniho dielektrika lze pouzit

organické latky ve form¢ kapalnych roztoku (Gosman & Jech 1989).

U kapalnych scintilatort dochéazi k primarni ionizaci a excitaci v rozpoustédle, a teprve
sekundarn¢é je excita¢ni energie pienesena na rozpusténé molekuly vlastniho scintildtoru.
Protoze k deexcitaci ¢asto dochazi emisi v ultrafialové oblasti, piidava se do rozpoustédla
dalsi latka (tzv. posunovac), ktera zpisobuje, ze se vinova délka luminiscenéniho zafeni
posune k delsim vinovym délkdm vhodnym pro detekci fotondsobi¢em. Kapalinové
scintilaéni spektrometry pro pfesna méfeni maji obvykle dva protilehlé fotonasobice se
vzorkem umistovanym mezi né. Elektrické signaly na vystupu obou fotondsobi€li jsou
zpracovany elektronickymi obvody a jako vysledek kapalinové scintilaéniho méfeni
dostavame elektricky impuls s amplitudou imérnou kinetické energii detekované Castice.
Vysce pozorovaného impulsu je pomoci analogové - digitadlniho pievodniku pfifazeno ¢islo

kanalu impulsového kapalinoveé scintila¢niho spektra.
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Vyhodou kapalnych scintilatort je to, Ze je 1ze snadno pouzivat i ve velkych objemech a Ze
métené vzorky lze piipadné ptimo rozpustit ve scintilatoru. ¢imz se dosdhne plné absorpce
emitovan¢ho zareni beta v detekénim prostredi. Protoze doby narastu svételnych pulst
v kapalnych scintilatorech jsou podstatné krat$i nez ve scintildtorech anorganickych,
pouziva se téchto detektorl téz pii riznych koinciden¢nich méfenich. Pouziva se jich
zejména pii méfeni latek znackovanych *H, 'C. *°Cl, a to selektivng, vyuzitim
amplitudové analyzy. Pro detekci zareni gama maji tyto scintilatory nizkou ucinnost
(Gosman & Jech 1989).
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3. Vysledky

Pro studium pfijmu a ucinkl chloridovych iontd na jehli¢i sazenic smrku jsem si pfipravil
dva roztoky chloridu sodného o rdznvch koncentracich. které mély modelovat nasledky
pouzivani posypovych soli vlesnim ekosystému. Roztok chloridu sodného o vyssi
koncentraci piedstavoval nasyceny roztok, ktery muze vznikat pii soleni zasnéZenych
komunikaci (sazenice 2). Druhy roztok pfedstavoval nafedénou davku, aplikovanou na
sazenici 1. Celkové pouzité mnozstvi chloridu sodného a aplikovana davka izotopu *°Cl ke

stopovani jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Prehled celkového mnozstvi NaCl a radioaktivity

NaCl(mg) Radioaktivita >5CI ke
stopovani(kBg)
Kontrolni sazenice 0 0
Sazenice ¢. 1 81,8 453. 8
Sazenice ¢.2 4000, 0 448, 8

Z udaji v tabulce je ziejmé, ze aplikovana davka chloridu na druhou sazenici byla takika
49krat veétsi nez v ptipad€ prvni sazenice. Tato diference v mnozstvi pouzitého chloridu se
projevila pfi makroskopickém pozorovani jehli¢i a celkového zdravotniho stavu sazenic.
Po 19 dnech od zaliti se na jehli¢i sazenice s vétS$i davkou chloridu zacaly objevovat
hnédosedé skvrny, které se nejdiive vyskytovaly vtenkych prouzcich u kofent
jednotlivych poskozenych jehlic. Pii opakovaném pozdéj$im pozorovani. zacala nekréza
postupovat aZ ke $pickam poskozeného jehli¢i a mnozstvi takto postizenych jehlic zacalo
narustat, aZ nastal totalni thyn sazenice dva. U sazenice s niz$§im aplikovanym mnozZstvim
chloridu jsem nepozoroval takovéto viditelné poskozeni jehlic. Protoze na$ pokus probihal
na zivych sazenicich v jarnich mésicich. kdy dochazi k nejvyssi rustové aktivité, mohl
jsem pozorovat u¢inky chloridu na tvorbu novych piirtistki. U sazenice s niz8i pouZitou
davkou chloridu jsem mohl pozorovat lepsi tvorbu novych ptiristkl, nez u sazenice s vy$si
davkou chloridu, kde byla mira toxicity tak velka, Ze zadné pfirastky se ani neobjevily. U
sazenice jedna byl tedy pozorovan pfiristek nového jehli¢i, ovSem v porovnani s kontrolou

byl ptirGstek mensi.
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Cil nasi prace byl pozorovat radionuklidem **Cl" mnozstvi ptijatého chloridu sodného
kofenovym systémem smrku ztepilého. Vzorky sem odebiral zhruba po deseti dnech, po

odbéru jsem je thned analyzoval. Vysledky jsem vynasel do grafu.
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Obr. 3.1: Graf zavislosti korigované na teoreticky stejné mnozstvi radioaktivity na ¢ase.

V grafu (Obr 3.1) je vynesena zavislost nalezené radioaktivity ve vzorkdch jehlici
v zavislosti na ¢ase. Uvedené hodnoty na grafu ukazuji ¢asovy pribéh pi{jmu chloridu 36
uzitého ke stopovani v jehli¢i. Obrazek 3.2 predstavuje celkové mnozstvi pfijatého
chloridu kotfenovym systémem, jez bylo naméieno ve vzorkdch jehli¢i v sledovaném
obdobi. Celkové hodnoty obsahu chloridu sodného v jehli¢i jsem vypocital z naméfené
radioaktivity, korigované na teoreticky stejné mnozstvi radioaktivity a prepocitané na
celkové kvantum chloridu aplikovaného ke kotenlim. Hodnoty obsahu NaCl jsou v mg
NaCl na gram jehli¢i. Z obrazku je patrny narist mnozstvi NaCl u sazenice ¢.2 s vyS$Sim
obsahem soli pfedev8im mezi prvnim a druhym méfenim. Od této doby az do konce
pokusu mnozstvi soli pravidelné stoupalo. V jehli¢i sazenice ¢.1 bylo nalezeno velmi nizké
mnozstvi soli pfijaté kofenem v porovnani se sazenici ¢islo dvé, coz se projevilo rozdilnym

poskozenim obou sazenic, posttehnutelnych pouhym okem po nékolika dnech po aplikaci.
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Obr. 3.2: Graf zavislosti celkového obsahu NaCl (na gram jehli¢i) na Case.




4. Diskuze

Problémy, které rostliny musi ptekonat pti rustu na zasolenych pidach, jsou komplexni
povahy. Kromé¢ vlastniho toxického vlivu vysoké koncentrace nékterych iontd (zejména
Na’. CI) to byva velmi nizky vodni potencial a zhorsené fyzikalni vlastnosti pudy
(Prochazka et al. 1998). V dusledku vytlacovani iontii Ca®” z membrany mazZe dochazet ke
zvétSeni plazmatické membrany a tim ke snadnéj$imu prichodu CI" . coz mize vést k jeho
kumulaci do cytosolu (Orcutt & Nielsen 2000). V nadbytku chloridu dochazi k toxickému
poskozeni smrku. Z jehli¢i se ztraci chlorofyl, objevuji se na nich zluté skvrny, pfi¢emz
zvlasté okraje listd jsou chlorotické a svinuji se, snizuje se fotosynteticka kapacita rostlin.
Dochazi i k poSkozeni vodivostnich pletiv, v okoli cév a taky na okrajich listd vznikaji

nekrozy. Dalsi expozice posléze vede az k defoliaci (Uhlifova et al. 2002).

V porovnani mnou nameéfenych koncentraci chloridu v jehli¢i s kritickymi hodnotami,
které uvadeji jini autofi, jsem zjistil nasledujici. Podle Leha (1973) je hranici poskozeni
NaCl hodnota 10mg/g (stanovovana vSeobecné pro rostliny). Z grafu 3.2 je ziejmé, Ze u
sazenice s niz§im obsahem chloridu této hranice nebylo dosazeno a tudiZz ani nebylo
pozorovano Zadné poskozeni. Sazenice svy$§im obsahem NaCl vSsak piijala
nékolikanasobné vyssi mnozstvi chloridu. Pti prvnim odbéru jehli¢i (osm dni po zaliti), byl
obsah chloridu na gram jehli¢i kolem 2 mg. Na sazenici nebylo patrné poskozeni. Pfi
odbéru ¢islo tfi bylo naméfeno mnozstvi NaCl cca 10 mg/g a od této doby bylo mozno
pozorovat viditelné makroskopické poskozeni jehli¢i stejné jak to definoval Leh (1973), a
sice Cervenohnédé skvrny postupujici od vrcholl jehlic, kdy poskozena a zdrava ¢ast byla
znatelné oddélena. Symptomy poskozeni odpovidaji pozorovani Hautala et al. (1992). Na
sazenici s men$im obsahem pfijatého chloridu bylo mozné sledovat nové ptiristky jehlici,
které vsak ve srovnani s kontroln{ sazenici byly krat$i (neméfeno), coz mize byt v korelaci
se zjisténim Semoradové (2003). Ze obsah CI je nejvyssi v 1. ro¢niku jehli¢i. coz
zplsobuje mensi ro¢ni prirtstky. Pfijem chloridu kofenovym systémem byl nékolikrat
vy$3i nez aplikované stejné mnozstvi postfikem solnou bieckou, jeZ zkoumal Kodym

(2007).
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P¥i dalsich experimentech s Na*®Cl kofenovym systémem smrku ztepilého bych se zaméfil
na sledovani vyvoje poSkozeni jehlic po opakované aplikaci NaCl v malych koncentracich.
Daéle by bylo zajimavé pozorovat zmény obsahu makrobiogennich prvki v zavislosti na

pfijmu rdzného mnozstvi chloridu jehli¢im.
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