STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor €. 7: Zemédélstvi, potravinarstvi, lesni a vodni hospodarstvi

Zrychluji nitratové ionty tok vody v listech?

Eliska Humenanska
Jihomoravsky kraj Brno 2023



STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor ¢. 7: Zemédélstvi, potravinarstvi, lesni a vodni hospodarstvi

Zrychluji nitratové ionty tok vody v listech?

Do nitrate 1ons accelerate water flow 1n leaves?

Autori: EliSka Humenanska

Skola: Gymnazium Brno, Slovanské namésti, p. 0., Brno 612 00
Kraj: Jihomoravsky

Konzultant: doc. RNDr. Vit Gloser, Ph. D.

Brno 2023



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem svou praci SOC vypracovala samostatné a pouzila jsem pouze prameny
a literaturu uvedené v seznamu bibliografickych zdznamd.

Prohlasuji, Ze tiSténa verze a elektronicka verze soutézni prace SOC jsou shodné.

Nemam zavazny divod proti zpfistupiiovani této prace v souladu se zdkonem ¢. 121/2000 Sb.,
o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékoni
(autorsky zékon) ve znéni pozdéjsich predpist.

VBMEANE ..o

FEliska Humenanska



Podékovani

Chtéla bych podekovat svému vedoucimu panu doc. RNDr. Vitu Gloserovi, Ph. D. za odborné
rady a vedeni pfi psani této prace. Dale bych chtéla podékovat Alzbété Floridnové, kterd mi
umoznila stat se soucasti téchto experimentli a béhem celé prace mé podporovala.



Anotace

Rostliny se béhem svého Zivot musi vypotadat s fadou stresovych faktord, jednim z nich je
1 nedostatek dusiku (N). Pfi nedostatku N dochazi ke zpomaleni transpirace, na coz navazuje
omezeny prub¢h fotosyntézy a piipadné zastaveni riistu. Tato prace se zabyva signalnimi
mechanismy, které dusi¢nanové ionty (NO3) vyvolavaji v listech hospodaiskych rostlin,
jmenovité¢ hrachu set¢ho (Pisum sativum), a jak jejich signalni funkce ovliviiuje rychlost
transpirace, tedy pfitok vody do listi.
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Annotation

During their life, plants must deal with several stress factors, one of which is the deficiency of
nitrogen (N). When plants lack N the transpiration slows down, which is followed by a limited
ability to photosynthesize and possible suspension of growth. This study deals with the
signaling mechanisms of nitrate ions (NO3") in the leaves of agricultural plants, namely field
pea (Pisum sativum) and how their signaling function affects the rate of transpiration — the
inflow of water into the leaves.
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1 UvoDp

Béhem svého zivota se rostliny, jakoZzto autotrofni organismy, musi vypotadat stadou
neptiznivych faktorti, od ménici se dostupnosti Zivin a vody v padé, rastu nebo poklesu teplot,
nedostatecného ¢i naopak pfilis vysokého slune¢niho zatreni, az po napadeni herbivory, parazity
a chorobami. I pres tyto nepfiznivé faktory se staly nejvétSimi producenty biomasy a kysliku
na Zemi. Predpoklada se vSak, ze v blizké budoucnosti se budou podminky pro péstovani
zemédélskych plodin zna¢né zhorSovat kvili ubytku zemédélské pudy, Castému znecistovani
a zasolovani zemédélskych ptd i klimatickym zménam.

Dostatek vody a dusiku jsou hlavni faktory, které urcuji zdravy a bujny rast rostlin. Aby bylo
mozné produkci hospodarskych rostlin zvySovat, farmafi zacali pouzivat hnojiva a zavlazovat
sva pole. Mineralni hnojiva se ve vétSim mnoZzstvi pouZzivaji uz od 19. stoleti, od t¢ doby vSak
jejich spotteba nékolikandsobné vzrostla. Pfitom hnojené rostliny jsou schopné vstfebat
maximalné 50 % dodaného dusiku, pfi cileném hnojeni na listy je rostlina schopna pfijmout
pouze 10 %, zbytek Zivin se pak dostava do ovzdusi, podzemnich vod nebo jsou pfi prudkych
destich ¢i nespravném zavlazovani odplavovany do vodnich toki, kde maji negativni u€inky
na zivotni prostiedi (Gonzalez-Dugo et al., 2010). Ptrikladem miize byt zneciSténi vod
dusi¢nanovym aniontem (NO3"), tato slouCenina pfispiva k eutrofizaci vod a nedostatku kysliku
v ni, coZ s sebou nese dramatické nasledky pro ekosystém v daném misté. DalSim disledkem
je tvorba oxidu dusného, ktery ptispiva ke sklenikovému efektu, jelikoz jeho vliv na tento jev
je tiistakrat vyssi nez oxidu uhli¢itého (Nacry et al., 2013). Nicméné spravné uzivani hnojiv by
mohlo byt velmi vyhodné v oblastech, kde farméate suzuji kratkotrvajici sucha. Pii nedostatku
vody jsou pruduchy rostlin zaviené a nemuze tudiz probihat pfijem oxidu uhli¢it¢ho (CO>)
a rast rostliny se zpomaluje. Vysoké koncentrace dusiku v ptidé povzbuzuji rostliny k otevieni
priducht — rostlina tedy pfi stresu méné tlumi sviij rist (Araus et al., 2020).

Vymeéna plynli mezi rostlinou a prostfedim je velmi dilezitym procesem pro spravny rust
rostliny. Oxid uhli¢ity je potfebny pro rist a mize do rostliny vstupovat pouze otevienymi
priduchy. Bez COz by v rostliné nemohla probihat fotosyntéza, kterou si rostlina vytvari
zivotn¢ dilezité asimilaty. Produktem fotosyntézy je téz kyslik, ktery se stal dilezitou
slouceninou pro udrzeni stavajici biodiverzity na Zemi. Otevienymi pruduchy soucasné
s ptfijmem CO> vSak uniké do prostiedi vodni para. Tomuto procesu se fika transpirace a je také
pro rostliny potfebny. Voda, ktera se vypatuje z listt, je piijiména kofeny a pti svém transportu
zpét do listh s sebou nese diilezité latky, jako jsou tfeba mineralni ziviny nebo hormony.



2 CILE PRACE

Cilem této prace je posoudit, jaky vliv ma kratkodoba deficience dusiku na fyziologické funkce
rostlin hrachu setého (Pisum sativum).

Dale byly stanoveny tyto dil¢i cile:
e 7zjistit, jak rychle rostlina reaguje zpomalenim transpirace
e zjistit, zda zpomaleni transpirace miiZze byt disledkem nedostatku dusi¢nanovych ionti

e zjistit, jestli je rychlost transpirace zavisla na mnozstvi nitratt transportovanych do listi



TEORETICKA CAST

3 VODNI REZIM ROSTLIN

Voda (H20) je velmi dulezitou sloZzkou pro vSechny Zzivé organismy. Byla také jednou
ze zakladnich podminek, které umoznily vznik Zivota na nasi planeté. Pro rostliny, jakozto
1 pro ostatni zivé organismy, je voda obzvlast’ dilezitd. Pokud ji rostlina ztrati vice nez 50 %,
vétSinou hyne. Voda primérné tvoii 70-80 % Zzivé vahy rostliny, podili se na transportu latek,
je ucastnikem mnoha metabolickych procesii vcetné fotosyntézy, a diky svym fyzikalnim
vlastnostem pomahd rostliné snaSet ndhl¢ zmény teploty. Voda je téZ velmi vyznamnym
polarnim rozpoustédlem, v pad¢ vytvari tzv. ptdni roztok, ktery pfinasi rostliné¢ potfebné
mineralni latky ke kofenlim (BeneSova, 2013).

3.1 Prijem vody a transport v korenech

eey

Vsechny nizsi a vyss$i rostliny zijici v jezerech a jinych vodnich plochach piijimaji vétSinu
pottebné vody celym povrchem téla ze svého okoli, naopak ostatni vyssi rostliny ji ziskava
pomoci kotenového systému z pidniho roztoku. Dulezitou veli¢inou popisujici stav vody
v rostliné nebo v padé je vodni potencidl. Vodni potencial je chemicky potencial vody
v pletivech rostliny ku chemickému potencialu destilované vody za atmosférického tlaku
a totozné teploty (Gloser, 1998). Pro udrZeni ideélni vodni bilance, tj. pomérem mezi vydejem
a pfijmem vody, je dllezité, aby rostlina méla vodni potencial nizsi (negativnéjsi) nez puda,
a byl tak stimulovan piijem ptdniho roztoku koteny (Campbell et al., 2006).

Transpirace znacné¢ napomaha tomuto samovolnému pifijmu vody a jejimu transportu
po rostliné. K transpiraci dochdzi v nadzemnich castech rostlin. Kdyz se zde voda odpafi,
v cévach rostliny se utvoii podtlak, ktery stimuluje pfijem vody kofeny (BeneSova, 2013).
Nejvice vody a zivin je piijimano pfimo Spickami kofend, které tvofi tzv. absorpéni zénu
kotene. Epidermalni buiky (rhizodermis) jsou zde nejlépe propustné pro pudni roztok
a zaroven je zde nejveétsi koncentrace kotenovych vlaski, které zvétSuji absorpéni povrch
kotene. Zrychleny prichod molekul vody pies rhizodermis umoziuji specializované
membranové proteiny nazyvané akvaporiny, které usnadiiuji pohyb vody po sméru spadu
osmotického gradientu (Campbell et al., 2006).

Kromé apoplastického zptsobu piijmu vody kofeny, ktery spoc¢iva v samovolném prostupovani
roztoku bunéfnymi sténami a mezibunéénymi prostorami, rozezndvame jesté¢ symplasticky
pfijem vody. Molekuly vody pfi ném prochdzi nejprve pies cytoplazmatickou membranu
do cytoplazmy a pak z buiikky do buniky mezibunéénymi kandly — plazmodesmaty. Na rozdil
od apoplastické cesty je pomalejsi. Jedna se tedy o zpusob, jakym rostlina mize pfijmout velké
mnozstvi relativné Cisté vody do transpiracniho proudu (Steudle, 2000).

Mezi nejcastéjsi faktory, které piijem vody ovliviiuji, patii: teplota, koncentrace ptidniho
roztoku, rychlost transpirace a respirace rostlin. S klesajici teplotou klesa i aktivita metabolismu
rostlin, rostlina pfestdva fotosyntetizovat a transpirovat, coz inhibuje pfijem vody z ptdy.
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Podobné ptisobi i vysoké koncentrace mineralnich latek v substratu, kterd snizuje rozdil mezi
vodnim potencidlem pidy a kofend, a tim zmenSuje hnaci silu transportu. Pokud je ptida dobte
okysli¢ena, kofenové buniky funguji normaln€, coz umoznuje udrzovat rychly piijem vody
(Benesova, 2013).

3.2 Transport vody do nadzemni ¢asti

Dalkovy transport u vyssich rostlin se uskuteciiuje pomoci vodivych pletiv — dieva (xylému)
a lyka (floému). Tato dvé pletiva se vétSinou vyviji v rostliné vedle sebe a tvoti dohromady
funkéni celek — cévni svazek. Xylém je tvofeny odumfelymi buiikami — jeho prostor je tedy
soucasti apoplastu (oblast vné plazmatickych membran) a tvoii nejcastéji vnéjsi ¢ast cévniho
svazku. Floém je naopak tvofeny menSimi Zzivymi builkami a je soucésti symplastu
(cytoplazmatické kontinuum) (Lustinec et Zarsky, 2003).

Dievni Casti prochazi voda srozpusSténymi mineralnimi latkami ve sméru z kofent
do nadzemnich ¢asti rostlin, toto proudéni nazyvame transpiracni proud. Je umoznén
transpiraci, ktera v cévach vyvolava podtlak, nebo kofenovym vztlakem, coz je vytlaCovani
vody s mineraly do nadzemnich ¢asti zpisobené osmdzou xylému v kotenech. Transport vody
cévami dfeva je umoznény i samotnymi fyzikdlnimi vlastnostmi vody jako je koheze
(soudrznost vodniho sloupce), adheze (ptilnavost) a kapilarita (vzlinani vody). Transpiracni
proud zajistuje transport anorganickych a organickych latek z kotenii do nadzemnich casti
rostliny a distribuci vody do vSech rostlinnych bunék (BeneSova, 2013).

V lykové c¢asti probiha transport produktl fotosyntézy (pievazné sacharidii) a dalSich
organickych latek z mista jejich tvorby do mista spotieby. Tento pfenos je fizen prevazné
osmozou v daném misté. Na rozdil od transpira¢niho proudu miize tok latek ve floému probihat
nékolika sméry a vyzaduje dodani metabolické energie. I kdyZ ma tok v dfevni ¢asti mnohem
v&t$i objem, koncentrace rozpusténych latek je vétsinou vyssi ve floému (Lustinec et Zarsky,
2003).

3.3 Transpirace

Transpiraci mizeme popsat jako vydej vodni pary vzniklé v mezibunéénych prostorach
do atmosféry a ukonceni transpira¢niho proudu vedené¢ho xylémem. Rozeznavame tti hlavni
transpirace, pii niz vodni para prochazi pies specializované struktury — priduchy (stomata).
Praduch tvoii dvé ledvinkovité svéraci buniky (u lipnicovitych maji buiiky tvar ¢inky), které se
v zévislosti na denni dob¢, mnoZstvi vody v rostlin€ ¢i mnozstvi zafeni oteviraji nebo zaviraji.
Aby doslo k otevieni priduchu a vytvoteni §térbiny pro transport plynti, musi byt svéraci bunky
dobie zasobeny vodou a mit vysoky turgor. Pokud koncentrace osmotik v buiice a turgor klesne,
bunky se zaviraji. VétSina cévnatych rostlin ma velké mnozstvi priducht umisténé na spodni
stran¢ listu, u mnohych vyssich rostlin je vSak najdeme také na vrchni stran¢ podobné jako
u rostlin jednodéloznych. Vodni cévnaté rostliny jako jsou napiiklad lekniny (Nymphaeaceae)
maji pak praduchy pouze na svrchni strané listu. Vyhodou stomatalni transpirace je, Ze ji



rostlina miiZe citlivé regulovat a tim rychle kontrolovat své ztraty vody (Lustinec et Zarsky,
2003).

Dale mizeme pozorovat také transpiraci kutikuldrni. Kutikula je tenkd voskova vrstva
na povrchu listové pokozky, jez je pro vodu a vodni paru jen stézi propustnd. Tento
mechanismus transpirace mizeme pozorovat hlavné u mladych rostlin, které nemaji kutikulu
na listech a stoncich jesté pln¢ vytvorenou. U dospélych rostlin je métitelna pouze tehdy, kdyz
jsou jejich praduchy uzaviené, tedy v noci €i za sucha. Rostliny maji kutikulu dobie vyvinutou,
aby nedoslo k pfiliSnym ztratdm vody. Kutikuldrni transpirace tvoii méné nez 10 % celkové
transpirace a rostlina ji miize omezit pouze vybudovanim dostatecné silné kutikuly (Lustinec
et Zarsky, 2003).

Stromy vyuzivaji krom dvou zplisobll vyse uvedenych jesté¢ jeden mechanismus transpirace,
a to transpiraci lenticelarni, kdy je vodni para odvadéna do drobnych otvord v borce kmene
a vétvi odborné nazyvanych lenticely nebo ¢oéinky (Lustinec et Zarsky, 2003).

Muze se zdat, Ze je transpirace pro rostliny nepotiebny a nevyhodny d¢j. Rostliny vSak dokazi
prijimat oxid uhli¢ity (COy) pouze otevienymi praduchy, pii ¢emz dochazi i k velkym ztratam
vody, nebot’ pohyb velkych molekul CO> je pomalejsi, néz pohyb mensich unikajicich molekul
H>0. Vliv na pfijem CO2 mé také jeho nizsi koncentrace v ovzdusi, jez zpomaluje prab¢h difuze
do listh. Je tedy zasadni, aby rostliny udrzovaly mezi vydejem vody a piijmem oxidu uhli¢itého
urcité optimum. Pfi rychlém vydeji vody hrozi jeji nadmérna ztrata a smrt rostliny, pokud vSak
bude rostlina otevirat priduchy malo, nebude mit dostatek uhliku na tvorbu sacharidt a dojde
k jejimu vyhladovéni (Pavlova, 2005).

Proces transpirace je vSak potfebny i z dalSich diivodi. Voda transportovana z kotenti do list
piinasi dualezit¢ minerdlni ziviny a také nékteré regulacni latky, naptiklad hormony.
Ve skute€nosti rostlina vyuzije pouze 1-5 % pfiijaté vody na metabolické procesy, piebytecna
voda se vypafuje. Pouze nékolik procent slunecniho zafeni dopadajiciho na listy je vyuzito
béhem fotosyntézy, vEétsSina zafeni se tak pfeménuje na teplo. Kdyby rostlina neméla zptisob,
jak se pfijatého tepla zbavit, velmi rychle by se pfehtéla, coz by zplsobilo rozklad nékterych
proteint a nasledné¢ smrt. Z tohoto diivodu je vypar vody velmi dilezity, nebot’ udrzuje listy
ve stabilni teploté¢ podobné nebo nizsi, nez je teplota okoli (Prochazka et al., 1998).

Otevirani praduchti béhem dne je fizeno vnitinimi (biologickymi) hodinami rostlin, mnoZzstvim
dopadajiciho svétla a nedostatkem oxidu uhli¢itého. Slune¢ni zafeni aktivuje receptory citlivé
na modré svétlo, coz zptlisobi, Ze se ve vakuolach svéracich bunék za¢nou kumulovat draselné
kationty K, které jsou zodpovédné za jejich otevieni (Campbell et al., 2006).

Zavieni praduchii je zpisobené zménou denni doby (noc) nebo reakci na abiotické stresy
napf. sucha nebo vysokych teplot, kdy ma rostlina nedostatek vody. To zptsobi pokles turgoru
ve svéracich buiikach a ty se zaviraji. Dale se zvySuje syntéza kyseliny abscisové (ABA), kvili
které se ve svéracich buiilkach za¢ina zvySovat koncentrace vapenatych iontl misto draselnych.
Nahromadény vapnik v cytoplazmé buitky ma pak za nasledek postupné vytlaceni draselnych
iontd, které z bunky spolu s vodou odchazi, a priduch se zavird. Rostlina tak omezuje piijem
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CO; a fotosyntézu, coz zpomaluje jeji rist (Lustinec et Zarsky, 2003). Aby svéraci buiiky
zareagovaly co nejrychleji na vznikly stres, méni se pH xylémové §t'avy (z pH 6 na pH 7). Diky
zvySujicimu se pH Stavy se dokdze ABA rychleji a ve vétsim mnozstvi dostat do listu
a proniknout do svéracich bunék, které se v reakci na ni za¢nou zavirat. Ackoliv se ABA
syntetizuje 1 v listech, vEétsSi mnozstvi je tvofeno v kofenech, coz zna¢né prodluzuje drahu,
kterou musi urazit, nez se dostanou do mista ptisobeni (Wilkinson et Davies, 2002).
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4 VYZIVA ROSTLIN

Rostliny ke svému zivotu potiebuji minimdlné 17 biogennich prvkl. Tyto prvky dale fadime
na makrobiogenni (makroelementy), které rostlina potiebuje v relativné velkém mnoZstvi,
a mikrobiogenni (mikroelementy), jez jsou rostlinou vyuzivany pouze ve stopovém mnozstvi
predevsim jako katalyzatory. Mezi devét makroelementt patii: uhlik (C), kyslik (O), vodik (H),
dusik (N), sira (S), fosfor (P), draslik (K), vapnik (Ca) a hoicik (Mg). Tyto prvky tvoii zéklad
rostlinné hmoty, tedy nukleové kyseliny, ATP, rostlinné bilkoviny, tuky nebo naptiklad
chlorofyl. Mezi mikroelementy nalezneme ptedevsim kovy: nikl (Ni), molybden (Mo), méd’
(Cu), zinek (Zn), bor (B), Zelezo (Fe) a chlor (Cl) (Campbell et al., 2006).

4.1 Prijem minerali kofeny

Mineralni prvky rostlina pfijima ve formeé iontii z pudniho roztoku. VéEtSina kationtl (draselné
kationty K" a amonné kationty NH4") je vSak pfitahovana na zaporné nabité asti jilu v ptidé
a nevyskytuji se voln¢ v ptdnim roztoku (Pavlova, 2006). K jejich absorpci rostlina vyuziva
oxid uhli¢ity, jez se uvoliluje pi bunééném dychani z bun€k kotenli dotykajicich se zrnek ptdy.
CO> reaguje s vodou za vzniku slabé kyseliny uhlicité, kterd se §tépi (disociuje) ve vodném
roztoku na H' a hydrogenuhli¢itanovy aniont HCOj. Kationt H' nahrazuje kationty
adsorbované na jilové Castice, obdobné ptisobi i HCO3", ktery se vyméniuje s ostatnimi anionty.
Ionty adsorbované na kotenovy povrch se difuzi, iontovou vyménou nebo hromadnym tokem
svodou dostavaji do bunéénych stén kotfenovych vlasecnic, odkud jsou nasledné
transportovany do xylému (Lustinec et Zarsky, 2003). Pfijaté ionty jsou piesouvany ve stejné
formé jako byly piijaty nebo se v kofenech preménuji na formy transportni, k jejichz prenosu
se vyuziva transpirani proud xylémem. Piikladem mohou byt dusi¢nanové ionty, které se
po pfijmu z vodného roztoku mohou asimilovat jiz v kofenech nebo se volné ptesouvat
v nezménéné formé po téle rostliny. S rostoucim piijmem dusi¢nant se jejich vétsi mnozstvi
ukladéa ve vakuolach kotfenovych buné¢k a také roste mnozstvi transportované do nadzemnich
¢asti rostliny, kde miize mit signaliza¢ni funkci (Pavlova, 2006).

4.2 Dusik

Dusik (N) je jednim z deviti makrobiogennich prvki, které rostlina pottebuje ke spravnému
ristu. Paradoxné, rostliny mohou velmi €asto trpét nedostatkem tohoto prvku, i kdyz je jim
zemska atmosféra tvofena témét z 80 %. Toto je zplisobeno formou, ve které se plynny dusik
v ovzdusi vyskytuje. Rostliny totiz nejsou schopny vsttebavat dvouatomové molekuly Na, proto
piijimaji anorganicky dusik nej¢astéji ve formé dusi¢nant (NO3") nebo amonnych iontd (NH4").
Tyto sloudeniny vznikaji v piidé pfirozenym rozkladem organickych slou¢enin. Cést dusiku je
vSak Cinnosti bakterii pfeménéna zpet na molekulovy dusik, ktery je pro rostliny nevyuzitelny.
Rostliny jsou tak ¢asto zavislé na ¢innosti ptidnich mikroorganismti, které vhodné formy dusiku
uvoliuji rozkladem organické hmoty nebo fixuji plynny dusik (Campbell et al., 2006).
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4.2.1 Kolobéh dusiku v prirodé

Kolob¢h dusiku v ptidé je vesmes veelku slozity, na rozdil od ostatnich mineralnich zivin se
na ném podili ptidni organismy a jejich metabolické procesy. Do ptdy se dostava z odumielych
tél, exkrementi nebo exudatl rostlin a zivocichl (vétSina dusiku v pid€ je ulozenad pravé
v organickych slouceninach). Zde dochazi k amonifikaci, kdy dusik navéazany v organické
slouceniné je plidnimi mikroorganismy pieménén na amoniak NH3, ktery se ve vod¢ rozpousti
na amonny kationt NH4". V této form& muze byt dusik pfijat rostlinou a asimilovan, nebo
oxidovan piidnimi mikroorganismy za vzniku dusi¢nanového aniontu NOj3™ (nitrifikace). Nyni
muze byt dusik opét pfijat rostlinou nebo preménén mikroorganismy na jiné oxidy (NOx) ¢i No,
jenz unikd do atmosféry. Procesu, kdy vznika dvouatomova molekula dusiku se ftika
denitrifikace (Pavlova, 2005). K dalSim ztratdm dusiku z pady dochazi pii prudkych destich
nebo zavlazovani, kdy jsou zaporné nabité Castice, v nasem piipadé¢ NOs", slabé vazany
na povrch hliny a snadno se odplavuji (Campbell et al., 2006).

Amonny kationt NH4" pisobi na neutralni ptidu acidifika¢nimi u¢inky, jelikoZ pii jeho pfeméné
na nitrat dochazi k uvolnéni dvou H', které zmensuji pH daného substratu. Rostliny v ptidé
s nizkym pH preferuji pfijimat amonné ionty, které podporuji jejich bujny rast. NO3™ se naopak
podili na alkalizaci pid. Obecné vSak plati, Ze rostliny preferuji piijem amonnych kationt
nad nitraty (Llido et al., 2021). Zeméd¢lské pidy vSak obsahuji vétsi mnozstvi nitratd nez
amonnych iontd, coz je z velké ¢asti zptisobeno uzivanymi hnojivy (Kant et al., 2011).

4.2.2 Vyznam dusiku pro rostlinu

Dusik je soucasti aminokyselin, nukleovych kyselin, hormont, koenzymt, amid, proteint,
chlorofylu a dalSich sloucenin (Campbell et al., 2006). Podili se také na transportu elektronti
po rostliné nebo slouzi jako katalyzator chemickych reakci. Podili se na zdravé zelené barve
listh a podporuje riist vegetativnich ¢asti rostlin, stejné jako rozrstani kotenii. Velké mnozstvi
dusiku podporuje bujny a rychly rust, proto nejvetsi spotiebu maji kli¢ici a mladé rostliny,
s v€kem jeho spotieba v rostlin¢ klesa. Velky vyznam se mu udava u hospodarskych rostlin,
protoze zvysuje kvalitu péstovaného ovoce, rast listové zeleniny a procento rostlinnych
proteinti v plodindch uréenych pro krmeni dobytka, jako jsou naptiklad picniny, jelikoz
podporuje pfijem a zpracovani ostatnich mineralli z pidy (Leghari et al., 2016).

4.2.3 Asimilace dusiku

Aby rostlina mohla 1épe zaclenit dusik do svych organickych sloucenin, je tfeba aby byl
v redukované formé& amonnych ionti NH4". Pokud je dusik pfijiman ve formé nitratovych iontd,
je nutnd jejich asimilace — redukce. K této reakci muze dojit bud’ ptimo v buiikach kotene nebo
v listech, kam je neredukovany nitrat transportovan dievni ¢asti cévniho svazku. Pokud rostlina
piijme velké mnozstvi NO3™ iontl, uchovava si je ve vakuolach bun¢k po celém téle rostliny.
Pfeména dusi¢nanového aniontu na amoniak zac¢ina redukci nitratu na aniont dusitanovy
(NO2). V dalsi reakci se NO,™ asimiluje v plastidech na NH3, ktery nasledné reaguje s vodou
za vzniku NHs". Amonné kationty jsou pro rostlinu toxické, jelikoZ omezuji funkci membran,
proto jsou ihned zabudovany do organickych slou¢enin, nejcastéji glutaminu, ktery se tak stava
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zékladni transportni a zésobni latkou dusiku. Organicky dusik se pak po rostlin¢ premistuje
pomoci floému (Pavlova, 2006).

4.2.4 Priznaky nedostatku dusiku

Jelikoz je dusik jednim z esencialnich prvki pro Zivot rostlin, jeho deficience drasticky omezuje
rust rostliny, kdy mtze dojit az k tiplnému zastaveni ristu. Pfi dlouhodobém nedostatku starsi
listy rostliny zac¢inaji od stfedu blednout az uplné¢ zeZloutnou (projev chlorézy), nékdy dokonce
odpadavaji (Rustioni et al., 2018). Starsi listy nizSich pater rychleji starnou z toho divodu, ze
dusik rostlina pfesouva do mladych, rostoucich ¢asti nebo generativnich organt, aby se jejich
rust v disledku nedostatku nezpomaloval. Toto Casto vede ke klamnému dojmu, Ze plody
rostlin dozravaji rychleji. Dochazi také ke zméndm v rozdéleni biomasy rostliny do riiznych
organl. Biomasa podzemnich ¢asti, zejména kotent, roste rychleji na ukor nadzemnich ¢asti.
Kofeny zejména rostou do délky a diky tomu efektivnéji hledaji nové zdroje dusiku, v hlubsim
profilu pidy se pak za¢nou vétvit (Smirova, 2020).

4.2.5 Priznaky nadbytku dusiku

Ackoliv rostliny potiebuji dusik v relativné velkém mnozstvi, pfi velkych koncentracich
dochdzi k asimilacnim poruchdm. Vrchni listy takovych rostlin maji temné zelenou az
namodralou barvu, zatimco spodni listy ¢asto vadnou znedostatku svétla, dochazi tedy
ke zpomaleni fotosyntézy. Stonky a listy maji nespravné vyvinutd mechanicka pletiva, ta jsou
ridka a slaba, kviili c¢emuz byvaji rostliny poléhavé a kiehké. Dievnaté stonky zase velmi Spatné
dozréavaji, a tudiz hiite odoldvaji mrazu. Rostliny zijici v nadbytku dusiku tak byvaji snadnym
cilem pro rtizné druhy parazitickych organismt a chorob (Safatikova, 2014). Pii vysokych
koncentracich dusi¢nanti v rostlin€ a okoli se v rostlinnych buiikach za¢nou hromadit dusitany
(NO?), které v kombinaci s molekulami kysliku tvoii slouCeninu pro rostlinu toxickou

(Chen et al., 2004).

4.2.6 Kratkodobé zmény dostupnosti dusiku

Rostliny v prostiedi, které neobsahuje zadny dusik, za¢inaji negativné reagovat jiz v prubéhu
dvou dnt. Béhem téchto 48 hodin dochazi ke zpomalovani procest, jako je napiiklad
transpirace ve starSich listech. Rostlina tudiz nedokaze piijimat tolik atmosférického oxidu
uhli¢itého, coz vni omezuje prub&h fotosyntézy (mladé listy naopak vice transpiruji
1 fotosyntetizuji), a rostlina tak neni schopna vyrabét dostatek latek potfebnych pro aktivni rust.
Skrob a jiné zasobni latky se presouvaji pomoci floému do kofent, které za¢inaji aktivng rist
do hloubky ve snaze najit pottebny dusik. S pferuSenim transpirace téz klesa turgor
ve svéracich bunikach, rostlina tedy vtomto okamziku odpafuje pouze malé mnoZstvi
nasttddané¢ vody. S minimalni drovni transpirace téZ souvisi témei Uplné zastaveni
transpiracniho proudu. V cévach neni dostate¢ny podtlak, ktery by podporoval piijem ptidniho
roztoku s mineralnimi latkami kofenovym systémem. V xylému tedy dochazi k poklesu
koncentrace iontt, véetné NOs".
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Pokud rostlina nepfijima dusikaté slouceniny ze svého okoli, mize vyuzit k ristu dusik ulozeny
v ruznych forméch ve svych pletivech. V porovnani s rostlinou v optimélnim prostfedi bude
mit tedy stejné stard rostlina bez pfistupu k dusiku po n€kolik dni mensi hmotnost. A¢koliv ma
rostlina v optimalnim prostiedi zasoby dusiku na jeden cely den, rostliny ve dvoudenni
deficienci spotfebuji pouze 60 % uskladnéného dusiku. Ze starych listi se v takovém piipadé
zacina uvolilovat (mobilizovat) dusik navazany v organickych slouceninach a z kotfenti zase
dusik ve formé aniontu dusi¢nanového NOs". Tento dusik rostlina vyuzivd zejména pro rast
mladych listi a kofenového systému (Chapin et al., 1988).

15



S STRES ROSTLIN

Rostlina je ve stresu, pokud na ni plsobi nepfiznivé podminky okoli tzv. stresory neboli
stresové faktory. Nejenze stresory negativné ovlivituji metabolické procesy rostliny, respektive
je zpomaluji, ale navic mohou zpiisobit poskozeni jednotlivych rostlinnych organt. V krajnich
piipadech mohou také zptsobit imrti rostliny. Stresu jsou rostliny vystaveny po cely sviij Zivot
kvali proménlivym podminkam svého okoli. Diky adaptacim rostlin nartiznd stanovisté
je odezva na konkrétni stres velmi odliSnad mezi jednotlivymi druhy rostlin (Prochazka et al.,
1998). Mezi tyto rozdily patii naptiklad rychlost fotosyntézy, pfijmu Zivin kofeny, ristu,
citlivost na nékteré hormony (kyselina abscisova, cytokininy) nebo schopnost skladovat
mineralni latky v pletivech. Rostliny uzplsobené kuritym podminkam prostiedi
napf.: na zivot v suchych oblastech a v pidach chudych na ziviny, budou velmi pomalu rist
1 v optimalnich podminkach, nebot’ si vyvinuly vétsi odolnost vic¢i urditym stresovym
faktorim. Tato vlastnost vSak omezuje jejich schopnost maximalné vyuzit ziviny pro rychly
rust v pudach na né€ bohaté, a tudiz rostou pfirozen¢ pomaleji nez jiné druhy, méné odolné ke
stresu. AvSak 1 takto specializované rostliny budou reagovat stejnym zptsobem na vnéjsi
stresory jako rostliny zvyklé na zivot v méné narocném prostiedi (Chapin, 1991).

Stresové faktory rozdélujeme podle toho, kdo dany stres vyvolava. Pokud rostlinu ovliviiuji
pfirodni podminky, fyzické nebo chemické, mluvime o stresu abiotickém. Stres vyvolany
zivymi organismy (bakteriemi, houbami, hmyzem ¢i Zivoc¢ichy) nazyvame stres bioticky
(Bolaji Umar, 2022).

5.1 Prvotni reakce na deficienci dusiku

Predpoklada se, ze rostliny dokdzi reagovat na svou vnitini koncentraci dusiku pomoci
receptort, specialnich proteinti, které snimaji koncentraci glutaminu (ptfipadné aminokyselin).
Glutamin je organicka slouc¢enina slouzici k uchovavani asimilovaného dusiku a k jeho ptenosu
po téle rostliny. Pokud je jeho koncentrace vysoka, rostliny reguluji pfijem energeticky
naroénych forem dusiku, jako je aniont dusi¢nanovy (Gent et Forde, 2017). Jako prvni
na nizkou koncentraci dusiku zareaguji podzemni ¢asti rostliny, které zacnou okamzité rust
do hloubky. Dale se rostlin¢ zpomali metabolické procesy vetné fotosyntézy. Nicméné piijem
a asimilace dusiku neni nijak omezena. V rostlin€ jsou zatim aktivni pouze geny zodpovidajici
za prvotni univerzdlni reakce na dany stres, jiné geny odpovidajici za reakci rostliny
na stresovou situaci ziistavaji neaktivni (Lian et al., 2006). AZ po spotfebovani vnitinich zasob
se zaCnou projevovat pozorovatelné zmény v nadzemnich castech rostliny jako je chlordza,
opadavani starsich listd nebo pfedcasné dozravani plodi. Kdyby rostlina nedokézala hlidat svou
vnitini koncentraci dusiku, mnohem rychleji by doslo k jeho spotifebovani ve chvili, kdy ho
piestanou kofeny piijimat, coZz by mohlo vést k pfed¢asnému thynu rostliny.
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6 SIGNALIZACNI FUNKCE DUSICNANU

Jak jiz vime, dusik je esencidlnim prvkem pro spravny rast. Dusik ve formé& dusi¢nanového
aniontu muze navic pusobit v rostlin¢ jako signalni molekula. PferuSuje naptiklad dormanci
semen, podporuje rust listd a reguluje tvorbu a rast lateralnich (postrannich) kofenti. Pomaha
také regulovat expresi genli souvisejicich s metabolismem dusi¢nanti v rostliné¢ (piijem,
asimilace), ¢emuz se jinak také fikd primarni reakce na nitraty (primary nitrate response)
(Krapp, 2014).

6.1 Primarni reakce na nitraty

Dusi¢nany reguluji syntézu mnoha proteint, které rostliny potiebuji pro jejich vyuziti,
piikladem miizou byt proteiny potifebné k jejich transportu rostlinou nebo jejich asimilaci
na amoniak. Regulace téchto proteini probihd velmi rychle, vysledky jsou pozorovatelné jiz
béhem néckolika minut (3—-9 minut). Piedpokladd se, ze reakce vyvolané dusi¢nany jsou
nasledn¢ ovlivnény i ostatnimi signalnimi molekulami, jakymi jsou tfeba hormony. Mnoho
o procesech, jez probihaji v rdmci signalizace nitratli, bohuzel nevime a je potieba dalSich studii
(Krapp, 2014).

6.2 Receptory

Podobné jako zvifata i rostliny maji ve svych buinikach receptory, kterymi dokdzi vnimat
a prenaSet biochemické informace pomoci proteinti do svého jadra, kde dochdzi k odezvée
v expresi genl. Také dusi¢nany jsou rozpoznavany bunécnymi receptory. Nékteré z nich jsou
uz znamé, ale mnoho mechanismu je stale nejasnych (Krapp, 2014). Kdyz se NO3™ dostane
do buiiky, zareaguje na jeho pfitomnost hned n¢kolik geni, které vyvolaji dalsi reakci v buiice.
Piikladem je protein NRT1.1, ktery se nachazi ve svéracich bunkach priducht a lateralnich
kotenech. Pokud se tento protein setka s dusicnanovymi ionty spusti se reakce, kterd vyusti
v navySeni vapenatych iontl v cytoplazmé dané bunky. Zvysend koncentrace vapniku se pak
stava signalem pro dalsi geny reagujici na dostupnost NOjs™. V kofenech tak napiiklad rostlina
dostava informace, jaka je koncentrace nitratt kolem nich. (O’Brian et al., 2016).
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PRAKTICKA CAST

7 METODY

7.1 Rostlinny material a jeho kultivace

Béhem experimentl byly pouzity rostliny hrachu setého (Pisum sativum), péstované
v hypotonickém prostiedi. Sterilizovani semen probéhlo namocenim do zfedéného roztoku
Savo Original® a destilované vody v poméru 1 : 4, kde setrvala po dobu 4 hodin a poté byla
pfesunuta do roztoku obsahujiciho pouze destilovanou vodu. Aby nedoslo ke kontaminaci
patogeny, bylo nutné vyuzit sterilni nastroje. Nasledné semena 12 hodin bobtnala, nez byla
prenesena sterilnim vybavenim na tac s navlhcenou vrstvou bunééné vaty a filtraéniho papiru.
Zabalena v igelitovém pytli se ponechala 5 az 7 dnt klic¢it pii pokojové teploté. Ve skleniku
s fizenou teplotou a osvétlenim byly pak mladé klicky pfesunuty do vany s perlitem
a destilovanou vodou. Uzivani sterilnich prostiedki bylo velmi dilezité, nebot’ jakykoliv
kontakt mohl byt pfi¢innou vzniku infekce, predevsim plisni.

Jakmile nadzemni ¢asti klickti méfily okolo tfi centimetrti, byly pfesunuty do hydroponickych
van, kde byly uchyceny do pénovych zatek, jez se umistily nad piivodni semeno hrachu.
Pro kultivaci byl pouzit dvojnasobné koncentrovany Hoaglandiv roztok, ktery byl ménén
kazdy tyden a byl pfipravovan ze zasobnich koncentrati oznacenych A az E. Aby nedochdzelo
k vysrazeni soli Zivin, byly zasobni roztoky ptilévany do nadoby s ptil litrem destilované vody,
ta byla néasledné doplnéna na potiebny objem opét destilovanou vodou. Vany s rostlinami byly
také provzdusinovany, aby kofeny rostlin netrpély nedostatkem kysliku. Po dvou tydnech byly
rostliny pfipevnény pomoci gumicek ke dievénym Spejlim, které byly upevnény vedle rostliny
v pénové zatce, aby se zamezilo mechanickému poskozeni pfi manipulaci.

Béhem kultivace byly rostliny nékolikrat oSetfeny posttikem proti plisnim, pfedevS§im proti
padli hrachu (Erysiphe pisi), které bylo pficinnou n€kolika nepovedenych pokust. Postiik byl
provadén dva az tfi tydny pied zahajenim experimenti, aby nedoslo ke zkresleni vysledki.

Dva dny pied zahdjenim experimentu byly vany s rostlinami ve staii 3 az 4 tydnt pfemistény
do klimaboxu s fizenymi podminkami, aby se aklimatizovaly. Soucasné byl v experimentalnich
vanach vymeénén roztok a ¢ast rostlin pak rostla v roztoku bez dusiku po dobu jednoho (varianta
D1) a dvou dnu (varianta D2); rostliny s plnym zivnym roztokem slouzily jako kontrolni.
Teplota byla nastavena na 24 °C ve dne a 20 °C v noci, pfi ozafenosti 370 az 380 pmol m?s!
s fotoperiodou 16 hodin ve dne a 8 hodin v noci a vlhkosti vzduchu 60 %.

7.2 Méreni rychlosti transpirace

Pted zacatkem experimentu byly rostliny zkontrolovany a jedinci poSkozeni herbivory byly
vytazeni stejn¢ jako mechanicky posSkozené rostliny. Z experimentdlnich rostlin hrachu
vystavenych deficienci jeden nebo dva dny byly ve tmavé mistnosti postupné odiezany
jednotlivé listy a ty byly nasledné vlozeny do pfipravenych lahvicek naplnénych prefiltrovanym
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fostatovym pufrem s pH 6, jez napodoboval xylémovou §t’avu v rostling. Pouzity pufr mél rizné
koncentrace nitrata: 0; 0,5; 1 a4 mM.

Kazdy vzorek byl pted vlozenim do klimaboxu zvazen, dalsi vazeni probihalo vzdy po jedné
hodin¢ a celkem pétkrat. Po poslednim métfeni byly zbylé celé rostliny ekologicky
zlikvidovany. Sledované listy byly nésledné vlozeny do pruhlednych plastovych slozek
a oskenovany v programu pro analyzu obrazu Imagel]. Na zakladé vypocti programu byla
zjisténa listova plocha. Z namétenych hodnot byla poté vypocitdna hodnota transpirace mezi
jednotlivym méfenim.

Obrazek ¢. 1: Oddélené listy v klimaboxu pii méfeni transpirace. Foto autor

7.3 Analyza obsahu dusi¢nanii v listech

Po dokonceni méfeni transpirace byly jednotlivé listy hrachu rozstfihdny na malé ¢tverecky
o velikosti zhruba 1 mm? a vlozeny do piichystanych o¢islovanych mikrozkumavek o objemu
1,5 ml po 100 mg. Takto ptichystané byly ulozeny pfi teploté -18 °C ¢inizsi do doby zpracovani
nebo byly zpracovany ithned po méfeni transpirace.

Do mikrozkumavek se vzorky byl pfidan 1 ml horké destilované vody, nésledné se
mikrozkumavka protfepala na tfepacce, aby byly vSechny casti listh uvnitf ponoifeny
pod hladinou. Poté se takové mikrozkumavky nechaly inkubovat 30 minut v termobloku
pii teploté¢ 95,5 °C. Po vytazeni a zchladnuti, byly vzorky centrifugovany na 10 000 rpm
10 minut. Takto vyciSténd cast extraktu, zhruba 10 pl, byla pfepipetovana do nové
mikrozkumavky. Zbyly extrakt byl ponechan na opakované méteni v mraznicce.

Pfed samotnym méfenim obsahu nitratl ve vzorcich bylo nutné sestavit kalibra¢ni kiivku.
Vzhledem k malé koncentraci dusiku v rostlinach hrachu, jez se pohybuje v fddech mM, byla
kiivka sestavena z nasledujicich hodnot: 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 mM NO3". Zasobni
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roztok byl vyroben rozpusténim 0,68 g NaNO; v 1 litru destilované vody, vznikly roztok mél
koncentraci dusi¢nanovych ionti 8 mM. Naéslednym fedénim byly ziskany predepsané
koncentrace.

K provedeni reakce bylo nutné ke vzorkiim nebo standardu piidat dvé ¢inidla, A a B. Cinidlo
A byla koncentrovana kyselina sirova, které se k 10 ul vzorku pfidalo 40 pl. Nésledné se
mikrozkumavky s ¢inidlem A vlozily do centrifugy na rychlé zatocCeni, aby se spojily ptipadné
kapicky roztokl ulpivajici na sténach zkumavky a roztok fadné¢ zreagoval. Mikrozkumavky
byly néasledné postaveny do stojanu a nechaly se inkubovat 20 minut ve tmé. Poté byl
ke vzorkiim pfidan 1 ml &inidla B, coz byl koncentrovany roztok hydroxidu sodného. Cinidla
mezi sebou vyvolala exotermickou reakci, proto se vzorek musel nechat pfed dal§im pouzitim
opét zchladnout.

Po skonceni reakce bylo jiz mozné vzorky prelit do jednorazovych plastovych kyvet a méfit
jejich absorbanci na spektrofotometru (SPECORD 205) pii vinové délce 410 nm.

Na zaklad¢ naméfenych hodnot spektrofotometru a hmotnosti navazky bylo mozné podle
kalibracni rovnice vypocitat koncentrace nitratii pro kazdy vzorek.

Aby nedoslo k necekanému otevieni mikrozkumavky a ztratdm na objemu, byly pii zahtivani
vzorkl v termobloku pouZity barevné chranice. Zarovei se jednotlivé mikrozkumavky s razné
barevnymi chranici daly snadno rozpoznat, coz usnadnilo rozliSeni jednotlivych sad vzorka
od sebe.

Pro zji$téni mnoZstvi nitratu transportovan¢ho z kotent do listi byla z celych rostlin odebrana
xylémova §tava pomoci tlakové komory (3005 Plant Water Status Console, Soil Moisture
Equipment Corp., Santa Barbara, USA). Nadzemni cast rostliny 10—15 cm dlouh4 byla zeSikma
odfiznuta ostrou Ziletkou. Cast rostliny se pak dobie upevnila a utésnila v tlakové komote tak,
ze jen Cast stonku s feznou plochou vycnivala mimo nddobu. Do komory se nésledné zacal
vpoustét vzduch, ¢imz se zvySoval tlak kolem rostliny, ktery zptsobil vytlaceni rostlinnych
Stav. Prvni kapka se odsala pry¢, jelikoz mohla obsahovat zbytky rozfizlych bunék, nez se
zacalo s odbérem pipetou. Minimalni mnozstvi potfebné pro provedeni analyzy nitratu je 10 pl,
vzdy bylo vSak odebrano vice, aby mohlo byt piipadné¢ provedeno opakované méieni.
Stanoveni obsahu dusiku v xylémové s§tave se provadélo dle postupu vyse.
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Obrazek ¢. 2: Odbér xylémové stavy pomoci tlakové komory. Foto Alzbéta Floridnova
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8 VYSLEDKY

Experimenty na rostlindch hrachu set¢ho byly provadény od kvétna 2022 do zaii 2022
a navazovaly na experimenty na celych rostlinach provedené v roce 2021, jejichz vysledky jsou
uvedené v diplomové praci A. Florianové (2023). Pro tuto praci je dilezity poznatek, ze celé
rostliny hrachu reaguji na deficienci dusiku jiz béhem 24 hodin sniZenim transpirace
a koncentrace dusiku v pletivech.

8.1 Experimenty na oddélenych listech rostlin hrachu

8.1.1 Experiment 1

S pokusnymi rostlinami se pracovalo od 16. 5. 2022 do 18. 5. 2022
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Obrazek €. 3: (A) Maximalni transpirace. (B) Koncentrace dusi¢nanovych aniontd v listech, které
transpirovaly dle grafu A. (kontrola) rostliny byly po celou dobu pted odiiznutim listd v plném Zivném médiu,
(D1) rostliny vystavené deficienci dusiku po 24 h, (D2) rostliny vystavené deficienci dusiku po 48 h. Rizna
pismena oznacuji statisticky vyznamny pfi rozdil a = 0,05, chybové usecky + SD, n = 4-6.

Pted dodanim dusi¢nanti deficientnim rostlindAm maji tyto vzorky (D1, D2) vyrazné niz$i
hodnotu transpirace nez rostliny kontrolni (Obrazek ¢. 3 A). Po dodani 4 mM i 8 mM se jejich
transpirace navysi témef na troveil maximalni transpirace kontroly. Obsah dusi¢nanovych ionti
se mezi rostlinami deficientnimi a kontrolnimi nelisi, avSak s vyssi koncentraci dodanych
dusi¢nanti naroste 1 jejich koncentrace v listech (Obrazek ¢. 3 B).
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8.1.2 Experiment 2

S pokusnymi rostlinami se pracovalo od 23. 7. do 25. 7. 2022. Na zaklad¢ vysledkt
z experimentu 1 byla snizena dodavana koncentrace dusi¢nanti v inkuba¢nim roztoku na 0, 0,5,
1,4 mM.
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Obrazek €. 4: (A) Maximalni transpirace. (B) Koncentrace dusi¢nanovych aniontd v listech, které
transpirovaly dle grafu A. (kontrola) rostliny byly po celou dobu pted odiiznutim listd v plném Zivném médiu,
(D1) rostliny vystavené deficienci dusiku po 24 h, (D2) rostliny vystavené deficienci dusiku po 48 h. Rizna
pismena oznacuji statisticky vyznamny pfi rozdil a = 0,05, chybové usecky = SD, n = 4-6.

Rostliny s deficienci dusiku (D1, D2) maji vyrazné nizsi rychlost transpirace v porovnani
s kontrolou v roztoku bez ptidaného nitratu. Na rozdil od deficientnich rostlin se rychlost
transpirace kontrolnich rostlin s koncentraci N pftili§ neménila, u listi s nedostatkem dusiku
méla vSak ucinek uz koncentrace 0,5 mM, s rostouci koncentraci se pak zvySovala i rychlost
transpirace nezavisle na dobé deficience (Obrazek ¢. 4 A). Hodnoty koncentrace dusiku
v listech se pfi dodani 0, 0,5 a 1 mM se pfili§ nelisily, velky nartst je patrny az u lista
v koncentraci 0 4 mM (Obrazek ¢. 4 B).
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Obrazek ¢. 5: Obsah nitrati v xylémové stave celych pokusnych rostlin. (kontrola) rostliny byly po celou dobu
vplném Zzivném roztoku, (D1) rostliny vystavené deficienci dusiku po dobu 24 h, (D2) rostliny
vystavené deficienci dusiku po dobu 48 h. Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny pfi rozdil o = 0,05,
chybové tsecky + SD, n = 4-6.

Pro kontrolu byla zméfena koncentrace dusi¢nanovych aniontli i v celych rostlinach
po skonceni méteni transpirace jejich listli. Nestresované rostliny si udrzely koncentraci dusiku
kolem 1,5 mM, u rostlin v deficienci je pozorovatelny pozvolny pokles.

8.1.3 Experiment 3

S pokusnymi rostlinami se pracovalo od 12. 9. do 14. 9. 2022. Experiment byl opét zaméien
na reakci listlh po znovuobnoveni dusiku.
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Obrazek €. 6: (A) Maximalni transpirace. (B) Koncentrace dusi¢nanovych aniontti v listech, které
transpirovaly dle grafu A. (kontrola) rostliny byly po celou dobu pted odfiznutim listli v plném Zivném médiu,
(D1) rostliny vystavené deficienci dusiku po 24 h, (D2) rostliny vystavené deficienci dusiku po 48 h. Rizna
pismena oznacuji statisticky vyznamny pfi rozdil a = 0,05, chybové tsecky + SD, n = 4-6.

V porovnanim s experimentem 2, deficientni rostliny mély stejnou uroveinl transpirace jako
kontrolni rostliny jiz v koncentraci dusiku 0,5 mM (Obrézek €. 6 A). Déle je také vidét, Ze tato
koncentrace méla vliv na kone¢ny obsah nitratl v listech rostlin ve dvoudenni deficienci (D2),
coz se znacné lisi od ptedchoziho experimentu (Obrazek ¢. 4 B).
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9 DISKUZE

Transpirace u rostlin ma svoji denni dynamiku s maximem vétSinou v dopolednich hodinach
nebo kolem poledne, coz bylo dobie pozorovatelné béhem vazeni rostlin. VétSina experimentt
byla zahajena kolem 8. hodiny ranni a maximalni hodnoty se objevovaly ke 12. hodiné.
U experimenttll, které¢ byly zapocaty kolem 9. hodiny ranni, se maximalni hodnoty taktéz
objevily kolem poledne a hodnoty z nasledujicich métfeni byly vyrazn€ nizsi. Pro srovnani
variant s riznymi stupni deficience je dulezité porovnavat hodnoty, které jsou rostliny
maximalné schopné dosahnout. VétSina testovanych listlh dosahovala maximalni transpirace
kolem 140 g m? h! v prvnim experimentu a 120 g m? h!' b&hem druhého. Tento rozdil
si mizeme vysvétlit zménou ro¢ni doby, nestdlymi podminkami v laboratofi (klimatizace,
vétrani) nebo tim, Ze rostliny byly pfi experimentech v mirné€ odlisnych stadiich vyvoje (n¢které
jen vegetativné rostly, jiné jiz m¢ly vyvinuté generativni organy).

Tyto experimenty vychazely z prace Chapina, Waltera a Clarksona (1988), kde rostlindm
jeCmene a rajcat zatavili prisun dusiku a 2., 5. a 10. den méfili koncentraci raznych latek a také
sledovali riist organti rostlin. Timto pokusem dokazali, ze rostliny reaguji na deficienci dusiku
jiz béhem 48 hodin sniZzenim transpirace. Avsak nebylo jisté, jestli rostliny nereaguji jesté diive
a jim se to pouze nepodafilo odhalit. Z vysledkii této prace opakované vyplyva, ze rostliny
koncentraci nitrat v listech, coZ je nejspis zplisobeno zpomalenym transportem z kotfend, jak
naznacuji vysledky analyz nitrati xylémové §t'avy. Zasoby volnych dusi¢nant v kofenech tedy
nestacily pro udrzeni stalého transportu dusi¢nanovych aniontli do listii po omezeni piijmu
z média. Schopnost rostliny tlumit kolisani dostupnosti dusiku v prostfedi je tedy omezena
na tak kratkou dobu jako je 1 den. Jde o zajimavé zjisténi, jelikoz se uvadi, ze rostliny ze svych
kotentl dokazi Cerpat dusik po dobu az dvou dnti bez velkého omezeni svého ristu. Poté jeho
transport klesa a za¢ina se uvoliiovat z rozkladajicich se sloucenin rostliny naptiklad chlorofylu
nebo nukleovych kyselin (Richard-Molard et al., 2008).

Pokles obsahu nitratu v listech také naznacuje, ze se jejich asimilace v listech v této stresové
situaci nezpomalila, nebo alespoil vyrazné méné nez rychlost transportu z kotenil. Nicméné¢ tuto
domnénku nebylo mozné béhem pokusii zcela potvrdit, kazdopadné souhlasi s hypotézou,
ze rostliny rozd€luji nitraty do dvou rtznych mist v buiikach listi. V cytoplazmé bunék se
mohou ihned asimilovat, av§ak z druhého mista (vakuoly) se uvoliiuji pomaleji. AZ pii piisobeni
svétla se takto uskladnéné dusiCnanové anionty presouvaji do mista asimilace v cytoplazmé
(Granstedt et Huffaker, 1982). Pokusné rostliny byly kazdy den vystaveny stejné urovni
fotosyntetického zéteni, tudiz jejich rychlost asimilace zlstala také konstantni, ale pfisun
dusiku z kofenli ubyval, coz by mohlo vysvétlovat pokles koncentrace v biomase listi
po jednom nebo dvou dnech deficience.

V praci jsem dale otestovala hypotézu, ze mnozstvi dusi¢nanti v listech ovliviiuje otevienost
pruduchii a tim také rychlost transpirace, ktera vyplynula z experimentl na celych rostlinach
viz prace A. Floridnova (2023). Pro zjednoduseni a podrobném prozkoumani jsem vyuzila
pokusy na odd¢lenych listech — tim se vyloucil vliv vSech procesti probihajicich v kofenech
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a souvisejicich s dostupnosti nitrat (napf. asimilace, syntéza hormont, transport apod.).
Z vysledki experimentli se ukdzalo, Ze oddélené listy reagovaly totozné s celymi
neposkozenymi rostlinami, tj. transpirace i obsah nitratii zastal snizeny u listli deficientnich
rostlin 1 po odfiznuti, oproti listim kontrolnich rostlin pln¢ zasobenych dusi¢nany.

Dale bylo dokazano, ze po pfidani NOs™ do vodivého pletiva fapikt listl se zvysSila jejich
transpirace. Tento zjiStény efekt nebyl v minulosti jesté u listh pozorovan. Z dat také vyplyva,
ze listy rostlin po jednodenni i dvoudenni deficienci reagovaly na dodani dusi¢nanti obdobné,
rychlost jejich maximalni transpirace se vyrazné neliSila. Listy deficientnich rostlin také
reagovaly na pomérn¢ malé koncentrace dusi¢nant (0,5 mM), avSak nepodarilo se mi prokazat
koncentracni zavislost reakce. Pouzité koncentrace dusi¢nanti byly z téchto divodii vyrazné
snizeny ve druhém experimentu. I v tomto piipad¢ vSak vSechny pouzité koncentrace ziejmé
stimulovaly rychlost transpirace maximalné, byly tedy nejspis stale ptilis§ vysoké.

Z vysledkti mé prace vyplyva zajimava otazka; jaky je presny mechanismus, kterym dochazi
ke zrychleni transpirace v listech? Jednim vysvétlenim miize byt, Ze nitraty slouzi ve svéracich
bunkach jako dulezit¢ osmotikum, a tim pomahaji udrzet jejich otevienost. Dusi¢nanové
anionty by tak mohly slouzit jako protiiont draselnych kationtti, které jsou do svéracich bun¢k
pfemistovany diky reakci draselnych pump na svétlo. Obycejné se draselné kationty vazi
na anionty chloridové, existuji v§ak domnénky, Ze pii malé koncentraci chloru se volné kationty
vazi také na nitraty, ¢imz stabilizuji pH ve svéracich buiikach priduchti, které se nasledné
oteviraji (Guo et al., 2003). Alternativnim vysvétlenim by mohlo byt plisobeni nitratovych iontt
na propustnost bunéénych membran pro vodu prostiednictvim svého vlivu na aktivitu
akvaporinti — transportnich mist, kudy molekuly vody prochéazeji pies membrany bunék. Tento
efekt byl v minulosti pozorovan u bun€k v kotfenech rostlin (Li et al.,, 2016). Zrychleni
transportu vody pies bunky listového mezofylu muze nésledné usnadnit transport vody
pottebné pro zvyseni tlaku ve svéracich bunkach priducht pii jejich otevieni. Provétfeni
uvedenych hypotéz je tedy velmi zajimavé téma pro védecky vyzkum v budoucnosti.
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10 ZAVERY

Béhem vSech experimentti bylo dokazano, Ze rostliny reagovaly na nedostatek dusiku
v kultivaénim médiu zpomalenim transpirace.

Vysledky vSech experimentl statisticky prokazaly, ze rostlina reaguje na odebrani dusiku
v médiu zpomalenim transpirace jiz v pribehu 24 hodin, coz je rychleji, nez bylo dosud znamo.

Jednozna¢né se ukazalo, Ze sniZeni rychlosti transpirace souvisi s poklesem obsahu dusi¢nanti
v pletivech listl, ktery je ziejmé& dusledkem zpomaleni transportu dusi¢nanii z kofent
xylémovou stavou.

Zpomalena transpirace listl deficientnich rostlin se po dodani dusi¢nanii pies odfiznuté fapiky
vratila na Groven listil kontrolnich rostlin a reakce byla patrné i u nizkych koncentraci — bézné
se vyskytujicich u neporusenych rostlin. Funk¢ni zéavislost mezi dodanou koncentraci
dusi¢nanti a rychlosti transpirace se vSak prokazat nepodafilo.

Dusi¢nanové ionty se tedy v listech zfeymé podili na regulaci rychlosti transpirace rostlin.

Dal§im dualezitym krokem vyzkumu bude zjistit, jestli je jejich plsobeni pifimé nebo
je podminéné jejich asimilaci v bunkéach listu.
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