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Anotace

Tato prace se zabyva nadbytkem dusi¢nanti v rostlinach a jejich reakci na nedostatek vody. Pro
porovnani jsem si vybrala fedkev setou (Raphanus sativus) a brukev fepku (Brassica napus), které
jsem rozdélila do tii variant dle obsahu nitrat v roztoku, kterym byly béhem kultivace zalévany.
Naslednym rozborem a méfenim bylo zjisténo, jaky druh byl maximalné zasoben dusikem a zdali
mnozstvi dostupného dusiku mélo vliv na funkci pruducht. V dalsi ¢asti experimentu byly
rostliny vystaveny suchu a byly pozorovany zmény v chovani priducht. Z nasbiranych dat
vyplyva, ze vysoka koncentrace dusi¢nanti mize byt pro rostlinu vyhodou i nevyhodou. Pfi
vysychani mize velké mnozstvi ptijatého dusiku oddalit nastup rychlé smrti, a tudiz rostling
umozni déle ¢ekat na vodu.

Kli¢ova slova
dusik; dusi¢nany; mineralni vyziva; sucho; vodni stres
Annotation

This work deals with the excess of nitrate in plants and their response to water deficit. For
comparison, | chose the radish (Raphanus sativus) and the rapeseed (Brassica napus), which |
divided into three variants according to the content of nitrates in the solution, which were watered
during the cultivation. Subsequent analysis and measurement revealed which species was
maximally supplied with nitrogen and whether the amount of available nitrogen affected the
function of the stomata. In the next part of the experiment, the plants were exposed to drought
and changes in the behaviour of stomata were observed. The collected data show that a high
concentration of nitrates can be an advantage and a disadvantage for the plant. During desiccation,
a large amount of nitrogen uptake can delay the onset of rapid death, so it allows the plant to wait
longer for water.
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nitrogen; nitrates; mineral nutrition; drought; water stress



SEZNAM ZKRATEK

ABA kyselina abcisova
ADP adenosindifosfat
ATP adenosintrifosfat
LA listova plocha

pH vodikovy exponent
WP vodni potencial

P vodni potencial
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Uvob

Dusik je nepostradatelnou mineralni slozkou pro vegetativni a reprodukéni vyvoj plodin, ktery je
Vv pud¢ piirozené dostupny. Nehledé na to, jeho mnozstvi nemusi na rostlinu vzdy pisobit kladné.
Muize dojit k situaci, kdy uz rostlina neni schopna mnozstvi pfijatého dusik zredukovat, a tudiz jeho
hladina za¢ne byt pro rostlinu toxicka a vést k smrti (Vanék, 2012).

Nedostatek dusiku se v zemédélstvi fesi hnojivy. Nadmérné hnojeni muze sice vést ke zlepSeni
vynosu rostliny, ale ovS§em muze ohrozit nejen nase zdravi, ale i zivotni prostfedi. Jsou redukovany
obsahy dusi¢nanti v produktech uréenych ke konzumaci.

Zemégdelské podniky se i1 ptfes nedostatek obhospodatované pidy snazi vytézit co nejveétsi zisk co
nejrychlej§im a nejjednodussim zptisobem. Je znamo, ze Cina Zivi az 22 % svétové populace, aviak
vlastni pouze 9 % orné pudy. Zvlasté zde se neimérna aplikace dusikatych hnojiv od 80. let 20. stoleti
stala typickou, kde rovnéz z tohoto diivodu dochazi k znecisténi podzemni a pitné vody (Peng et al.
2009; Zhang a Zhang, 1996). Navzdory tomu, Ze je prumyslova vyroba dusiku dokonce i ekologicky
a ekonomicky néaroc¢na, ¢ini celkova vyroba dusikatych hnojiv vice nez 110 milionl tun rocné (Taiz
a Ziegler, 2014).

Jednim z nejvice ohrozujicich faktorti pro rostlinnou vyrobu je stres z nedostatku vody. Snizeni
vynosu plodin hrozi v suchych a polosuchych oblastech, kde se pokousi této situaci uniknout praveé
ptehnojovanim za ucelem zvySené produkce. Voda je nezbytna pro témeét vSechny biochemické
procesy Vv pud¢ zivych organismul véetné rostlin, a tudiz i doasné sucho miize zptisobit zna¢né ztraty
na trodg.

Smyslem této prace je zjistit, jak rostliny ovliviiuje supraoptimalni nitratova vyziva ve vybranych
znacich spojenych s vyuzitim vody a jaké jsou mezidruhové rozdily. Dal$im zamérem je ukazat, jak
rostliny reaguji na zvySujici se nedostatek vody a jak muze byt jejich reakce ovlivnéna zvySenou
dostupnosti nitratu v kultivaénim substratu.



1 CILE PRACE

Cilem této préce bylo zjistit, jestli rostliny reaguji na supraoptimalni nitratovou vyzivu ve vybranych
znacich spojenych s vyuzitim vody a jestli se tato reakce mtize mezi druhy lisit. Na zakladé vystaveni
rostlin postupnému vysychani bylo dal$im cilem ukazat, jak rostliny reaguji na zvySujici se
nedostatek vody a jak muze byt jejich reakce ovlivnéna zvySenou dostupnosti nitratu v Kultivacnim

substratu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mineralni vyZiva rostlin

Mineralni vyziva je nezbytnou slozkou pro riist a vyvin rostlin. Rostlinnd hmota je totiz tvofena
kromé organickych latek ziskavanych pii fotosyntéze také asimilaci dal§ich mineralnich prvki, jako
napf. z dusiku, fosforu nebo vapniku (Prochazka et al., 1998). Hlavnim zdrojem zivin je ptida. V pudé
jsou nevice ptitomny ve form¢ vazané neboli jsou soucésti hornin, a tudiz je rostliny nemohou vyuzit
pfimo. Vlivem procest zvétravani se z hornin prvky postupné uvolfiuji do piidniho roztoku. V ptudé
se Casto vyskytuji ve vyménném stavu. To znamena, Ze se Ziviny jako ionty (pfevazné kationty)
iontoveé vazou na povrch pidnich koloidi a jsou schopny se snadno uvolnit vyménou za jiné kationty.
Nejlepsi formou vyskytu prvki v pidé€ je vyskyt zivin rozpusténych v pidnim roztoku. V této formé
muize rostlina Ziviny snadno piijimat a vyuzit (Lustinec a Zarsky, 2003).

Mineralni Ziviny netvoii zdaleka tak velkou ¢ast hmotnosti rostliny jako uhlik, vodik a kyslik, ale
fada z nich je pro spravné fungovani rostlin nutna (Prochazka et al., 1998).

Nekteré prvky jsou pro rostliny nezbytné (esencialni) a ty spliiuji jednu z téchto podminek:
¢ Rostlina neni schopna bez esencialniho prvku ukoncit sviij zivotni cyklus.
e Funkce prvku v rostling€ nejde nahradit jinym prvkem.
e Dany prvek musi byt pfimou soucasti metabolismu.

Esencialni ziviny muzeme podle mnozstvi v biomase délit na makrobiogenni a mikrobiogenni
(Tab 1). Mezi makroziviny (makrobiogenni prvky) fadime C, O, H, N, P, S, K, Mg a Ca. Rostliny
jich ve svém téle obsahuji vétsi mnozstvi, fadové v desetinach az desitkdch procent. Mezi
mikroZiviny (mikrobiogenni prvky) patii zejména Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Cl a Ni. Existuji i prvky,
jez nejsou piimou soucasti metabolismu, ale zato se zapojuji do nékterych méné vyznamnych funkei.
Ty se fadi do kategorie prospésné (benefi¢ni) prvky. Tam se nachazi Na, Si, Co, | 2V (Masarovicova,
Repcak et al., 2002).



Tab. 1: Obvyklé mnozstvi biogennich prvki v rostlinach (upraveno podle Epstein, 1972).

Chemicka Relativnri Obsah v susiné ol 2Bl
Prvek “ka atomova (umol g  nebo %) vztahu k

Znac hmotnost HmMOL g™, ng & ° molybdenu
Mikroziviny umol g-1 ug g-1
molybden Mo 95,95 0,001 0,1 1
meéd’ Cu 63,54 0,10 6 100
zinek Zn 65,38 0,30 20 300
mangan Mn 54,94 1,0 50 1000
zelezo Fe 55,85 2,0 100 2 000
bor B 10,82 2,0 20 2 000
chlor Cl 35,46 3,0 100 3000
MakrozZiviny pmol g-1 %
sira S 32,07 30 0,1 30000
fosfor P 30,98 60 0,2 60 000
hot¢ik Mg 24,32 80 0,2 80 000
vapnik Ca 40,08 125 0,5 125 000
draslik K 39,10 250 1,0 250 000
dusik N 14,01 1000 1,5 1 000 000
kyslik @) 16,00 30 000 45 3000 000
uhlik C 12,01 40 000 45 4 000 000
vodik H 1,01 60 000 6 60 000 000

2.1.1 Prijem a transport mineralnich Zivin

Rostliny ziskavaji ziviny ve formé iontii pfevazné z pidniho roztoku za pomoci kofenového vlaseni.
Odtud se distribuuji mezi dalsi organy. Za pudni roztok povazujeme veskerou volnou vodu v pudé
s ionty rozpusténych zivin podle odpovidajicich aktudlnich ptirodnich podminek. Mnozstvi iontd
byva pomémé malé, jelikoz vétSina Zivin je Casto uloZena (imobilizovana) Vv Zivé ¢i odumielé
biomase, odkud se miiZe pii procesech mineralizace (ptisobenim mikroorganismti) uvoliiovat a vazat
se na anorganické ¢i organické vyménné komplexy v pudé (Prochazka et al., 1998).

Kofteny viak mohou pfijimat jen Ziviny nachazejici se v jejich t&sné blizkosti — v rhizosféfe. Ziviny
se tam mohou dostat tfemi mechanismy: 1. pohybem ptidniho roztoku (tzv. hmotovym tokem), 2.
difuzi nebo 3. prortstanim kotfent ptidou. Hmotovy tok a rovné€Z i pfisun zivin ke kofentim, je zavisly
na obsahu jednotlivych iontil v pidnim roztoku a na transpiraci rostlin, které¢ posouvaji ptidni roztok
k povrchu kofent. Dusledkem odcerpani vody kofeny se snizuje vlhkost v jejich okoli, a tudiz se
voda musi doplnit z ostatnich ptidnich zon. Ptisun Zivin v dob¢ vegetace neni rovhomérny, coz miize
vést k nedostatku nekterych zivin v rhizosféfe béhem urcitych fazi ristu. Na kratkou vzdalenost
v okoli kotenu se uplatiiuje pro transport iontli taky proces difuze, kdy se dostavaji ionty z oblasti
pudy s vyssi koncentraci prvkli do ochuzené €asti rhizosféry. Zavisi na ptidnich podminkéch (pH,
sorp¢ni kapacita aj.), na celkovém mnozstvi nékterych Zivin v ptid€ a na jejich vlastnostech, hlavné
na rozpustnosti a rychlosti uvoliiovani se do ptidy. Prokofeniovani ptidniho profilu v pribéhu vegetace
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rostliny je také dilezitym mechanismem, ktery umozinuje kofeniim Cerpat ziviny i z hlubSich ptdnich
horizontd.

Kromé svého prodlouzeni kofeny umi zvétSit mnozstvi kofenového vlaseni, a tedy pomoci vétsi
plochy i zvétsit jejich pfijmovou kapacitu. Rostliny jsou schopny rist kofena citlivé regulovat
Vv zavislosti na podminkach v padé i celkové potiebé rostliny. Rovnéz za ticelem zvétSeni dostupnosti
zivin umi zvySovat sekreci organickych latek. Tim padem je zvySen 1 vyskyt a aktivita
mikroorganismil, v€etné mykorhizy, které ptijem mineralnich zivin usnadnuji (Van¢k, 2012).

lonty se k povrchu kofene dostavaji zejména procesy difuze a hromadného toku, jak bylo zminéno
vySe. Do kofenovych bunc¢k se dostdvaji riznymi transportnimi mechanismy. K aktivnimu
primarnimu transportu slouzi specializované transportni proteiny — protonové pumpy. Protonové
pumpy maji schopnost Stépit ATP (tzv. ATP-4za) a pomoci uvolnéné energii piepravit pres
membranu H*. Diky ,,pumpovani H" pfes membranu za spotfeby metabolické energie mohou byt
pfijimany kationty (napt. K*, Ca?*, Mg?") proti spadu koncentra¢niho gradientu (elektrochemického
potencialu), rozdilu v koncentracich ¢astic mezi dvéma prostiedimi, neboli z nizs$i koncentrace
do vyssi (Hejnak et al., 2007). Sekundarni transport vykonavaji bilkovinové prenasece. Kazdy z nich
vykazuje specifickou afinitu pro jisté latky, takZze maji moznost vazat a transmembranové pienaset
pouze ty ionty, které jsou pro né¢ piibuzné. Presto ke své aktivaci potiebuji energii, kterou ziskavaji
pomoci ATP, které se ATP-azou §tépi na ADP a anorganicky P. Bilkovinové pfenasece vSak mohou
transportovat ionty stejnym smérem soucasné. Tento zpisob se nazyva symport. Jestlize se soucasny
pohyb vykonava v protisméru, mluvime o antiportu (Masarovicova, Repcak et al., 2002).

(A) Symport (B) Antiport
VNE BUNKY
®® @),
A
Nizky - L Vysoky
- o

U \l,

Vysoky Nizky

A 4 A 4 A 4
Elektrochemicko- @ @ @ Elektrochemicko-

potencialni gradient pOtenciéIm"gradient
substratu A CYTOSOL substratu B

Obr. 1: Ptiklady sekundarniho aktivniho transportu (A — napf. cukr; B — napi. Na*) (upraveno podle Taiz a Zeiger, 2014)

Existuje ovSem 1 transport pasivni. Ten na rozdil od aktivniho nevyzaduje pfimo metabolickou energii
a probiha po spadu elektrochemického potencidlu na membrané. Malé¢ volné ionty a molekuly
s hydrofobni povahou se do cytosolu mohou dostat cestou prosté diftize. Tyto latky jsou vétSinou ale
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transportovany také regulované pres iontové kandly nebo péry. Pory, tzv. poriny, jsou integralni
bilkoviny hydrofobné ptemostujici biomembranu. Kromé kanal existuje i zptisob pfenosu iontl
membranou pies prenasece. Na rozdil od kandlti se v piipad¢ prenasecl tvofi mezi transportnim
proteinem a iontem vazba, za membranou jsou ionty uvolnény a pienaseC se opét vraci zpét na
puvodni stranu membrany (Hejnak et al., 2007).

Transportovana molekula

O Bilkovinovy Pumpa

/pFenaéeé / Plazmatické Vvsoky
/membréna ysoKy

Energie

Elektrochemicko-

Y. O
Prosta difuze potencialni gradient
N J
v . 7 s - s
Pasivni transport Primarni aktivni transport
(po spadu elektrochemického (proti spadu elektrochemického
potencialu) potencialu)

Obr. 2: Typy membranovych proteint (upraveno podle Taiz a Zeiger, 2014)

Pro transport v kofeni se ionty dostavaji radialnim smérem do xylemu spole¢né s vodou. lonty
z rhizodermis putuji pies plasmodesmy symplastickou cestou, anebo cestou apoplastickou pies volné
prostory bunéénych stén a intercelular. Nicméné pokud transportuji apoplastem, hlavni bariérou jsou
ligninové tzv. Caspariho prouzky na bunécnych sténach endodermis. Zde musi pfes plazmatickou
membranu vstoupit do buniky a dale pokraovat symplastem. Propustnost plazmodesmat je zavisla na
druhu rostliny, stati nebo typu pletiva apod. (Hejnak et al., 2007). Dale roztok Zivin pokracuje do
prostoru vodivych pletiv (stfedni valec kotfene), zejména cév a cévic dieva. Diky transpira¢nimu
proudu maji mineralni ionty moZznost se dale pohybovat xylémem do nadzemni ¢asti rostliny, kde se
navazujici difuzi a aktivnim transportem dostavaji do dalSich orgédni, hlavné do listt, v nichz se cévni
svazky vétvi. lonty Zivin se mohou také pfemistovat prostfednictvim transportniho systému lyka
(floemu). Ptes sitkovice zasobuji organy, ve kterych je iontli nedostatek a tok vody pomoci
transpirace je tam omezeny — naptiklad mladé listy nebo plody (Lustinec a Zarsky, 2003).

12



Caspariho
prouzek

Symplasticka a
transmembranova
cesta

Pericykl Xylem

\Epidermis

Apoplasticka cesta —;

Obr. 3: Radialni pohyb latek kotfenem (upraveno podle Taiz a Zeiger, 2014)

Ziviny lze také rozdélit do tii skupin dle pohyblivosti v rostlinach, a to na dobfe pohyblivé, stiednd
pohyblivé a Spatné pohyblivé. N, P, S, Na, Mg, K a Cl se jak ve floému, tak v xylému transportuji
velice dobfe. Pozorovatelny dusledek jejich snadného premistovani je jejich postupny ubytek ve
star§ich listech spodni €asti rostliny. To souvisi se snadnou recyklaci téchto Zivin ze starnoucich do
rostoucich organi. Zhorseny pohyb, pievazné v akropetalnim! sméru se vyskytuje u Fe, Mn, Zn, Cu,
Mo a obcas i u Mg. Velmi obtizné se v rostlin€ pfemistuji zejména Ca a B. Kvtli tomu rostlina
vét§inou neni schopna tyto ionty premistit, a tak vyuZit jejich zdsoby v nove rostoucich bunécnych
strukturach (Vanék, 2012).

2.1.2 Faktory ovliviiujici pFijem Zivin

Na to, vjakém mnoZstvi rostlina Ziviny pfijimd, ptsobi nékolik vnitfnich a vnéjSich faktori.
Charakteristickym vnitinim faktorem je ptfijmova rostlinna kapacita, jez je dana geneticky. Ta je
ovlivnéna uspofadanim a rozvojem kotfenového systému jednotlivych druht a rostlin, jelikoz ¢im
bohatsi je kofenovy systém, tim intenzivnéji jsou Ziviny piijimany. Také zavisi napf. na mnozstvi a
slozeni exsudati?, jez maji vyrazny vliv na pocet mikroorganismii a jejich aktivitu v rhizosféfe, na
biologické hodnoté rostliny, celkovém metabolismu, na vysSce asimila¢niho efektu nebo na vyskytu a

! akropetalni = smér ze spodu nahoru (Vanék, 2012)
2 exsudaty = chemické latky vylu¢ované na povrch rostlin pfi poranéni ¢i napadeni patogenem (Taiz a Zeiger, 2014)
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rozvoji mykorhizy?®, kdy se zvétsuje povrch kotent, a tak i pfijem. Rostliny se dokaZou pfizpiisobit
specifickym stanovistim dle nadmotské vysky, vlhkostnich podminek nebo piidnich vlastnosti, kde
dlouhodobé rostou (Vangk, 2012).

Klimatické a povétrnostni podminky fadime do faktorti vnéjsich. Ty také vyznamné ovliviuji piijem
zivin, a tudiz tvorbu biomasy a v zemédélstvi kvalitu produkce. Klimatické oblast i sezénni priabéh
pocasi velmi vyrazn¢ ovliviiuje rast a vyvoj rostlin. Zejména zmény ve vlhkosti piidy a teploty maji
vyznamny dopad na pfijem mineralnich zivin. Pokud je vlhkost dostatecna a teplota vyssi (cca nad
10 °C), obvykle je pfijem zivin intenzivngj$i, zejména u drasliku, fosforu a dusiku. Zisk iontl v§ak
S nartistem biomasy nemusi nutné korespondovat, protoze rostliny mohou ¢asto vyuzivat. I pfes to
ma na tvorbu biomasy nejvétsi vliv mnozstvi zateni (Vanck, 2012).

Slozeni ptadniho roztoku se rovnéz vyznamné podili na dostupnosti zivin a na celkovém riistu rostliny.
Pro rostlinnou vyzivu jsou vyuzitelné ziviny, které jsou rozpustné a jez jsou v pevné fazi pudy sorpéné
vazany a mohou pribézné doplnovat koncentraci v pidnim roztoku. Jejich rozpustnost je ovlivnéna
pudnimi vlastnostmi, kupfikladu hodnotou pH, zrnitosti, porovitosti ¢i sorpénimi schopnostmi.
Rozhodujici je vSak celkovd koncentrace a zastoupeni jednotlivych iontd. Poméry v zastoupeni
jednotlivych iontl vyznamné plisobi na vyuZiti Zivin rostlinou. Jestlize je koncentrace urc¢itého iontu
v piidé€ vyrazné vyssi, rostlina ma sice dostatek zivin, ale hrozi moznost negativniho dopadu na piijem
ostatnich iontd. Zejména v disledku velkého obsazeni vazebnych mist na Casticich pidy i na
kotenech dominujicim iontem nezbyva misto pro dalsi potfebné ziviny. Ty se pak mizou pfi vyssich
srazkéach ¢i zalivce dostat do hlubSich ptdnich horizontti, ba dokonce se Uipln¢ vyplavit. Naopak
pokud je obsah potiebné Ziviny nizsi, jeji transport do rhizosféry se zpomaluje, a tudizZ 1 pfijem se
vyrazn€ snizi. V zemédé€lské praxi potiebné mnozstvi Zivin v pid¢ udrzujeme hnojenim a
agrotechnickymi zasahy za Gc¢elem zajiSténi pfedpokladli harmonické vyZivy rostlin (Vanék, 2012).

2.1.3 Dostupnost Zivin

Deficience zivin v prostfedi vede k nizkému obsahu Zivin v rostlinach. V takové situaci je v rostling
vyrazné omezovan jeji metabolismus, a tudiZ sniZend 1 produkce biomasy. Klesa totiz rychlost tvorby
vyznamnych sloZek biomasy — sacharidu, bilkovin, lipidi i nékterych hormonti a dalSich latek. Také
je ovlivnén jeji rust, produkce a dochazi k deformaci listt, stonkii a plodt. Nedostatek zivin se ¢asto
projevuje i na zméné barvy listd a plodd. V ptipad¢ vyrazného nedostatku mize dojit dokonce k
pferuSeni vegetaniho cyklu (Vanék, 2012). Pfi mirném ptfidavku mineralnich hnojiv se jejich vynos
opét zvysuje (Natr, 2002).

Vétsi mnozstvi  dostupnych Zivin podporuje rychlost rastu rostliny (Obr 4.). V blizkosti
fyziologického optima se pfijimané Ziviny uz vyznamné nepodili na pfirGstku suSiny rostlin, ale
mohou se hromadit v pletivech ¢astecné jako zasoby (Vane€k, 2012). Jakmile je hranice inosného
obsahu prekrocena, nastane vyrazné snizeni pfijmu jinych zivin, naruSeni procesti metabolismu nebo

% mykorhiza = symbiotické spojeni nékterych hub a kofenti rostlin. Usnadiiuje pif{jem mineralnich Zivin kofeny (Taiz a
Zeiger, 2014)
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signalizace bunék, jeZ se nachazi uvniti rostlin ve vysoké koncentraci a omezi se rust rostliny. Znaény
nadbytek nekterych zivin mize na rostlinu pusobit toxicky (Vangk, 2012).

Tuxusni BH|em

" [hraniéni obsah toxicita

Rust (vynos susiny)

Stoupajicl obsah Ziviny v rostliné

Obr. 4: Schématické znazornéni vlivu obsahu Zivin na rastu rostliny (upraveno podle Mengel, 1984)

Pro rostlinu je nejlepsi hodnota dostupnosti ziviny pobliz optima. V této oblasti se totiz v pletivech
jesté vyrazné nehromadi nevyuzité ziviny a rostlina obsahuje ideélni pomér vSech Zivin pro sviij rist
(Vangk, 2012). Vymezeni tohoto minimalniho obsahu zivin pro maximalni vynos je stale obtizné, ale
vétSinou se udava jako mnoZzstvi odpovidajici 90 % maximalniho vynosu (Natr, 2002).

Rozmezi faze luxusniho ptijmu se u zivin odliSuje, napt. u boru je oblast luxusniho pfijmu velmi
kratka, zato molybden mé schopnost se hromadit v pomérn¢ vysokych koncentracich bez negativnich
nasledkl (Vanek, 2012).

2.2 Dusik

Dusik je makrobiogenni Zivina, kterou rostlina ziskava prevazné v anorganické formé dusi¢nanového
aniontu (NO3") a kationtu amonného (NH4"). Je vyznamnou slozkou napiiklad chlorofylu,
aminokyselin, amidu ¢i bilkovin (15 — 18,9 %). Rostlina si ho také uklada do zasob, aby byla schopna
pteklenout obdobi, kdy je ptijem N mensi nez jeho potieba pro rist. Piijem téchto iontd zavisi hlavné
na rostlinném druhu a na vné¢jSich podminkach. Urc€ity vliv ma i pH prostfedi. Pokud je oblast
kyselejsi, rostlina pfijima spiSe NO3". V neutralni az zasadité oblasti je bud’ vyssi pfijem NHa4", anebo
je to vyrovnané (Pavlikova et al., 2008). Celkovy piijem NH4" z pidy je u rostlin vétSinou maly.
Dtivodem jsou heterotrofni (mikro)organismy, které vyuzivaji amonny iont ptednostné (Natr, 2002).

Mnozstvi nitratu v piid€ zavisi hlavné na podminkéch prostiedi. Jednim z nejvyznamnéjsich faktort
jsou mnozstvi zafeni a fotoperioda. V zimnim obdobi, v ptedjafi ¢i na podzim, kdy jsou dny kratsi,
rostliny hromadi ptebytecné mnozstvi dusiku, jelikoz nejsou schopny vSechen vyuzit k produkci
pletiv. TaktéZz 1 kvili nedostateCné intenzit€¢ slunecniho zafeni se omezuje aktivita enzymi
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podilejicich se na nasledujici redukei nitrath v rostlinach. Roli hraje také teplota externiho prostiedi.
Se snizujici teplotou se zpomaluje ptijem a vyuziti NOs (Vanek, 2012).

2.2.1 Deficit dusiku

Pti nedostatku dusiku dochézi k inhibici ristu, zejména v dasledku zpomaleni tvorby stavebnich a
funk¢nich proteind i1 dalSich dusikatych latek. Na poklesu tvorby biomasy se nasledné podili také
omezena rychlost fotosyntézy kvili snizené tvorbé proteint v listech a chlorofylu. Rist kofent je
naopak pfi nedostatku zivin ve srovnani s nadzemni ¢asti rychlejsi.

Projev deficience dusiku u rostlin je sice individualni, ale jednim z hlavnich znakl je mensi vzrast
(Van¢k, 2012). Disledkem nahromadéni piebyte¢nych sacharidti mohou stonky dokonce i dievnatét
(Taiz a Zeiger, 2014). Nedostatek N je zpozorovatelny i na svétlejsi barve rostlin, hlavné listd, které
jsou naZloutlé. Chlordza listl je zplisobena poklesem syntézy chlorofylu. Diive Zloutnou starsi listy,
jezrychleji starnou a opadaji. Dusik z nich totiz rostlina pfemist'uje do rostoucich ¢asti (Van¢k, 2012).

2.2.2 Nadbytek dusiku

Nadbytek dusiku je uz méné bézny a jeho vliv zalezi na druhu rostliny a rastové fazi rostliny.
V humusovém pudnim horizontu se v ¢astech S vyssi koncentraci dusiku zmens$uje rust hlavniho a
vedlejsich kofentd, a proto méné pfijimaji ziviny a vodu. V nésledujicich fazich ristu se dusik
shromazd’uje v rostlinach ve form¢ nitrat. Ty se mohou akumulovat v pletivech do relativné
vysokych koncentraci, aniz by to bylo pro rostlinu toxické. Vytvafi totiz ptirozenou zasobu dusiku
pro pozdé&jsi spotiebu a zabudovani do organickych slou€enin pfi intenzivnim ristu. MnoZzstvi nitratQ
se zvySuje zejména pii mensim mnozstvi svétla.

Piebytek dusiku je vétSinou obtizné pozorovatelny bez chemické analyzy biomasy. Jestlize jsou
podminky k rGstu uspokojivé, je podpoifen rist vegetativnich organi (pfevazné listd, stonkl a
vyhontl). Vzhledové byvaji rostliny syté zelené a v nékterych ptipadech az enormné vyvinuté, ale
zato déle dozravaji. Pfi znacném nadbytku dochazi k poSkozeni listl, na kterych se postupné od
okrajui projevuje nekréza vedouci k definitivnimu odumieni. Konkrétn¢ u brukve fepky (Brassica
napus) mizeme zpozorovat bohaté vétvené a vyssi stonky s velkymi vinitymi listy.

Velka pravdépodobnost piisobeni nadmérného mnozstvi dusiku je zejména v oborech zahradnictvi a
kvétinatstvi, z divodu péstovani v umélych substritech s omezenym mnoZstvim zeminy. V
pfirozenych a béznych podminkéch jsou tyto ptipady vzacné. Nadbytek dusiku miizeme nalézt jen na
lokalnich mistech, kde do$lo k pfehnojeni. K tomu n¢kdy miize dochazet zamérné s cilem zajistit
maximalni rast rostlin, avSak bez informaci o skutecné potiebé rostlin a dostupnosti dusiku v
substratu. Kromé ekonomickych ztrat spojenych s malym vyuzitim pouzitého dusiku pfehnojovani
muze pusobit dal§i navazné problémy. Zejména se jednd o vyplaveni nitratu do povrchovych vod a
sniZeni jejich kvality (Vanék, 2012).

Dal$im problémem je vysoka koncentrace nitratli v biomase zeleniny a dalSich rostlin pro
potravinaisky primysl. Ty jsou vys$§im obsahem nitrat kvalitativné znehodnoceny, protoZze mohou
konzumentim ohrozovat zdravi. Konzumace téchto plodin mize vést k methemoglobinémii,
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onemocnénim, Kdy jatra redukuji dusi¢nany na dusitany. Dusitany se spojuji s hemoglobinem, jenz
pak neni schopen vazat kyslik, a tudiz ho nemutize prenést do tkani. U lidi a nékterych zvifat je moznost
také prevadét dusi¢nany na siln€ karcinogenni nitrosaminy nebo na oxid dusnaty, coz je silna signalni
molekula zapojena do mnoha fyziologické procest, jako je rozsifeni krevnich cév (Taiz a Ziegler,
2014). Proto v nékterych zemich, véetné Ceské republiky, je omezovan obsah dusi¢nant v
produktech uréenych k lidské spotiebé, coz vede i k ekonomickym ztratim. Vyhlaska Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 252/2004 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist stanovuje mezni limit dusi¢nand v pitné
vodé 50 mg/l. O obsahu dusi¢nant v potravinach a potravinovych surovinach se zminovala Vyhlaska
Ministerstva zdravotnictvi ¢. 53/2002 Sh. Tato vyhlaska vsak byla v roce 2004 zruSena a v soucasné
dobé neni maximalni mnozstvi uréeno (Anon., 2004; Anon., 2002).

2.3 Vyznam vody pro rostliny

2.3.1 Nedostatek vody jako vyznamny stresovy faktor

Voda je dilezitym rozpoustédlem anorganickych a organickych latek. Diky ni se mohou molekuly a
ionty pohybovat v celé rostlin€. V rostlinnych organech se jeji obsah pohybuje v rozmezi 60 az 90 %,
konkrétné tfeba u mékkych pletiv se v listech ¢i kofenech podil vody pohybuje na hranici 80-90 %.
Méné je uZ v semenech, tam nalezneme jenom 5 az 15 % (Lustinec a Zarsky, 2003).

Nékteré suchozemské rostliny obsahuji vy$§i mnoZstvi vody. Tyto rostliny se nazyvaji
homoiohydrické. Vyvinuly se ze zelenych fas s vakuolizovanymi buiikami, coZ zpisobilo ztratu
schopnosti bun€k snéaset vysuseni. Disledkem toho je nalezneme ve vlhkych piidach a na trvale
zamokienych stanovistich. Naopak v rostlinach poikilohydrickych vakuoly nejsou, tudiZ se mohou
vyskytovat na mistech se stfidanim sucha a vlhka. Cim méné vody v rostliné je, tim vice se tlumi
zivotni procesy, zejména fotosyntéza a dychani. Po zajiSténi potfebného mnoZstvi vody se
metabolickd aktivita opét obnovi a rostliny jsou tak schopny riist dal. Vztah mezi aktivitou rostliny a
obsahem vody v pletivech je velmi druhové specificky, ale pii poklesu obsahu vody pod 50 % uz
vétSina rostlin nezvratné odumira (Larcher, 1988).

Voda se vyrazné podili na biochemickych reakcich v metabolismu rostlin, diky ni mtiZe také probihat
transport latek, jenz prodluzuje rast bunék. Nejvétsi mnozstvi vody je potiebné pro transpiraci (vypar
vody z listtr), ktera neni pouze nasledkem soucasné probihajiciho ptijmu CO: priduchy, ale také
pomaha udrzovat fyziologickou teplotu listu (Prochazka et al., 1998; Penka,1985).

2.3.2 Stres vlivem nedostatku vody

Mirny vodni deficit vody je pro rostliny neskodny, ale pii jeho zvyseni (70-80 %) se dostavaji rostliny
do vysokého stresu, ktery vyrazné ovliviiuje jeji zivotni funkce a organy. Chemicky signal béhem
nedostatku vody rostlinou pfenasi nejpravdépodobnéji fytohormon kyselina abcisova (ABA), tvotici
Vv kotenovych $pi¢kach a v dospé€lych listech (Masarovi¢ova, Repcak et al., 2002).

ABA ma za tkol spoustét uzavirani praduchti. Z kotfenti putuje xylémem do listd, kde se vaze na
receptor v plazmatické membrané svéracich bunék. Vazbou se zméni vlastnosti plazmalemy a toky
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iontl. Kationty drasliku, regulujici oteviraci a zaviraci mechanismus priduchtl, se transportuji ven
Z téchto bungk, coz umoznuje priaduchu svou §térbinu uzaviit (Hejnak et al., 2007).

Rostlina mé schopnost pfijimat vodu jen dokud je jeji vodni potenciél niz8i nez vodni potencial zdroje
vody. JiZz po nékolika minutach aZz hodinach deficitu se v rostlinnych bunkach méni zastoupeni
proteinil. Napiiklad se zvySuje produkce minimaln¢ 20 stresovych proteinti (ostatni jesté¢ neznamé),
zvanych dehydriny. Dehydriny zatim nejsou dostatecné prozkoumany, ale urcité vime to, ze diky nim
rostlina 1épe odolava vodnimu stresu (Masarovi¢ova, Repcak et al., 2002).

Mnozstvi vody v rostliné muzeme urcit né€kolika zpisoby. NejjednodusS$im zptusobem je zvazit
Cerstvou hmotnost rostliny nebo jeji ¢asti (My) a poté to samé udélat i po vysuSeni vazeného
vzorku (Ms). Obsah vody vypocitame podle nasledujiciho vzorce:

M,—M
V(%) = %xwo 1)

v

Dulezitym faktorem je i vodni potencial (), uréujici aktivitu vody v systému vzhledem k volné
energii chemicky &isté vody. Je vyjadien bud’ v energetickych jednotkach (J*kg™), anebo v tlakovych
jednotkach, a to v pascalech (Hejnak et al., 2007).

V dtsledku nedostatku vody v pletivech se v rostliné vyznamné méni cela fada procest. Nejprve
dochazi ke zpomaleni rastu bunék, ktery zpozorujeme uz pti mirném poklesu vodniho potencialu o
0,1-0,2 MPa. Vizualné mizeme nedostatek vody poznat na mladych rostoucich listech, které omezi
nejen svuj rust, ale i velikost listové plochy. Dojde v nich k pozastaveni transpirace a vyméné plynt
s okolim, nebot’ se vlivem zvySené koncentrace ABA uzaviraji pruduchy. Jestlize turgor bunck klesne
na hodnotu 0,3-0,4 MPa snizi se tvorba cytokinint, a tudiz dojde k poklesu rychlosti procesu déleni
bungk. Rostlina proto ptestava rast. Pfi nulovém turgoru se v listech za¢nou hromadit nevyuzité
asimilaty, nebot jsou ovlivnény vSechny metabolické procesy, véetné ristu. VEtSina asimilatl se pak
transportuje do kotent, jez diky nim zacnou rychleji prortistat do hlubsich ¢asti pudy, kde se nachézi
doposud nevyuzité¢ zdroje vody. Tento proces probihd az po zastaveni rastu listi a nasledném
zpomaleni fotosyntézy. V piipad¢ dalsiho poklesu hodnoty vodniho potencialu o 0,2-0,8 MPa, se
vlivem zvySeni koncentrace iontd ve vakuolach 1 dalSich signdlnich mechanismi méni aktivita
enzymu. Zrychli se hydrolyza Skrobu anebo naopak se zpomali asimilace dusi¢nand. Dusledkem
poklesti hodnot vodniho potencialu listy za¢nou rychleji starnout a tim padem i opadat. Je tomu tak
kvili nadmérné produkci ethylenu a eventudln€ kyseliny jasminové. Déle trvajici silny nedostatek
vody ma destruktivni dopad pfedevS§im na membrany a organely, coz vede k odumirani jednotlivych
bunek, a pozdéji i celé rostliny (Masarovi¢ova, Repcak et al., 2002).

2.3.3 Transpirace

Transpira¢ni proud umoziuje plynuly transport vody z kotenti do listli, odkud unik4 ve formé vodni
pary do atmosféry. Nejvétsi ¢ast vody se z listii odpatuje fizené pies pruduchy (stomata), které slouzi
za béznych podminek k vyméné plynti s okolim. Jejich oteviraci a zaviraci mechanismus je hlavnim
faktorem pro ftizeni vydeje vody rostlinou. Prostfednictvim této tzv. stomatalni transpirace se
z rostliny odchazi asi 90 % vody. Zbylych deset procent prochazi pies epidermalni bunky kryté
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kutikulou (tzv. kutikularni transpirace) (Hejnak et al., 2007). Transpiraci mizeme rozd¢lit do 4 etap.
Prvni etapou je pohyb ptdniho roztoku do xylému kofene. Druhé patii transportu xylémem do listi
za pomoci vodivych pletiv. Ve tfeti fazi voda pronika listovymi pletivy (mezofylem) a odpatuje se
V mezibunécnych prostorach a ve ¢tvrté se difuzi pies mezibunécné prostory a priduchy dostava do
atmosféry (Lustinec a Zarsky, 2003).

Rychlost celého procesu je ovlivnéna fadou faktort. Jako prvni skupinou jsou fyzikalni podminky
prostiedi — zejména teplota a vlhkost vzduchu. Mnozstvi zafeni a koncentrace COz v atmosfétre pak
ovliviiuji otevienost pruduchii rostliny, stejné jako fyziologicky stav rostliny, zejména mnozstvi vody
Vv pletivech a aktivita fotosyntézy. V neposledni fadé je rychlost transpirace ovlivnéna odlisnostmi
v morfologicko-anatomickych vlastnostech listd. VSechny listy jsou do sebe odlisné napt. v
anatomické stavbé, rozlozeni stomat, trichomti nebo v celkové plose listi. (Hejnak et al., 2007).

2.3.4 Vztah mezi prijmem Zivin a vody

Dostupnost vody ma vliv na pfijem uhliku, rust rostliny i rychlost transpirace, a tudiz ovliviiuje i
potiebu mineralnich zivin v rostling. Rychlejsi transpirace je vyhodna pro zrychleni hromadného toku
vody v pudg, ve kterém jsou ziviny rozpusténé. Tim se ziviny snadngéji dostavaji do blizkosti kofent,
jelikoz je proces difuze znaéné pomalejsi. Proto je ptijem vétsiho mnozstvi vody zna¢nou vyhodou.
Jak jsem jiz zminovala, minerdlni ionty putuji do nadzemnich ¢ésti rostliny transpira¢nim proudem.
A s vys$8im pfijmem vody se i rychleji transportuji do ostatnich organti rostliny. To znamena, Ze se s
vy$si rychlosti transpirace, se zrychli i transport iontil v rostlin€. Mechanismus otevirani a zavirani
praduchd je totiZz spojen se zménami mnozstvi iontil ve svéracich butikach, konkrétné u K™ a Cl- (Natr,
2002).

Vyzkum v poslednich letech také ukézal, ze nékteré Ziviny, naptiklad nitraty, mohou ovliviiovat
rychlost transportu vody Vv rostliné. Mechanismem tohoto jevu je vliv dusi¢nani na otevienost port
pro vodu — akvaporinti — na membranach bunék (Gloser et al. 2007).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Pro experiment byly pouzity dva druhy rostlin bézné pouzivanych v zeméd¢€lstvi a to brukev fepka
(Brassica napus) a fedkev seta (Raphanus sativus). Tyto jednoleté az dvouleté byliny z Celedi
brukvovitych jsou velice vyznamnymi hospodaiskymi plodinami. Brukev vyzaduje vysoké mnozstvi
dusiku v obdobi intenzivniho rastu. Jeji vysoky ptijem zivin pravé vede k rychlému ristu a tvorbé
biomasy. Naproti tomu fedkev vzhledem K jeji kratké vegetacni dobé nevyzaduje velké mnozstvi
zivin, a tudiz s dusikem hospodati efektivnéji (Vanek, 2012; Vanék et al., 2016).

3.1.1 Kultivace rostlin

Semena rostlin byla po nabobtnani vyseta na filtra¢ni papir. Po 8-14 dnech byly mladé rostliny
jednotlivé presazeny do plastovych kvétinacu s Cisté anorganickym substratem a nasledné rozdéleny
do tfi variant dle obsahu nitratti ve dvakrat koncentrovaném Hoaglandové roztoku, kterym rostliny
byly zalévéany jednou az dvakrat tydné podle potieby.

Tab. 2: Slozeni modifikovaného Hoaglandova Zivného roztoku (Gloser, tstni sdélent)

it Var[irt;l]r:;[]&é IA;I?M Varianta 8 mM Varianta 16 mM
[mmol/I] [mmol/I]

Ca(NO3)2.4H,0 1,207 2,413 4,826
KNOs; 1,587 3,175 6,35
KH2PO4 0,1905 0,1905 0,1905
MgSQO4.7H.0 0,27 0,27 0,27
MnSQO4.H20 0,002 0,002 0,002
ZnS04.7H20 0,00085 0,00085 0,00085
CuS04.5H,0 0,00015 0,00015 0,00015
HsBO3 0,02 0,02 0,02
Na:M00,4.2H,0 0,00025 0,00025 0,00025
CioH12FeN2NaOsg
(Chelatonat zelezito-sodny) 0,0405 0,0405 0,0405
(NH4)2S0q4 0,1 0,9 0,9
K2SO4 0,04 0,16 0,16
CaCl; 0,06000 0,24 0,24
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Obr. 5: Pfiprava Hoaglandova zivného roztoku (foto Alzbéta Florianova, 2021)

Pro kazdé zaliti bylo pouzito 100 ml roztoku. Tti rizné varianty roztoku se liSily pouze koncentraci
nitratovych iontii (optimalni — kontrolni 4mM, supraoptimalni 8mM a extrémni 16mM) (viz Tab. 2).
Po dobu 4-5 tydnt byly rostliny umistény ve skleniku pfi teploté 18-25 °C, vlhkosti 45-60 %.
Nejméné pét dnt pied prvnim destruktivnim odb&rem byly rostliny ptemistény do fizeného
prostiedi — klimaboxu (teplota den/noc 24/16 °C, fotoperioda 14 h, vihkost vzduchu 60 %). Po jejich
aklimaci byl proveden prvni odbér rostlin. Potom bylo u zbyvajicich rostlin zastaveno zalévani a
rostliny postupné vysychaly 6-9 dnti. V tomto obdobi byly provedeny dalsi dva destruktivni odbéry
a souvisejici méfeni stejné jako v prvnim odbéru. V nasledujicich ¢astich experimentu byla méfena
vlhkost substratu, rychlost transpirace, hodnota vodniho potencialu a bylo stanoveno mnozstvi
nitratovych iontti v biomase.

Obr. 6: Kultivace rostlin ve skleniku (foto Daniela Zabojova, 2021)
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3.2 Méreni vlihkosti substratu

Vlhkost ptidy byla méfena pomoci pidniho senzoru: ML3 Theta Probe Soil Moisture Sensor, ktery
byl napojeny na HH2 meter (Delta-T Devices, Cambridge, UK).

Obr. 7: Mé&fi¢ vlhkosti pady HH2 a ptipojené ¢idlo ThetaProbe (https://delta-t.co.uk/product/ml3/#)

Odezva ¢idla (mV) byla piepocitana pomoci pfedem provedené kalibrace na hodnoty obsahu vody v
substratu (gramy vody na gram suchého substratu).

3.3 Stanoveni rychlosti transpirace

Pfi odbéru byla transpirace méfena prostfednictvim gravimetrie. Kontejnery se substratem kazdé
z méfenych rostlin byly v rannich hodinach (zacatek métfeni v mezi 7. a 9. h) zvazeny a zabaleny do
plastového sacku, aby se minimalizovaly ztraty vody vyparem mimo listy. Thned po zabaleni byly
rostliny umistény zpét do boxu. Po 1-3 hodinach bylo provedeno opétovné vazeni. Zjistény tbytek
hmotnosti byl zaznamenan spole¢né s obsahem vody v ptidé méfeného pomoci ¢idla Theta Probe.

Rovnéz bylo potieba znat velikost listové plochy. Od rostliny byly oddéleny vSechny listy, které byly
nasledné vyskladany do prisvitného obalu a oskenovany. Analyza obrazu byla dokonc¢ena softwarem
ImageJ, jenz listovou plochu zméfil. Rychlost transpirace byla nasledné vypocitand z prumérné
zmény hmotnosti (g) za 1 h na 1 m? listové plochy.

3.4 Méreni vodniho potencialu listi
K méfeni vodniho potencidlu listii byla pouzita tlakova metoda. Méteni bylo provadéno za pomoci

tlakové komory (Model 3005 Plant water status console, Soil Moisture Equipment Corp., Santa
Barbara, USA).
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Obr. 8: Tlakova komora pro méfeni vodniho potencialu (foto Daniela Zabojova, 2021)

Z rostliny byl pfed méfenim Ziletkou odfiznuty nejmladsi plné vyvinuty list. Rez fapiku byl vzdy
proveden tak, aby jeho plocha byla ptiblizné¢ pod uhlem 45 °. Ufiznuty list byl zasunut do
uzaviratelného plastového sacku a vycnivajici fapik byl uchycen do tésnéni ve viku tlakové komory.
Upevnény list byl vlozen do tlakové komory, kde byl pomalu postupné zvySovan tlak. Za pomaoci
lupy byl pozorovan okamzik, kdy byla kapka xylémové stavy vytlacend z fapiku, byla zaznamenana
hodnota dosazeného tlaku, ktery byl roven vodnimu potencialu méfeného listu. Tento proces musel
probihat co nejrychleji z divodu rychle méniciho se potencialu listu po odfiznuti.

xylémové &tava
pryové tésnéni

tlakomér

uzaviratelny sacek

stlaceny
vzduch

tlakova komora

Obr. 9: Technika méfeni vodniho potencialu prosttednictvim tlakové komory (Daniela Zabojova, 2021)
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Obr. 10: Xylémova $t'ava vytlacena z fapiku listu (foto Alzbéta Florianova, 2021)

3.5 Extrakce nitratovych ionti z biomasy

Z rostliny byl odejmut nejmladsi plné vyvinuty list, ktery byl dale roziezan na identické kousky o
velikosti piiblizng 1 mm? Mnozstvi materialu pohybujici se okolo 100 mg bylo navazeno do
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Vzorek byl po néasledném piidani 1 ml horké vody vortexovan a
nasledné¢ umistén na 30 minut do topného bloku vyhtdtého na 95°C. Po zchladnuti byly
mikrozkumavky s obsahem centrifugovany za uc¢elem oddéleni ziskaného extraktu od biomasy. Poté
bylo piepipetovano co nejvétsi mnozstvi ¢istého roztoku do mikrozkumavky a ulozeno v mrazniéce
pro pozdg&jsi kolorimetrické stanoveni nitratti. Stejny proces byl uskute¢nén i u kofenového systému,
kde byla vybrana co nejreprezentativngjsi ¢ast.

Obr. 11: Centrifugace vzorku (foto Alzbéta Florianova, 2021)
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3.6 Kolorimetrické stanoveni nitratu

Zpusob kolorimetrie je pro stanoveni nitrati ve vzorcich vhodny, jelikozZ je k dispozici pouze malé
mnoZstvi vzorku a jejich analyza bude piesnd. Nejprve byla nachystana reakéni &inidla A a B. Cinidlo
A bylo slozeno z 5g kyseliny salicylové (CeHs(OH)COOH) rozpusténé v 96% H2SOs4 v
celkovém objemu 100 ml. Cinidlo B o objemu 500 ml obsahovalo 40 g rozpusténé NaOH
Vv destilované vod¢. Nasledné byla pfipravena kalibraéni fada 8mM roztoku NaNOs fedéna
na0-0,1-0,2-0,5-10-2,0-4,0-6,0mM do 50ml odmérek. Poté¢ byla provedena reakce
v mikrozkumavkach o objemu 1,5 ml. Poté byla provedena reakce S nami odebranymi vzorky.

tgm"‘n i
b £2. g
. o

Obr. 12: Kalibra¢ni fada (vlevo), kalibrované vzorky v mikrozkumavkach (vpravo) (foto Alzbéta Florianova, 2021)

K 10 pl vzorku nebo standardu (destilovana voda) bylo ptidano 40 pl ¢inidla A. Mikrozkumavka byla
nasledné vortexovana, na zhruba 20 sekund centrifugovana a ve tm¢ inkubovana 20 minut pfi
pokojové teploté. Po uplynulé dobé byl vzorek doplnén 1 ml ¢inidla B, opét vortexovan a nechan
vychladnout na pokojovou teplotu. Absorbance vzorki byla dale méfena na dvoupaprskovém UV-
VIS spektrofotometru SPECORD 205 pti 410 nm.
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4 \/YSLEDKY

4.1 Porovnani reakci druhii na varianty vyzivy

Prvni ¢ast vysledkti ukazuje disledky rozdilné dostupnosti dusi¢nand na rast rostlin a parametry
vodniho provozu rostlin dobte zasobenych vodou.

Vysledky zjisténé pii prvnim destruktivnim odbéru byly pro lepsi ptehlednost zpracovany ve forme
sloupcovych grafti a rozdéleny podle druhu rostliny a dle mnozstvi dusi¢nanti v substratu
(optimalni — kontrolni 4mM, supraoptimalni 8mM a extrémni 16mM). Rovnéz byla u vsech
pramérnych hodnot vypocitana smérodatnd odchylka jako mira variability namétfenych dat.
Statisticka prikaznost rozdilli mezi variantami vyzivy a byla testovana pomoci t-testu (srovnani dvou
souborit hodnot se shodnym rozptylem). Sloupce oznafené ,,** jsou od niz§ich koncentraci
signifikantné rozdilné na hladin¢ 0,05.

4.1.1 Velikost listové plochy mezi jednotlivymi variantami vyzivy

Obr. 13 zobrazuje rozdily ve velikosti listové plochy mezi jednotlivymi variantami vyzivy. U brukve
bylo prokazano, ze nejvyssi pouzita koncentrace dusi¢nant vedla k prikaznému zvétSeni listové
plochy oproti ostatnim variantam, konkrétné listova plocha (LA) stoupla na 163,42 % kontroly.
Redkev ukézala podobny trend — LA stoupla na 117,32 % kontroly, av$ak z diivodu velké variability
dat nebyl zjiStény statisticky prikazny rozdil.
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Obr. 13: Velikost LA mezi jednotlivymi variantami vyzivy fedkve seté (Raphanus sativus) a brukve fepky (Brassica
napus). Hvézdicka oznacuje statisticky prikazny rozdil mezi variantou vyzivy 4mM (kontrola) a dal§imi variantami
v ramci jednoho druhu. Sloupce ukazuji primérné hodnoty zjisténé v prvnim destruktivnim odbéru, chybové usecky
oznacuji smérodatnou odchylku.

4.1.2 Zmény vodniho provozu rostlin

Rychlost transpirace mezi jednotlivymi variantami vyZivy

Zmeény rychlosti transpirace a vodniho potencidlu jsou zékladnimi parametry pro zjisténi reakce
rostliny na specifickou vyzivu. Z obr. 14 0 zavislosti rychlosti transpirace na varianté vyzivy je
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patrné, Ze vysoka koncentrace nitratti rychlost vymény plynti prikazné ovlivnila. Jako u obr. 14 neni
mezi 8mM a 4mM variantou znacny rozdil. Rychlost transpirace varianty 16mM fedkve klesla na
49,47 % kontroly a u 16mM brukve klesla na 78,92 % kontroly.
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Obr. 14: Rychlosti transpirace mezi jednotlivymi variantami vyzivy fedkve seté (Raphanus sativus) a brukve fepky
(Brassica napus). Hvézdi¢ka oznaluje statisticky priikazny rozdil mezi variantou vyZivy 4mM (kontrola) a dal$imi
variantami v rdmci jednoho druhu. Sloupce ukazuji primérné hodnoty zjisténé v prvnim destruktivnim odbéru, chybové
usecky oznacuji smérodatnou odchylku.

Zmény vodniho potenciidlu jednotlivych variant vyzivy

Diference v hodnotach vodniho potencialu jednotlivych variant (Obr. 15) nejsou vyrazné. Redkev i
brukev si hodnoty udrZely pomérné¢ stabilni. Nebyl zde pozorovan Zadny trend, a rozdily mezi
variantami nebyly statisticky vyznamné. Rostliny fedkve si udrzovaly ve vSech variantach
negativnéjsi vodni potencial nez brukev.
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Obr. 15: Hodnoty vodniho potencialu mezi jednotlivymi variantami vyzivy (Raphanus sativus) a brukve fepky (Brassica
napus). Sloupce ukazuji primémé hodnoty zjisténé v prvnim destruktivnim odbéru, chybové useCky oznacuji
smérodatnou odchylku.



4.1.3 Obsah nitrata v rostlinnych pletivech

Obsah nitratu v listech (Obr. 16) je u supraoptimalni 8mM a extrémni 16mM varianty vyzivy brukve
urcité vyssi oproti kontrole. U 8mM varianty stoupl na 572,67 % kontroly, ale u 16mM varianty jen
na 517,61 % kontroly. U fedkve byl také pozorovany trend nariistu obsahu. U 8mM varianty vzrostl
obsah na 121,78 % kontroly a u 16mM varianty na 155,2 % kontroly. Zjisténé rozdily mezi variantami
fedkve vSak nebyly statisticky vyznamné.
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Obr. 16: Obsah nitratd v listech jednotlivych variant vyzivy fedkve seté (Raphanus sativus) a brukve fepky (Brassica
napus). Hvézdi¢ka oznacuje statisticky prukazny rozdil mezi variantou vyzivy 4mM (kontrola) a dal§imi variantami
v ramci jednoho druhu. Sloupce ukazuji primérné hodnoty zjisténé v prvnim destruktivnim odbéru, chybové usecky
oznacuji smérodatnou odchylku.

Obsah nitrati v kotenech vSech variant reagoval podobné (Obr. 17) jak bylo zjisténo u listd. U 8mM
varianty brukve obsah nitratli v kofenech procentudlné vzrostl na 292,98 % kontroly, u vysoce
zasobené (16mM) varianty na 288,29 % kontroly. Obsah nitrati u 8mM fedkve stoupl na 158,51 %
kontroly a u 16mM varianty na 152,6 % kontroly. VSechny tyto rozdily byly v pifipadé kofent
statisticky prtikazné.
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Obr. 17: Obsah nitratl v kofenech jednotlivych variant vyzivy fedkve seté (Raphanus sativus) a brukve fepky (Brassica
napus). Hvézdi¢ka oznaduje statisticky prikazny rozdil mezi variantou vyZzivy 4mM (kontrola) a dal§imi variantami
Vv ramci jednoho druhu. Sloupce ukazuji primérmé hodnoty zjisténé v prvnim destruktivnim odbéru, chybové usecky
oznacuji smérodatnou odchylku.
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Rychlost transpirace [g.m2.h-1]

4.2 Reakce jednotlivych variant na nedostatek vody

V druhé c¢asti experimentu byly rostliny vystaveny postupnému vysychani. Protoze rostliny
vysychaly riiznou rychlosti bylo potiebné a ucelné¢ ukazat zmény jejich fyziologickych funkci
Vv zavislosti na aktuélnim mnozstvi vody v pid¢€. Proto jsou v druhé ¢asti vysledky prezentovany ve
form¢ bodovych grafti, kde kazdy bod predstavuje jedno nezavislé mefeni jedné rostliny. Byly opét
sledovany hodnoty rychlosti transpirace a vodniho potencidlu. Maximalni rychlost transpirace se u
obou druh@l vyrazné odlisovala (Obr. 18). Brukev dosahovala maximalné 150 az 170 g.m?2.h?
zatimco fedkev dosahovala az 260 g.m2.h?. Subyvajici vodou v substratu rychlost transpirace
fedkve klesala priitbézné a postupné. U brukve byla rychlost transpirace delsi dobu pomérné stala
aviak po prekrodeni jisté hranice obsahu vody v substratu (0,3-0,4 g.g™%) prudce klesla.

Rovnéz je zfejmé, ze rozdilné koncentrace dostupnych nitratd vyrazné neovlivnily rychlost
transpirace brukve. V piipadé fedkve bylo ziejmé, Ze rostliny péstované v mensich koncentracich
nitratd transpirovaly rychleji nez rostliny v nejvyssi koncentraci, a to v pomérné velkém rozsahu
mnozstvi dostupné vody.
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Obr. 18: Vliv dostupnosti vody na rychlost transpirace u fedkve seté (Raphanus sativus) a brukve fepky (Brassica napus)
na vlhkosti pady

Hodnoty vodnich potencialt sledovanych druhti (Obr. 19) podle oéekavani s poklesem dostupnosti
vody postupné nabyvaly zdporné€jsich hodnot. Je zfejmé, Ze vyssi koncentrace dostupnych nitratd
vedly u obou druhti k velmi prudkému poklesu vodniho potencidlu ve srovnani s kontrolou. Hranice
obsahu vody v pudg, kde k poklesu doslo se podobné jako u transpirace opét pohybuje okolo 0,3—
0,4 9.9 Velké rozdily mezi hodnotami jednotlivych variant vyzivy miize najit na po¢atku vysychani
u fedkve. Naproti tomu u brukve jsou na pocatku vysychéani hodnoty vSech variant velmi podobné.
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Obr. 19: Vliv dostupnosti vody na vodni potencial fedkve seté (Raphanus sativus) a brukve fepky (Brassica napus) na
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DISKUSE

Vysoka koncentrace nitratt urcité ovlivnila velikost listové plochy (Obr. 13). Intenzita vzrustu zavisi
na druhu rostliny, a tudiz na jeji spotieb¢ dusi¢nanti. Vysledky nami vybranych kontrastnich druht
nam potvrdily, Ze vysokd koncentrace dusi¢nani vede ke vzrastu listové plochy. Dusi¢nany jsou
dalezité¢ jak zdroj dusiku — stavebni material pro biomasy, ale také stimuluji tvorbu hormont
odpovédnych za zrychleni délivého ristu bun€k (cytokininy) a v neposledni fadé mohou pomahat pfi
prodluzovacim rustu bunék (tedy expanzi listové plochy) jako osmotikum zvétSujici turgor. Tato
posledni moznost je docela dobfe podpofena zjisténymi vysledky obsahu NO3 V listech, ktery byl ve
variant¢ 16mM extrémné zvysena a to predevsim u brukve, kde rist listové plochy reagoval nejvice.

Piekvapivy byl vliv koncentrace dusi¢nant na rychlost transpirace (Obr. 14). Transpirace varianty
S nejvyssim mnozstvim dusi¢nanti v substratu je niz$i nez u ostatnich variant. Jednim z vysvétleni
muize byt mozny regulacni Gc¢inek nitratovych iontli na otevienost priduchi. V tomto ptipadée je
pusobeni vysvétlovano snizenym mnozstvim xylémového cytokininu nebo zvySenim pH xylémové
Stavy by mohly zvysit citlivost praduchii na xylémovou ABA (Wilkinson et. al., 2007). ABA nemusi
pochazet z kotfent. Je pravdépodobnost, Ze miZe byt biosyntetizovana ve vyhoncich a aZ poté vyvolat
uzavirani praduchi. Jinou moznosti mize byt vliv zrychlené¢ho rustu listd (Christmann et al., 2007).
Pokud velky obsah nitratu zrychlil prodluzovaci ristu bun¢k, plocha listi by se vyrazné zvétsila i
piesto, ze celkovy pocet pruduchi na list zustal stejny jako v jinych variantach. Tento mechanismus
pak mohl vést k niz§i vypoctené transpiraci na jednotku plochy, protoze mist, kde dochazi vyparu
vody z listu — praduchovych $térbin — bylo na jednotku plochy méné. Posledni hypotézou je, ze
rostlina méné transpiruje, nebot’ spofi s vodou, za Gi¢elem piipravy na nahlé zmény v okoli. V nasem
pfipadé se jednalo o druhou ¢ast experimentu, kdy rostliny byly vystaveny vysychani.

Ze srovnani vysledkd hodnot vodniho potencialu za neomezeného mnozstvi vody (Obr. 15) bylo
patrné, Ze rozdily v mnozstvi nitratovych iontt v biomase nijak neovlivnily hodnotu vodniho
potencialu rostlin.

Dale bylo zjisténo, ze kvili vysoké dostupnosti dusi¢nant v substratu bylo zejména u brukve vyrazné
shromazd’ovano velké mnozstvi nitratu, jez nebyly vyuzity K rustu v pletivech listi (Obr. 16) i kofent
(Obr. 17). Maximalni mnozstvi pfijimaného dusiku bylo ziejmé dosazeno u 8mM varianty, jelikoz u
rostlin 16mM varianty s vyssi koncentraci nitratil v substratu hladina dusiku klesla. Podle Dinga et.
al. (2018) u rostlin kukufice dodavka vysokého obsahu dusi¢nanti vyznamné zvysila jejich ptijem, a
tudiz i rychlost ptijmu vody kofeny. Gorska et al. (2008) zjistili, ze nartst absorpce vody kofeny
souvisel s vysokym piivodem dusi¢nanti v okurce a rajceti. Dalsi analyza prokazala, ze zvySena
hydraulicka vodivost kofenti byla disledkem zmény v hydraulické vodivosti bunék, jeZ byla méfena
pomoci sondy bunééného tlaku. Hydraulickd vodivost bunék se totiz u okurky po inhibici pfijmu
dusi¢nani snizila.

Diilezitou soucasti prace bylo také zjistit, jestli dostupnost dusicnanti v médiu miize ovlivnit reakci
rostlin na nedostatek vody a jestli jsou také reakce druhové zavislé. Pti vysychani pidy bylo zjisténo,
ze vysokd koncentrace dusicnanti mize byt pro rostlinu jak nevyhodou, tak i vyhodou.
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Rychlost transpirace (Obr. 18) u brukve po piekroceni uréité hranice obsahu vody v pudé prudce
klesla, coz znamen4, ze se v tuto chvili uzaviou pruduchy, a to je znamka vysoké miry stresu. Rostlina
tak maximaln¢ Setfi vodu, ale prestava ziskavat uhlik z atmosféry a tim padem i rust. U fedkve je
pokles transpirace postupny, tudiz se pomalu uzaviraji praduchy. Tato strategie umoziuje rostliné
déle vyuzivat zasoby vody dostupné v substratu. Diky tomu miize ¢ekat delsi dobu na zvySeni
dostupnosti vody (napi. dést’) a prodlouzit tak dobu preziti. Naproti tomu strategie brukve je zfejme
jina. Rostliny jsou schopny udrzovat pomérné stalou a vysokou rychlost vymény plyn (méfenou
jako transpirace) i za vyznamné snizené dostupnosti vody (az na tfetinu maximalniho obsahu) a
zachovavat si tak pomérné rychly rist. Rizikem této strategie rychlého ristu je také rychlé vycerpani
zasob vody v substratu. V pfirodnich podminkéch s dostatkem srazek nebo pii pravidelném
zavlazovani jsou tyto zemédélské plodiny velmi produktivni, avSak delsi perioda sucha muze
znamenat vazné ohrozeni preziti t€chto rostlin. Mozné disledky zvysSené dostupnosti dusi¢nand na
transpiraci rostliny ukazali ve své praci napiiklad Wilkinson et al. (2007). Prokazali, ze inhibice ristu
a brzké zavirani praduchi béhem vodniho stresu souvisi s redistribuci ABA na zaklad¢ pH hlavné u
rostlin zasobenych vysokym obsahem dusi¢nant, coZ je napiiklad nami sledovana brukev. Zatimco
se pH pfi stresu zvySuje, v listovém apoplastu se aktivuje ABA, coz vede k naslednému uzavieni
praducht (Zhang et al., 20006).

cv v

Ze srovnani hodnot vodniho potencialu pifi vysychani (Obr. 19) jsme zjistili, Ze niz§i koncentrace
reaguji na nedostatek vody pomaleji, a proto hodnoty dosahuji do kladné&jSich hodnot nez u ostatnich
variant.
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ZAVERY

Ze zjisténych vysledkd vyplyva, ze za neomezeného mnozstvi vody velmi vysoka koncentrace
dusi¢nanti v substratu muze vést ke zpomaleni transpirace vlivem zmenSeni otevienosti praduchi.
Tyto zmény v rychlosti transpirace ziejmé nebyly dusledkem zmén ve vodnim potencialu listt, ktery
nebyl riznou koncentraci nitrat ovlivnén. Kvili vysoké dostupnosti dusi¢nanti V substratu bylo
vyrazné hromadéni nitratu nevyuzitych K ristu v pletivech listl i kofend, zejména u brukve.

Dale bylo potvrzeno, ze dostupné mnozstvi nitratd v substratu zfejmé miize ovlivnit reakci rostlin na
pokles dostupnosti vody. Rychlost transpirace i vodni potencial klesaji pti ubytku dostupné vody
pravdépodobné rychleji za vysokych koncentraci dusi¢nanti v prostiedi. Tento efekt bude nutné jeste
déle ovétovat, jelikoz je reakce zavisla na druhu rostliny. S urcitosti je mozné fict, ze supraoptimalni
koncentrace dusi¢nani nepomahaji sledovanym rostlindm ptekonavat negativni disledky ptisobeni
nedostatku vody na fyziologické procesy.

Navazujici prace by se mohla podrobnéji zabyvat reakci priduchi pii vysoké koncentrace dusi¢nant
Vv substratu se zamétenim naptiklad na ¢innost kyseliny abcisové, signalizujici poklesy vody, nebo
akvaporing, regulujici tok vody pfes buné¢né membrany.
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