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Vliv foliarni aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah
prolinu u Triticum durum v podminkach solného stresu

Souhrn

Zasoleni je vyznamnym abiotickym stresem, ktery bude v budoucnu predstavovat
celosvétovy problém v oblasti zemédélstvi. Cilem této bakalarské prace je urcit vliv folidrni
aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah prolinu v kofenech a nadzemni biomase pSenice
tvrdé (Triticum durum) v podminkach solného stresu.

Experiment byl zaloZen ve sklenikovych podminkach 24. dubna 2018. PSenice tvrda
byla vyseta do zahradnického substratu do PVC kontejnera. Byl sledovan vliv solného stresu
na obsah prolinu v nadzemni biomase a korenech po foliarni aplikaci prolinu, glycin betulinu
a kombinace prolin + glycin betulin. Rostlindm stresovanych soli byla dana zalivka 400 ml na
kontejner s roztokem 150 mmol/I NaCl a kontrolnim rostlinam byla dana zélivka 400 ml
destilované vody na kontejner. Prolin byl rostlinam foliarné aplikovan v davce 0, 02 g/l a
glycin betulin v davce 0,05 g/I.

Stanoveni obsahu prolinu bylo provadéno na spektrofotometru metodou podle
Batese (1973).

Bylo zjisténo, Ze rostliny jako odezvu na solny stres akumuluji velké mnoZstvi prolinu.
Foliarni aplikaci prolinu rostlindm v podminkdach solného stresu doslo ke zvySeni obsahu
prolinu jak u nadzemni biomasy stresovanych rostlin, tak i u kofen téchto rostlin.

Foliarni aplikaci glycin betulinu a prolinu s glycin betulinem aplikovanym soucasné
doslo k rozdilnym vysledkiim u nadzemni biomasy a u kofen( rostlin.

U nadzemni biomasy stresovanych rostlin doslo po aplikaci glycin betulinu ¢i aplikaci
glycin betulinu soucasné s prolinem k akumulaci vy$siho obsahu prolinu nez u rostlin
v podminkach solného stresu, u kterych nedoslo k folidrni aplikaci kompatibilnich solutd.
Prdmérnd hodnota obsahu prolinu, kterou si rostlina sama naakumulovala jako reakci na
zasoleni, byla 455 pg/g. Po foliarni aplikaci prolinu se primérna hodnota obsahu prolinu
v nadzemni biomase zvysila na 715 pg/g. Po aplikaci glycin betulinu byla primérna hodnota
obsahu prolinu u stresovanych rostlin 680 ug/g a po aplikaci obou kompatibilnich solut(

zaroven byla tato hladina nejvyssi, dosahla 808 ug/g.



U kofen( stresovanych rostlin naopak dochdzelo k nizsi akumulaci prolinu po aplikaci
glycin betulinu v porovnani se stresovanymi rostlinami, u kterych nedoslo k foliarni aplikaci
osmoprotektantl. Primérna hodnota obsahu prolinu, kterou si rostlina naakumulovala
v kofenech jako reakci na zasoleni, byla 560 pg/g. Po foliarni aplikaci prolinu se priimérna
hodnota obsahu prolinu v kofenech zvysila na 790 ug/g. Po aplikaci glycin betulinu klesla
hladina obsahu prolinu na 520 pg/g. Foliarni aplikaci obou kompatibilnich solut( zarovern se
dosahlo opétovného zvyseni obsahu prolinu na hodnotu 715 pg/g.

U kontrolnich rostlin, které nebyly vystavené solnému stresu, se primérny obsah
prolinu téméf neménil. V kofenech kontrolnich rostlin dochazelo k vyssi akumulaci prolinu

nez u nadzemni biomasy téchto rostlin.
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Effect of foliar application of proline and glycine betulin on
proline content in Triticum durum under conditions of salt
stress.

Summary

Salinisation is a significant abiotic stress that is expected to pose global agricultural
problems in the future. The aim of this thesis is to determine the influence of foliar application
of proline and glycine betulin on proline content in roots and above-ground biomass of durum
wheat (Triticum durum) under salt stress conditions.

The experiment was set up in greenhouse conditions on 24th April 2018. Triticum
durum was sown in a horticultural substrate in PVC containers. The influence of salt stress on
the volume of proline in aboveground biomass and roots after foliar aplication of proline,
glycine betulin and a combination of proline and glycine betulin was observed. Stressed plants
were given a watering of 400 ml of 150 mmol/l solution of NaCl per container and non-stressed
control plants were given a watering of 400 ml of destilled water per container.

The determination of proline volume was conducted through a spectrophotometric
method accoring to Bates (1973).

It was discovered that plants accumulate a big volume of proline as a response to salt
stressing. Foliar application of proline during salt stressing led to increase in volume of prolin
not only in the aboveground mass but also in roots of the plant.

Foliar aplication of glycine betulin and proline with glycine betulin led to different
results in the aboveground biomass and in the roots.

Aboveground mass of plants treated with glycine betuline or glycine betuline plus
proline accumulated a bigger volume of proline than salt stressed plants that were not
treated with these solutions. Average volume of proline accumulated by the plant as a
response to salt stress was 455 pug/g. The figure increased to 715 pg/g after foliar application
of proline. The average volume of proline in stressed plants after application of glycine
betulin was 680 pg/g. After appliction of both proline and glycine betulin the number raised
to 808 ug/g.

The roots of stressed plants registered a lower accumulation of proline after the use

of glycine betulin in comparison with stressed plants that were not treated with foliar



application of osmoprotectants. The average amount of proline, that the plant accumulated
as a response to salt stress was 560 pg/g. After foliar application of proline the volume of
proline in the roots increased to 790 pg/g. After treatment with glycine betulin the number
lowered to 520 pg/g. Foliar application of both of these solutions led to increase in the
volume of proline to 715 pg/g.

Control plants that were not faced with salt stress did not register any changes in the
average amout of proline volume. The roots accumulated more proline than the

aboveground mass of these plants.
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2 Uvod

Zivotni prostfedi rostlin je velmi ovliviiovano promé&nlivymi vné&jdimi podminkami. Kdy?z
jsou tyto podminky nevhodné pro rlst, vyvoj a rozmnozovani rostlin, tak mluvime o
rostlinném stresu. Aby rostliny prezily, musi se s témito nevhodnymi podminkami néjak
vyrovnat.

Podle zdroje pUsobeni je mozné rozdélit stresové faktory (neboli stresory), které plsobi
na rostliny, na biotické a abiotické. Zasoleni se fadi mezi abiotické stresory a ma za nasledek
sniZzovani vynosl a biomasy. Rostliny se podle schopnosti tolerovat zasoleni daji rozdélit do
dvou skupin. Prvni skupina — halofyty snasi zasolené prostredi dobre narozdil od glykofyt(,
kam spadd vétsina rostlin a uz pti nizSich koncentracich dochazi k dhynu rostlin. Pfi vystaveni
rostlin solnému stresu dochazi (stejné jako pfi vystaveni rostlin stresu suchem) k bunééné
dehydrataci, ktera zpUsobuje osmoticky stres. Pfi osmotickém stresu dochazi k zhorseni
prijmu vody a slané pudy se pro rostliny stavaji fyziologicky suchymi.

Rostlina jako reakci na osmoticky stres zvySuje koncentraci osmoticky aktivnich latek,
mezi které se radi také prolin a glycin betain. Prolin a glycin betain spadaji do skupiny
kompatibilnich solut(, coZ jsou osmoticky aktivni a vysoce rozpustné latky, které se
akumuluji v cytoplasmé az do vysokych koncentraci pfi osmotickém stresu. Prolin se také
uplatfuje pfi ochrané integrity plasmatické membrany ¢i jako zdroj uhliku, dusiku a
redukujich ekvivalentl po odeznéni sresu.

Tato prace se zaméruje na rostliny v podminkach abiotickych strest — zejména solného
stresu a jeho vlivu na rostliny. Zaroven se zamétuje na vliv foliarni aplikace prolinu a glycin

betulinu na obsah prolinu u psenice tvrdé (Triticum durum).



3 Cil prace

Zasoleni je v souCasné dobé velmi aktualni téma a nadale bude nabyvat na vyznamu.
Solny stres vyrazné ovliviiuje fyziologické procesy, zejména u glykofytnich druhd. Prolin je
vyznamny osmoprotektant, ktery je schopen zadrZovat vodu v bunkach a stabilizovat
membrany v podminkach osmotického stresu a dale je zdrojem uhliku, dusiku a redukujicich
ekvivalent(i po odeznéni stresu. Cilem préce je sledovat vliv foliarni aplikace prolinu a glycin

betulinu na obsah prolinu v listech a kofenech psenice tvrdé v podminkdach solného stresu.



4 Literarnireserse

4.1 Stres u rostlin (definice, charakteristika, déleni)

Zivotni prostfedi rostlin je velmi ovliviiovano proménlivymi vnéj$imi podminkami.
Tyto podminky jsou bud vhodné pro jejich rlist, vyvoj a rozmnoZovani, ¢i jsou méné vhodné
(méné vhodné se daji oznacit jako stresové faktory neboli stresory) a nuti rostliny ménit se a
prizpUsobit se stavajicim podminkam prostredi (Hnilicka & Stfeda 2016).

Levitt (1980) poprvé pouZil pojem stres a strain a definoval zakladni principy
obecného pribéhu stresovych reakci. Stres je podle néj pisobeni prirodnich faktord
potencialné nepfiznivych pro Zivy organismus. Strain definuje Levitt (1982) jako fyziologickou
zménu, ktera je reakci na plsobeni environmentalniho stresu. Tato reakce vSsak nemusi vidy
nezbytné vést k redukci ristu nebo reprodukce rostliny a strain se da rozdélit na reversibilni
(elasticky) a ireversibilni (plasticky). Oba typy strainu se projevuji jako stala zatéz, kterd se na
organismu projevuje jeho poskozenim az smrti (Levitt 1982).

Podle Shabaly (2017) je stres znevyhodnujici vliv, plsobici na rostlinu pomoci
abiotickych a biotickych faktoru.

Stres rostlin mGzZeme také definovat jako jakykoliv vnéjsi faktor, ktery negativné
ovliviiuje rlst rostlin, produktivitu, reprodukéni schopnost ¢i schopnost preziti (Rhodes &
Nadolska-Orczyk 2001).

Stres si tedy obecné muzZeme predstavit jako neptiznivy stav, ktery byl vyvolany
plasobenim Cinitele zvaném stresor. Po zapocnuti stresu ndsleduji obranné reakce, které maji
za cil zachovat homeostdzu a zabranit poskozeni ¢i dokonce smrti organismu (Hnilicka &
Streda 2016).

Kazdy rostlinny druh toleruje urcité rozpéti jednotlivych faktor( a interval mezi
minimalni a maximalni tolerovanou hodnotou se nazyva ekologickou valenci faktoru — tato
ekologicka valence se da znazornit pomoci Gaussovy kfivky. Optimum je takova hodnota
faktoru, pri které se organismus nejlépe vyviji a stres rostlin nastava vlivem odchylky od
optimalnich podminek. Zde je nutné podotknout, Ze to, co je pro jeden rostlinny druh
stresovym prostiedim, mlze byt pro jinou rostlinu naopak prostiedim prirozenym. Kazdy

rostlinny druh mlzZe mit jinou ekologickou valenci a tedy i jiné optimum (Blaha 2003).



4.1.1 Rozdéleni stresu

Na Zivé organismy vsak nikdy neplsobi pouze jednotlivé faktory vnéjsiho prostredi,
ale vidy se jedna o cely komplex vlivli — abiotickych a biotickych faktor(, které vstupuji do
vzajemnych interakci — pUsobeni abiotickych stresord byva zesilovano biotickymi stresory a
naopak (Blaha 2003).

Podle zdroje pUsobeni je tedy mozné stresové faktory (neboli stresory), které plsobi
na rostliny, rozdélit na biotické a abiotické (Hnilicka & Stfeda 2016). Podle Ashrafa a Harrise
(2005) zavisi abioticky stres na interakci mezi organismy a fyzikalnim prostfedim a bioticky
stres vznikd mezi organismy.

Biotické stresové faktory rostlin jsou zplsobovany vSemi Zivymi organismy véetné
¢lovéka. Mezi biotické stresové faktory rostlin tedy patfi napfiklad negativni ptisobeni
okolnich organisma, utok patogent, okus ¢i antropogenni pisobeni. Mezi abiotické stresory
(zplsobeny chemickymi a fyzikalnimi vlivy) patfi napfiklad ptisobeni nizkych a vysokych
teplot, nadbytek ¢i nedostatek vody ¢i chemicka zatéz (Hnilicka & Stfeda 2016). Na obrazku

Cislo 1 najdete rozdéleni stresovych faktorl podle R. Cerkala.
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Obr. 1: Rozdéleni stresovych faktort (Cerkal 2011)



4.2 Stresova reakce u rostlin

Negativni vnéjsi vlivy neboli stresory plisobi na celou rostlinu — tedy jak na koreny, tak i
na nadzemni ¢dast rostliny a také na vyvijejici se semena. Rostlinné druhy jsou i za zna¢ného
kolisani faktord vnéjsiho prostredi prizplisobeny k vykonavani vsech velmi dllezitych
Zivotnich funkci (Blaha 2003). Aby se rostliny vyrovnaly s disledkem stresu, tak si vyvinuly
rdzné mechanismy, které jim pomahaji se vyporadat s negativnimi ucinky stresu (Munns
2005). Pti ptsobeni stresorti mUze rostlina na zdkladé ¢innosti kompenzacnich procesu
dosahnout nového rovnovazného stavu. Stresovou reakci tedy mizeme nazvat skupinu
reakci, které se spusti pod vlivem stresort (Blaha 2003). Pfi nezvladnuti vlivu stresorti mlze
dojit az k uhynuti rostliny.

Podle Lichtenthalera (1998) mlzZeme stres rozdélit na ,eustres” a ,distres”. , Eustres”
je podle néj pozitivni adaptivni stres ktery byl spustén malou mirou stresoru a zpUsobuje
Upravu metabolismu a vede k nastoleni optimalniho stavu pod novymi okolnimi
podminkami. ,Distres” je podle né&j negativni stres, ktery byl zptisoben velkou mirou stresoru
a vede k destruktivnimu vlivu.

Vysledkem stresové reakce je tedy urcita Uroven adaptacni schopnosti, prechodné
muze dojit k aklimaci (zvySeni irovné odolnosti) vici abiotickym stresorim (Blaha 2003).
Aklimace je podle Cerkala (2011) ucelné morfologické ci fyziologické prizplisobeni
individualni rostliny a aklimace je tedy nedédi¢na, individualni, ontogeneticka, fenotypova a
fakultativni. Jako priklad aklimace se nejcastéji uvadi otuzeni. Naopak adaptace je podle
Cerkala (2011) dédi¢nd, populacni, fylogeneticka, genotypova a konstitutivni. Adaptace jsou
evolucni/genetické zmény, které vedou k trvalé zméné vlastnosti organismu. Jako priklad
adaptace Cerkal (2011) uvadi naptiklad silnou kutikulu list(, rezervoary vody ¢i impregnaci
bunécénych stén.

Podle Blahy (2003) se fada rostlinnych druht dokdze vyhnout pUlsobeni stresu,
vétsinou se vsak rostlina pokousi o nastoleni tolerance vici stresu. Rostliny jsou vazané na
sva stanovisté a nemohou tedy uniknout z mnoha ohrozujicich environmentdlnich nebo
antropogennich faktorl (Wang et al. 2006). Pfisedlost rostlin rostlindm neumoznuje pred
stresem utéct, musi se tedy branit jinak.

Mezi nejdulezitéjsi mechanismy, jak se vyhnout stresu, tedy patfi: syntéza kaldzy

(rostlinny polysacharid (3-1,3-glukan)), mykorhiza, omezeni asimilace kovi kofenem a



odstranéni prebytecnych kov( a vazani kovu v bunécné sténé (Matachowska-Jutsz & Gnida
2015).

Kazdd rostlina ma urcitou mez tolerance proménlivosti negativnich faktord vnéjsiho
prostredi. Jakmile je tato mez prekrocena, tak hovofime o rostlinném stresu, coz znamena,
Ze se objevi poruchy struktur jednotlivych funkci a nasledné i organu rostliny.

Stres se projevuje v biosfére na rlznych Urovnich — na drovni organely, bunky ¢i
pletiva, rostliny, rostlinného spolecenstva, ekosystému a krajiny. Na Urovni organely dochazi
k podstatnému ovlivnéni jejich funkci v fadech zlomku sekund. Na drovni buriky ¢i pletiva je
doba nezbytna k podchyceni a zméreni reakce rostliny vétsinou v fadech hodin az tydne. Na
rostlinné Urovni se koneény efekt méfi vétsSinou po delSim ¢asovém Useku — vétSinou po
roce. Na Urovni rostlinného spolecenstva jsou zmény sledovatelné az po mnoha letech a na
urovni ekosystému dokonce aZ po stovkach let. Vyznam vlivu stresor( je neoddiskutovatelny,
at uz pro vyvoj jedinct (tedy pro ontogenezi), ¢i pro kmenovy vyvoj (fylogenezi) druhd (Blaha
2003).

Larcher (2001) rozdéluje reakce na stres také podle intenzity a délky trvani stresu na
akutni (kratkodobé) a chronické (dlouhodobé). Pfi akutnim stresu jsou zpravidla reakce
silnéjsi a rychleji tak vznikaji poskozeni. Naopak pfi chronickém stresu dochazi k poskozeni

vitalnich rostlin se zpoZzdénim-reakce rostlin na stresor jsou pozvolnéjsi.

4.2.1 Rozdéleni stresové reakce

Skupinu reakci, které se spusti pod vlivem stresor(, miZeme nazvat stresovou reakci
a muUZeme si ji rozdélit na Ctyfti ¢asti: Na poplachovou fazi, restitucni fazi, fazi rezistence a fazi
vyCerpdni. Poplachova faze je zahajena bezprostifedné po Ucinku stresor, kdy jsou jejich
pusobenim naruseny bunécné struktury a Zivotni funkce rostliny (Blaha 2003). Jestlize
nedojde k prekroceni letalni meze rostliny a k jejimu Uhynu, tak se rostlina pfesune do
restitucni faze — neboli faze obnovy. V této fazi dochazi k mobilizaci kompenzaénich
mechanismu, pomoci kterych se sméruje ke zvyseni odolnosti vici plsobicimu stresu a tedy
k fazi rezistence (Hnilicka & Stfeda 2016). Ve fazi rezistence dochazi vlivem obrannych reakci
k otuZeni organismu a muzZe nastat obnoveni stability v ptipadé pokracujiciho stresu. Kdyz
vSak dochazi k dlouhodobému plsobeni stresu a nedojde k otuzeni ¢i k obnoveni stability
v dUsledku stdle trvajiciho stresu, Ci je stresor pfilis silny, tak mUze dojit k vyéerpani

rostlinného organismu a nasledné i k odumfeni rostliny.



Nékdy se pridava jesté dalsi faze — regeneracni faze, pfi niz dochazi k ¢aste¢né nebo
uplné regeneraci fyziologickych funkci. Regeneracni faze nastava v pfipadé, Ze je stresor
odstranén a poskozeni neni tak vysoké (Wang et al. 2006).

Lichtenthaler (1998) popsal tyto faze nasledovné: Na pocatku stresu rostliny na stres
reaguji snizenim jedné nebo vice fyziologickych funkci jako je napf. fotosyntéza ¢i transport
metabolitl. Diky tomuto poklesu metabolickych aktivit se rostliny odchyluji od normalniho
fyziologického standardu a nasledné klesa jejich vitalita. K akutnimu poskozeni nastane
rychleji u rostlin, které nemaji Zadny ¢i maji nedostateény mechanismus tolerance stresu. V
této fazi vSak vétsina rostlin aktivuje mechanismy zvladani stresu, jako jsou aklimatizace
metabolickych tokU, aktivace opravnych procesli a dlouhodobé metabolické a morfologické
adaptace. Dojde ke zpevnéni rostlin nastolenim nového fyziologického standardu. Pri
dlouhodobém stresu nebo pfilis vysokém zatiZzeni stresem se objevi konecna faze (faze
vycerpani), ve které se postupné ztraci fyziologie a vitalita rostlin. To zpUsobi vainé
poskozeni a nakonec smrt (Lichtenthaler 1998).

Na prlbéhu stresové reakce, jejiz vysledkem je urcita droven adaptacni schopnosti,
se podili charakter stresoru (délka plisobeni stresoru, velikost zatéze, rychlost nastoupeni) a
také genotyp rostliny, ontogenetické stadium a fyziologicky stav rostliny. Na pribéh stresové

reakce se muZete podivat na obrazek €. 2.
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Obr. 2: Pribéh stresové reakce (Lhotakova 2012)



4.2.2 Adaptace rostlin na stres

Protistresova opatfeni mizeme podle Prochazky (1998) rozdélit na tfi typy: evolucni,
ontogeneticka a modulaéni.

Evoluéni protistresova opatreni byla vytvorena a jsou udrzovana (jak napovida nazev)
evoluci a jde o dédi¢na uzpusobeni, ktera umoznuji se stresu Gplné vyhnout. Jako pfiklad
evolucnich opatfeni mdzeme uvést typ metabolismu (jestli se jednd o CAM/C3/C4 rostliny),
typ a rozmisténi priduch ¢i schopnost tvorby jedovatych latek.

Ontogeneticka adaptace neni (narozdil od evolucni) geneticky fixovdna a
ontogeneticka protistresova opatreni je mozné béhem ontogeneze rostlin jesté néjak
ovlivnit. Ontogenetické zmény jsou vSsak pomalé — fadi se sem napfiklad velikost listové
plochy.

Do tretiho typu — modulacnich protistresovych opatreni patii okamzité zmény, coz je

napfiklad natoceni list(, otvirani ¢i zavirani priduchi nebo zména koncentraci rdznych latek.



4.3 Zasoleni

Jak je postupné zvySovana produkce plodin a s tim spojené rozsifovani péstitelské
plochy, dochazi k postupné degradaci pady. Postupna degradace plidy, zejména zasoleni
pady, bude v budoucnosti jednou z nejvétsich prekazek zvysovani produkce plodin (Munns &
Gilliham 2015).

Jako zasolovani se oznacuje hromadéni rozpustnych soli v padé — a to predevsim NacCl,
Na2S04, CaS04 a také KCl (Hachicha 2007). Akumulace soli v plidach vyvoldva zmény ve
fyziologii rostlin a metabolismu — ovliviiuje klicivost, rlst sazenic, vegetativni fazi, kveteni a
plodnost, coZ vede ke snizeni vynosU a kvality produkce (Parida et al. 2005). Problém
zasolovani se jen v Evropé tyka témér 4 milionu hektar(l a nejvice se tyka Kampanie, udoli
feky Ebro a Velké uherské niZiny a také postihuje Fadu region(i v Recku, Portugalsku, Francii
¢i na Slovensku (Suta 2008). Na nésledujicim obrazku mézeme vidét mapu Evropy, ktera

znazornuje pldu postiZzenou salinizaci.
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Vysoké hladiny soli v ptidé ¢i vodé uréené na zavlazovani predstavuji pro Zivotni
prostredi vyznamné problémy — a to zejména v oblasti semiaridnich a aridnich zén. (Owens
2001). V mnoha oblastech svéta, kde jsou srazky nedostatecné k vyluhovani rozpustnych soli
z korenové zdny, predstavuji vysoké hladiny soli v pidé nebo zavlazovaci vodé vyznamné
environmentalni problémy v zemédélstvi (Lachnab et al. 2013).

Po zavlazovani je totiz aplikovana ddvka vody bud' vyuzivana plodinou, nebo dochazi
k jejimu vyparovani pfimo z vihké pudy. Sll vSak bohuzel v ptdé z(istava a pokud se
neodstrani, tak se v padé hromadi — dochazi k salinizaci. Nyni je postizeno nejméné 8 %
svétové zavlaZované pudy a v oblastech suchych a polosuchych je postizeno az 25 % pUdy
(FAO 2002). ZavaZnost téchto problému se navic maze zvysit, pokud dojde ke zméné
klimatickych podminek (Lachnab et al. 2013).

Jak jiz bylo feceno — stres se déli podle zdroje plsobeni na abioticky a bioticky a
slanost pldy se rfadi mezi jeden z hlavnich abiotickych stresi omezujicich rist plodin (Munns
& Tester 2008). Vysoka koncentrace soli v kofenové zéné mize byt prirozena nebo
zpUsobena zemédélskou Cinnosti jako je napriklad pouzivani nékterych hnojiv ¢i zavlazovani
nekvalitni vodou (Bartels & Nelson 1994). Témér 400 milion hektar( pldy je postizeno
salinizaci, z nichZz 80 % je prirodniho pavodu a 20 % antropogenniho plvodu (FAO 2015).

Slané pldy jsou bohaté na rozpustné soli. Rozpustné soli mohou mit podle Mbarki et
al. (2018) tfi hlavni zdroje:

e Moftsky piivod — infiltrace moiské vody na pobiezi, dést’
e Litogenni zdroje — usazovani a zvétravani hornin

e Antropogenni zdroje — Spatné zavlaZzovani, Spatné postupy pii pestovani

Nejvétsi rozsah u antropogennich zdrojid ma podle Hnilicky a Stfedy (2016) zasolovani
zavlahovou vodou — vice nez polovina vSech zavlazovanych ploch svéta je totiz ohrozena
zasolenim. Jako bézny priklad zasolovani povrchu pldy je uvedena migrace soli v roztocich ze
spodnich vrstev k povrchu za vzniku bilé krusty.

K migraci soli ze spodnich vrstev k povrchu dochazi po odlesnéni krajiny — nahradni
porost totiZ neni schopen odcerpavat tolik vody jako les, dochazi k odparfovani vyvzlinané
vody a k akumulaci soli u povrchu pldy (Hnilicka & Stfeda 2016).

Pti vystaveni rostlin solnému stresu dochazi (stejné jako pfi vystaveni rostlin stresu

suchem) k bunécné dehydataci, kterd zplsobuje osmoticky stres a dochazi k odstranéni vody
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z cytoplasmy do extracelularniho prostoru (Bartels & Sunkar 2005). Podle Hnili¢ky a Stfedy
(2016) jsou slané plidy fyziologicky suché pro rostliny. DilezZita a relativné rychla odezva na
slanost je uzavreni priduch, ke kterému dochazi vlivem vysokého osmotického tlaku (Munns
& Tester 2008). Podle Munnse a Testera (2008) s uzavienim priaduch souvisi také snizeni
rychlosti fotosyntézy u rostlin zasazenych solnym stresem.

Témér vSechny organismy (od mikrobU pres zvifata a rostliny) syntetizuji v odezvé na
osmoticky stres kompatibilni soluty. Kompatibilni soluty jsou netoxické molekuly, jako jsou
aminokyseliny, glycin betain, cukry nebo cukerné alkoholy. Tyto molekuly mohou mit hlavni
ulohu pfi udrzovani turgoru (Hossain et al. 2016), ale mohou se také podilet na stabilizaci
proteinli a bunécnych struktur (Yancey et al. 1982). O kompatibilnich solutech — zejména o
prolinu a glycin betainu bude fec v nasledujici kapitole.

Fyzikalni plsobeni salinity na rostliny je z ¢asti fyzikalni (osmotické) a z ¢asti
chemické, podle druhu pritomnych iont0. Aby si rostliny byly schopny zachovat turgor a
mohly pfijimat vodu, musi koncentrace osmoticky aktivnich latek v protoplasu presahovat
koncentraci osmoticky aktivnich latek v pldnim roztoku v okoli kofenového systému
(Hnilicka & Streda 2016).

Rostliny se daji rozdélit podle schopnosti tolerovat zasoleni na glykofyty a halofyty.
4.3.1 Glykofyty

Glykofyty jsou skupina rostlin, ktera neni tolerantni k zasoleni. Tato skupina rostlin
tvori naprostou vétsinu fléry na nasi planeté. Pokud je prekrocena koncentrace 100-200 mM
NaCl, tak rostlina hyne, protoZze nema tak dobré mechanismy k prizplsobeni se solnému

stresu jako halofyty (Carillo et al. 2011).

4.3.2 Halofyty

Nékteré rostliny snaseji zasoleni plid naopak dobte. Rostliny, které snasi vysoké
zasoleni pudy ¢i vody mGzeme oznacit jako halofyty (Hnilicka & Stfeda 2016). Témto druhim
rostlin nedéla problém prezit i v padé, kde se slanost pohybuje nad 300-400 mM NaCl. Podle
Hasanuzzamana et al. (2014) tvofi halofyty asi 1 % svétové flory.

Halofyty se pfizpusobuji zasoleni pomoci dvou strategii-vyhybanim se soli a toleranci
soli. Adaptace, které souvisi s vyhybanim se soli jsou sekrece, vylu¢ovani a sukulence

(Shabala et al. 2014). Halofyty jsou schopny vylu€ovat stil pomoci solnych chlupt ¢i solnych
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ZIaz. Nékteré halofyty jsou schopny vyluc¢ovat prebytec¢nou sal ve formé kapaliny, ktera
krystalizuje pfi kontaktu se vzduchem a mizZeme ji spatfit na povrchu listd u rostlin. Rostlina
si je schopna kontrolovat koncentraci soli v cytosolu také pomoci uvolfiovani soli do vakuol
(Mishra & Tanna 2017). Zaroven jsou halofyty adaptovany k zasoleni také dokonale fizenym
prijmem soli — pomoci plazmatické membrany, branici pronikdni nadbytecnych iont(i do
bunék korent (Motkova et al. 2014).

U halofyt kolisa osmoticky tlak v zavislosti na salinité vodniho zdroje. Podle Hnili¢ky
a Stredy (2016) mohou halofyty rast i v normalnich podminkach. Na slanych ptdach rostliny
rostou hlavné béhem destivého obdobi, kdy je pldni roztok zfredén a koncentrovanéjsi soli
jsou v horizontu pod rhizosférou — coz je nejspise jeden z divod(, pro¢ maji halofyty mélky
koFenovy systém. Rada halofyt(i vykazuje sukulentni charakter, ale rozpu$téné soli (zejména
chloridy) stimuluji sukulentnost i u mnoha nehalofytnich druh.

Podle Motkové et al. (2014) najdeme nejvice halofytnich druh( v ¢eledi

Chenopodiaceae, dale také v Celedi Poaceae, Fabaceae a Asteraceae.

4.3.3 Zasoleni u pSenice

Podle Munnse et al. (2006) stl v pldnim roztoku inhibuje rast rostlin, a to ze dvou
davod(:

e Prvnim dlvodem je to, Ze pfitomnost soli v pldnim roztoku sniZzuje schopnost
rostliny pfijimat vodu, a to vede k pomalejSimu ristu. Toto je osmoticky nebo
vysouseci Ucinek salinity.

e Druhym dlvodem je to, Ze nadmérné mnozstvi soli vstupujici do proudu
transpirace nakonec poskodi buriky v listech, coz mlze dale snizit rlist. Toto je
salinicky ucinek, ktery je specificky pro st nebo iontovy prebytek.

U pSenice se tyto dveé reakce vyskytuji postupné, coz vede ke vzniku dvoufazové rlstové
odezvy na slanost (Munns R. 1993).

Prvni faze rlistové odezvy vyplyva z plsobeni soli mimo rostlinu. Stl v paddnim roztoku
snizuje rast listd a v mensi mife i rast kofend. Bunécné i metabolické procesy jsou podobné
jako pfi stresu suchem.

Druhad faze rlstové odezvy podle Munnse (1993) vyplyva z toxického ucinku soli
uvnitf rostliny. Sal pfijata rostlinou se koncentruje ve starych listech, poté pokracuje

transport soli transpiraci do list(i a ndsledné dochazi k pfilis vysokym koncentracim Na a Cl a
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listy zemfou (Munns R. 1993). Pfi¢ina poranéni je pravdépodobné zplsobena tim, Ze zatizeni
soli prevysuje schopnost bunék oddélit soli ve vakuole (Munns et al. 2006).

Uginek zavlaZovéni slanou vodou u p$enice byl testovan Lamsalem et al. (1999) a bylo
pozorovano snizeni vSech rdstovych a vynosovych parametrd, véetné plochy praporcového
listu, vysky rostliny, mnozstvi zrn v klasu, poctu klasl na rostlinu, hmotnosti zrn na klas,
hmotnosti 1000 semen a také celkové akumulace susiny. Podle Munnse et. al (2006) je

psenice tvrda (Triticum durum) citlivéjsi druh vici zasoleni nez Triticum aestivum.

4.3.4 Omezeni salinizace pad

Zasoleni je tézko prekonatelny problém. Podle Munnse et al. (2002) vyZzaduje
odstranéni soli z korenové ¢asti rostlin (rekultivaci), coz je podle néj nejefektivné;jsi zplisob,
jak minimalizovat nebo dokonce eliminovat Skodlivy Ucinek zasoleni. Dale je potieba
k omezeni salinizace vhodné zavlaZovat pozemek. Problém zasolovani pud je také spojen s
nadmérnym uzivanim hnojiv a $§patnou agrotechnikou. Sifeni slanosti suchych pozemk(
mulzZeme omezit snizenim mnoZstvi vody, ktera prochazi mimo koreny. Toho Ize dosahnout

naptiklad vysazenim hlubokokorenicich trvalek (Shrivastava & Kumar 2015).
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4.4 Kompatibilni soluty (prolin a glycin betain)

Jak uz zde bylo feceno, mnohdy se rostliny vyrovnavaji se stresem (naptiklad u
teplotniho stresu, u stresu suchem a u solného stresu) také pomoci osmoticky aktivnich

latek.
4.4.1 Kompatibilni soluty — charakteristika

Osmoprotektanty neboli kompatibilni soluty jsou osmoticky aktivni latky, které
rostliny syntetizuji jako odpovéd na solny stres. Jsou to vysoce rozpustné organické
slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou obvykle netoxické i pfi vysokych
bunécnych koncentracich (Hayat et al. 2012). Kompatibilni soluty jsou latky kompatibilni
s bunéénym metabolismem, akumulujici se v cytoplazmé, aby se vyrovnal vnéjsi osmoticky
tlak (Antdn 2011). Osmoprotektanty sniZuji osmoticky potencial bunék a jsou schopny
zabranit denaturaci protein(, ke které maze dojit vlivem iontové nerovnovahy (Burg &
Ferraris 2008). Kompatibilni soluty interaguji s proteiny, udrzuji jejich hydrataci, ale neméni
jejich strukturu. Maiji primarni roli v udrzeni turgoru a mohou se podilet také na stabilizaci
proteinll a bunéénych struktur (Bartels & Sunkar 2005).

Kompatibilni soluty zahrnuji cukry (naptiklad sachardzu a trehaldzu), cukerné
alkoholy (napf. manitol), aminokyseliny (napt. prolin a glutamat), kvarterni amoniové
slouc€eniny (napf. glycin betain a karnitin) a tetrahydropyrimidiny jako je napfiklad

hydroxyekotin a ekotin (Tekaji 2008).
4.4.2 Prolin

Prolin je pravdépodobné nejrozsifenéjsim osmolytem a vyskytuje se nejen
v rostlinach, ale i v jinych organismech (Delauney et al. 1993). Kromé osmotické Upravy mize
hrat prolin roli v osmoticky stresovanych rostlinnych tkanich: pfi ochrané integrity
plazmatické membrany (Mansour 1998), jako zdroj uhliku a dusiku (Ahmad & Hellebust
1988) nebo jako lapac hydroxylovych radikal(i (Hong et al. 2000). Na obrazku ¢islo 4 mizeme

vidét strukturu prolinu.
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Obrazek €. 4 Prolin (Kalsoom & Bennett 2016)

Podle Motkové et al. (2014) rostliny produkuji a akumuluji aminokyselinu prolin jako
odpovéd na abioticky stres — a to jak pfti stresu zasolenim, tak i pfi vodnim deficitu, pti
prudké zméné teplot a také u stresu vyvolaného tézkymi kovy.

Prolin se u rostlin vyskytuje v cytosolu bunék a kromé vyrovnavani osmotického tlaku
ma funkci také ve stabilité membran, zmirfiuje uc¢inky NaCl na bunééné membrany a mimo
jiné také reguluje mnozstvi vyuzitelného dusiku (Parvaiz & Satyawati 2008). Podle Chena a
Dickmana (2005) je prolin zodpovédny také za vychytavani ROS a dalsich volnych radikald.

Akumulace prolinu v rostlinach mliZze nastat prostrednictvim dvou biosyntetickych
drah v rostlinach — bud' z glutamatu nebo z ornithinu (Hayat et al. 2012). KdyzZ jsou rostliny
vystaveny stresu, tak podle Steina et al. (2011) glutamatova cesta syntézy prolinu prevazuje
nad ornithinovou.

Prolin se syntetizuje z glutamatu, jehoZ cyklizaci pomoci enzymu P5CS (A" -pyrrolin-5-
karboxylatsyntetdza) a naslednou redukci P5CR (A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktaza)

vznika L-prolin. Meziproduktem této cesty je P5C (Hajna et al. 2016). Na priibéh biosyntézy

prolinu se mlZete podivat na obrazek €. 5.

Plant:
Cytosol —# —  Omithine —— Arginine
and chloroplast
ATP, NADPH, H* ~ NADPH, H*
(s —#-P5C ———Proline
P5CS (spontaneous) P5CR
(YGK & GSD) By

Obr. ¢. 5: Biosyntéza prolinu v rostlindch (Stein et al. 2011)
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Navzdory pfiznivym Gc¢inkim exogenni akumulace prolinu m(ize mit také toxické
ucinky na rostliny — a to pfi nadmérnych koncentracich ¢i pfi nadmérné akumulaci (Hayat et
al. 2012). Napriklad v rostlinach ryze, kdyz byl prolin aplikovan pti nizké koncentraci (napf. 30
mM), doslo ke zlepseni nepfiznivych ucinkd salinity. Pfi vysSich koncentracich prolinu (40-50

mM ) vSak dochazelo k toxickym Gcinkiim a Spatnému rlstu rostlin (Roy et al. 1993).

4.4.3 Glycin betain (N,N,N-trimethylglycin)

Spolu s prolinem je glycin betain pouZivan pro exogenni [écbu zmirnéni GCinkud stresu
na rostliny (Sobahan et al. 2014; Li et al. 2014)

Glycin betain je kvarterni amoniova sloucenina, kterd pomaha chranit rostliny proti
dehydrataci (Yancey et al. 1982 ). Hromadi se u rGznych druh( rostlin jako reakce na
enviromentalni stresy jako je sucho, zasoleni, extrémni teploty, UV zareni a zatizeni tézkymi
kovy (Ashraf & Foolad 2007).

K syntéze glycin betainu v rostlinach dochazi v chloroplastech dvoukrokovou oxidaci
cholinu pres betainaldehyd, ktera je u rostlin katalyzovana cholinmonooxygenasou a
betainadehyddehydrogenasou (Rathinasabapathi et al. 1997).

Na obrazku ¢islo 6 mUzeme vidét schéma biosyntézy glycin betainu.

2H* 0, H0 H*
CHy oFd,,  2Fdy cH NADIPY*  NADIPH | g,
CHS- r\ll-CH?-CHQOH S§ ZE CHg'rI\I'CHy'COH g ZZ CH3'h|l‘CH2-COO'
CHs Choline monocoxygenase CHj Betaine CHs
Choline Betaine aldehyde 4 % anse Glycinebetaine

Obrazek €. 6: Biosyntetickd drdha glycin betainu u vysSich rostlin (Ashraf & Foolad 1993)
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5 Metodika

Experiment byl zaloZen ve sklenikovych podminkach a modelovou rostlinou byla pSenice
tvrdd. Byla pouZita odrlida Haristide, coZ je polorana odrtida psenice tvrdé presivkového
typu. Rostliny této odrldy jsou vysoké a tato odrida je nadpriamérné odolna vici padlim
travnim a rzem.

Byl sledovan vliv solného stresu (150 mmol/I NaCl) na obsah prolinu v listech a kofenech
po folidrni aplikaci prolinu, glycin betulinu a kombinace prolin + glycin betulin. BEhem
experimentu se uskutecnilo 7 odbért pokusnych rostlin. Obsah prolinu byl stanoven

modifikovanou metodou podle Batese (1973).

5.1 Zalozeni pokusu

K vysevu pSenice tvrdé a tudiz zaloZzeni pokusu doslo dne 24. 4. 2018. PSenice byla
vyseta do PVC kontejnerl o rozmérech 37 x 27 x 14 cm, do zahradnického substratu.
V kazdém kontejneru byly ¢tyfi fady po sedmi rostlinach-celkem tedy 28 rostlin na kontejner.
Pokus byl zalévan kazdy den zalivkou 400 ml destilované vody.
Dne 9. 5. 2018 doslo k foliarni vyZivé Hauglandovym roztokem (200 ml/ kontejner).
21. 5. 2018 doslo k foliarni vyzivé NPK + Mg (davka NPK +Mg byla (30;30;30;15 %)) opét 200
ml na nadobu.
Dne 23. 5. 2018 byl aplikovan regulator ristu - CCC v davce 0,75 ml/10m?.
28. 5. 2018 doslo opét k vyzivé NPK a Mg v davce 100 ml na nadobu.

5.1.1 Prubéh pokusu

K rozdéleni do variant (viz nasledujici tabulka) doslo 1. 6. 2018.

K —kontrola S —stres sul
KP (K + prolin) SP

KG (K + glycin betulin) SG

KPG (K + prolin + glycin betulin) SPG
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Nasledné byl aplikovan prolin v davce 0, 02 g/l a glycin betulin v davce 0,05 g/I. Byl také
odebrdan prvni kontrolni vzorek.

4. 6. 2018 doslo k zahajeni solného stresu. Pokusnym rostlindm byla dana zalivka 400 ml na
nadobu s roztokem 150 mmol/I NaCl. Zaroveri doslo k odbéru kontrolnich vzorkd. Kontrolni
vzorek byl stéle zalévan destilovanou vodou v ddvce 400 ml/ naddoba.

7. 6. 2018 byly odebrany vzorky od vSech variant pokusu.

Poté probihaly kazdé 3-4 dny (11.,14., 18. 6. 2018) kontrolni odbéry a 22. 6. k poslednimu

odbéru vzorka a ukonceni pokusu.
5.2 Stanoveni obsahu prolinu

Stanoveni obsahu prolinu se délalo metodou podle Batese (1973). V prvni fadé se u
stresovanych rostlin navazilo 0,5 g listového pletiva. Poté se ptidalo 5 ml kyseliny
sulfossalicylové a rozetrelo se to tlouckem v tfeci misce — nejprve se pridal pouze 1 ml a
smés se rozetrela na jemnou kasicku, az poté se pfidaly zbylé 4 ml kyseliny a promichalo se
to kratce tlouckem. Nasledné byla smés prefiltrovana pres filtracni papir do zkumavky.

Poté doslo k presunuti prace do digestore a k vytvoreni reakéni smési skladajici se z: 1 ml
vzorku (filtratu), 1 ml ninhydrinu a 1 ml koncentrované kyseliny octové. Tato smés se
promichala na tfepacce. Nasledné se nechala 30 minut vafit ve vodni lazni s pavodni
teplotou 80-90 °C, ktera se pak sniZila na teplotu 40-50 °C. Poté byla smés zchlazena
v ledové vodé. Nasledné se pfidaly 3 ml toluenu a dlikladné se smés zamichala, poté se
pockalo ptiblizné 20 minut na oddéleni fazi.

Poté se na spektrofotometru zméfi absorbance horni vrstvy pti 520 nm.
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6 Vysledky

Obsah prolinu byl stanoven jak v nadzemni biomase, tak i v kofenech pSenice tvrdé.
V podkapitole 5.1 se nachazeji grafy, u kterych se stanovoval priimérny obsah prolinu
v nadzemni biomase a v podkapitole 5.2 se nachazeji grafy tykajici se primérného obsahu
prolinu v kofenech. Budu vZdy porovnavat hodnotu primérného obsahu prolinu u

kontrolnich rostlin Triticum durum s rostlinami stresovanych soli.

6.1 Stanoveni obsahu prolinu v nadzemni biomase

6.1.1 Kontrola a solny stres

Obrazek €. 7 zobrazuje to, jak se vyvijel obsah prolinu u kontroly a jak se vyvijel u

rostlin zasazenych solnym stresem.

Solny stres

Solny stres Kontrola
1600

1400
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400
200

Obsah prolinu (pg/g)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Termin méreni

Obrazek €. 7: Porovndni obsahu prolinu v nadzemni biomase u rostlin zasaZenych solnym

stresem a u kontrolniho vzorku

Jak je z grafu patrné, u rostlin zasaZzenych solnym stresem se po zahajeni stresu soli
zacala zvySovat hladina prolinu. Naopak u kontrolnich vzork( hladina prolinu klesala.
MuzZeme tedy potvrdit, Ze rostliny v podminkach solného stresu zacinaji jako reakci na solny

stres akumulovat prolin.
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6.1.2 Vliv aplikace prolinu na obsah prolinu

Na obrazku Cislo 8 je zobrazen vliv foliarni aplikace prolinu na kontrolni rostliny

pSenice tvrdé v porovnani s rostlinami v prostredi solného stresu.

Solny stres a aplikace prolinu

Solny stres a prolin Kontrola a prolin
___2000,000
o0
S~
2 1500,000
>
.£ 1000,000
2
a
= 500,000
3
o
3 0,000
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Termin méreni

Obrazek ¢. 8: Vliv foliarni aplikace prolinu v nadzemni biomase u rostlin v podminkdch
solného stresu a u kontrolniho vzorku

Jak je z obrazku cislo 8 patrné, u kontrolniho vzorku rostlin byl primérny obsah
prolinu i pres jeho aplikaci témér konstantni. Naopak u rostlin stresovanych solnym
roztokem se zacal primérny obsah prolinu exponencialné zvySovat.

V porovnani s pfedchozim grafem (obrdazek €. 7), kde maximalni hodnota primeérného
obsahu prolinu u rostlin v podminkach solného stresu u 7. méreni byla 1338,7 ug/g, u tohoto
grafu byla nejvy$si namérena hodnota primérného obsahu v prolinu u rostlin v podminkdach

solného stresu vyssi - primérny obsah prolinu Cinil témér 1700 ug/g.
6.1.3 Vliv aplikace glycin betulinu na obsah prolinu

Obrazek ¢islo 9 zobrazuje vliv foliarni aplikace glycin betulinu na obsah prolinu u

rostlin zatizenych solnym stresem v porovnani s kontrolnimi rostlinami, u kterych byl také

aplikovan glycin betulin.
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Solny stres a aplikace glycin betulinu

® Solny stres a glycin betulin Kontrola a glycin betulin
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Obrazek €. 9: Vliv foliarni aplikace glycin betulinu na obsah prolinu v nadzemni biomase u

rostlin v podminkdch solného stresu a u kontrolniho vzorku

V porovnani s obrazkem &islo 7 se obsah prolinu po aplikaci glycin betulinu zvysil. Pi
sedmém méreni dosahoval pridmérny obsah prolinu u rostlin zasaZenych solnym stresem dokonce

pres 2000 pg/g, coz je vyssi hodnota, nez mizeme vidét u obrazku ¢. 8.

Naopak u kontrolniho vzorku rostlin byl i pfes aplikaci glycin betulinu priimérny obsah

prolinu témér konstantni.
6.1.4 Vliv aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah prolinu

Na obrdzku €. 10 je zobrazen vliv folidrni aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah

prolinu, jak u kontrolnich rostlin, tak i u rostlin v podminkach solného stresu.

Solny stres a aplikace prolinu a glycin betulinu

® Solny stres, prolin a glycin betulin Konrola-prolin a glycin betulin
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Obrazek €. 10: Vliv foliarni aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah prolinu, jak v nadzemni

biomase u kontrolnich rostlin, tak i u rostlin v podminkdch solného stresu
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Jak je z obrazku Cislo 10 patrné, narust primérného obsahu prolinu nebyl tak prudky

jako u obrazku €. 8 a €. 9. Nejvyssi obsah prolinu byl naméren pti sedmém méreni-necelych

1700 pg/g.

Aplikace prolinu a glycin betulinu neméla Zadny vliv na obsah prolinu u kontrolniho

vzorku, obsah prolinu u kontrolniho vzorku byl témér konstantni.
6.1.5 Porovnani obsahu prolinu u kontroly a stresovanych rostlin

Obrazek €. 11 porovnava prliimérny obsah prolinu (bran ze vSech méreni v nadzemni
biomase) po aplikaci prolinu a glycin betulinu a pfi foliarni aplikaci obou kompatibilnich

solutl zaroven.
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Obrazek €. 11: Porovndni primérného obsahu prolinu (bran ze vSech méreni) v nadzemni
biomase psenice tvrdé po aplikaci prolinu a glycin betulinu a pfi folidrni aplikaci obou

kompatibilnich solut zdrover.

Z tohoto grafu je patrné, Ze u kontrolnich vzorkd neméla foliarni aplikace prolinu a
glycin betulinu ¢i obou kompatibilnich solutl zaroven na obsah prolinu témér zadny vliv. U
rostlin, které nebyly stresovany solnym roztokem se obsah prolinu témeér neménil.
Hladina primérného obsahu prolinu (pocitdno ze vSech méreni) u rostlin

v podminkach solného stresu byla nejvyssi pfi aplikaci prolinu a glycin betulinu souéasné.
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evvs

glycin betulin a rostlina si tedy tento prolin akumulovala sama, jako odpovéd na solny stres.

6.2 Stanoveni obsahu prolinu v kofenech

6.2.1 Kontrola a solny stres

Obrazek ¢islo 12 porovnava obsah prolinu v kofenech rostlin v podminkach solného

stresu a v korenech kontrolnich rostlin.
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Obrazek €. 12: Porovndni obsahu prolinu v kofenech rostlin zasaZenych solnym stresem a u
kontrolniho vzorku

Z grafu je patrné, Ze se v kofenech rostlin v podminkdach solného stresu akumuluje
velké mnoiZstvi prolinu. U kontrolnich rostlin, nezasazenych stresem, se obsah prolinu témér

neménil.
6.2.2 Vliv aplikace prolinu na obsah prolinu

Na obrazku ¢islo 13 je zobrazen vliv foliarni aplikace prolinu na obsah prolinu

v kofenech psenice tvrdé a to v podminkach solného stresu a u kontrolnich rostlin.
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Solny stres a aplikace prolinu
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Obrazek ¢. 13: Vliv foliarni aplikace prolinu v kofenech rostlin v podminkdch solného stresu a

u kontrolniho vzorku

Po aplikaci prolinu u kontrolnich rostlin doslo k mirnému zvySeni obsahu prolinu
v korenech psenice tvrdé, nardst obsahu prolinu vsak nebyl nijak vyrazny.
Po aplikaci prolinu u rostlin v podminkach solného stresu zacal obsah prolinu
v korenech exponencialné narlstat. V porovnani s obrazkem ¢. 12., kde nejvyssi naméreny

obsah prolinu ¢inil 1107 pg/g, se hladina prolinu po jeho aplikaci zvysila na 1881 pg/g.

6.2.3 Vliv aplikace glycin betulinu na obsah prolinu

Obrazek ¢islo 14 zobrazuje vliv folidarni aplikace glycin betulinu na obsah prolinu
v kofenech rostlin zatizenych solnym stresem v porovndani s obsahem prolinu v kofenech

kontrolnich rostlin, u kterych byl také aplikovan glycin betulin.
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Solny stres a aplikace glycin betulinu
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Obrazek ¢. 14: Vliv foliarni aplikace glycin betulinu na obsah prolinu v kofenech rostlin

v podminkdch solného stresu a u kontrolniho vzorku

Z obrazku €. 14 je patrné, Ze foliarni aplikace glycin betulinu neméla na obsah prolinu
v korenech rostlin velky vliv. V porovnani s obrazkem €. 12, kde maximalni naméreny obsah
prolinu, ktery si rostlina sama naakumulovala jako odpovéd' na solny stres, byl 1107 pg/g,
neméla aplikace glycin betulinu na obsah prolinu velky vyznam. Maximalni namérena
hodnota prolinu po aplikaci glycin betulinu u rostlin stresovanych soli byla 1170 pg/g, takze

doslo k nepatrnému zvyseni obsahu prolinu.
6.2.4 VIliv aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah prolinu
Na obrazku €. 15 je zobrazen vliv folidrni aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah

prolinu v kofenech kontrolnich rostlin a v kofenech rostlin v podminkach solného stresu.
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Obrazek €. 15: Vliv foliarni aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah prolinu, jak v

kofenech kontrolnich rostlin, tak v kofenech rostlin v podminkdch solného stresu

Jak je z obrazku cislo 15 patrné, vliv folidrni aplikace prolinu a glycin betulinu na
obsah prolinu v kofenech kontrolnich rostlin nebyl témér zadny. Hladina prolinu v kofenech
kontrolnich rostlin byla témér konstantni.

U rostlin v podminkach solného stresu se hladina prolinu vyrazné zvysila. Maximalni
namérena hodnota byla 1769 ug/g, coz je porovnatelné s obrazkem Cislo 13 (vliv foliarni

aplikace prolinu na obsah prolinu), kde maximalni namérena hodnota prolinu byla 1881

ug/g.

6.2.5 Porovnani obsahu prolinu u kontroly a stresovanych rostlin

Obrazek €. 16 porovnava priimérny obsah prolinu (bran ze vSech méreni v kofenech
pSenice tvrdé) po aplikaci prolinu a glycin betulinu a pfi foliarni aplikaci obou kompatibilnich

solutl zaroven.

Prdmérny obsah prolinu v kofenech
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Obrdzek €. 16: Porovndni primérného obsahu prolinu (brdn ze vsech méreni) v kofenech
pSenice tvrdé po aplikaci prolinu a glycin betulinu a pfi folidrni aplikaci obou kompatibilnich

solutu zdroven.

Z tohoto grafu je patrné, Ze u kontrolnich vzorkd neméla folidrni aplikace prolinu a

glycin betulinu ¢i obou kompatibilnich solutl zaroven na obsah prolinu témér zadny vliv.
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Pouze u kontroly, u které byl aplikovan glycin betulin, doslo k mirnému snizeni primérného
obsahu prolinu v kofenech. U ostatnich kontrolnich rostlin se obsah prolinu témér nemeénil.
Hladina primérného obsahu prolinu (pocitano ze vSsech méreni) u rostlin

v podminkach solného stresu byla nejvyssi pfi aplikaci prolinu. Priimérny obsah prolinu byl

6.3 Porovnani obsahu prolinu nadzemni biomasy a kofent

Na obrazku ¢islo 17 je zobrazeno porovnani primérného obsahu prolinu v kofenech a

v nadzemni biomase pSenice tvrdé.

Primérny obsah prolinu v kofenech a v nadzemni
biomase
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Obrazek €. 17: Porovndni primérného obsahu prolinu v kofenech a v nadzemni biomase

psenice tvrdé

Jak je z grafu patrné, u kontrolnich rostlin se obsah prolinu v kofenech a v nadzemni
biomase vyvijel podobné. V korenech rostliny pokazdé akumulovaly vétsi obsah prolinu nez
v nadzemni biomase.

U rostlin v podminkach solného stresu se obsah prolinu vyvijel odlisSné. U rostlin
zasazenych solnych stresem a u rostlin, u kterych doslo k aplikaci prolinu, byl v kofenech
naméren vyssi obsah prolinu nez v nadzemni biomase. U rostlin, u kterych doslo k aplikaci
glycin betulinu ¢i obou kompatibilnich solutl zaroven, byl naopak vys$si obsah prolinu

nameéren v nadzemni biomase nez v korenech.
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7 Diskuze

Zasoleni je vyznamnym abiotickym stresem, ktery sniZzuje vynos Sirokého spektra
rostlin po celém svété (Ashraf & Foolad 2007). Akumulace soli v plidach vyvolavd zmény ve
fyziologii rostlin a metabolismu — ovliviiuje kli¢ivost, rist sazenic, vegetativni fazi, kveteni a
plodnost, coZ vede ke snizeni vynost a kvality produkce (Parida et al. 2005). Pti vystaveni
rostlin solnému stresu dochazi k bunééné dehydataci, ktera zptsobuje osmoticky stres a
dochdzi k odstranéni vody z cytoplasmy do extracelularniho prostoru (Bartels & Sunkar
2005).

Témér vsechny organismy (od mikrobU pres zvifata a rostliny) syntetizuji v odezvé na
osmoticky stres kompatibilni soluty. Kompatibilni soluty jsou netoxické molekuly, jako jsou
aminokyseliny, glycin betain, cukry nebo cukerné alkoholy. Tyto molekuly mohou mit hlavni
Ulohu pfi udrzovani turgoru (Hossain et al. 2016), ale mohou se také podilet na stabilizaci
proteinli a bunécnych struktur (Yancey et al. 1982).

Akumulace prolinu je jednou z mnoha adaptaci rostlin na slanost a vodni deficit
(Kumar et al. 2000; Ramajulu & Sudkakar 2000). Prolin nejen, Ze chrani rostliny pred rdznymi
stresy, ale také pomaha rostlinam se ze stresu rychleji zotavit. Pfi exogenni aplikaci prolinu
na rostliny vystavené stresu, dochazi diky prolinu ke zvyseni rdstu a dalSich fyziologickych
vlastnosti rostlin (Hayat et al. 2012).

U rostlin bylo zjiSténo, Ze intracelularni hladiny prolinu béhem stresu vzrostly vice nez
stokrat (Handa et al. 1983). V nasem méreni doslo k nékolikandsobnému zvyseni akumulace
prolinu u rostlin stresovanych solnym stresem. V nadzemni biomase u rostlin v podminkach
solného stresu dosahla maximalni hodnota prolinu pfi sedmém terminu méreni 1338 ug/g.
Oproti kontrole, kde byl obsah prolinu 68 ug/g, to byl témér dvacetinasobek. V korenech
rostlin dosahla maximalni hodnota prolinu u rostlin zasazenych solnym stresem nizsich
hodnot — 1107 pug/g, coz byl oproti primérnému obsahu prolinu v kofenech u kontrolnich
rostlin témér Sestinasobek.

Mnoho rostlinnych druh( pfirozené akumuluje prolin a glycin betain jako hlavni
organické osmolyty, kdyZ jsou vystaveny riznym abiotickym stresim. Nicméné, ne vSechny
rostliny hromadi glycin betain nebo prolin v dostateénych mnozstvich, aby doslo k odvraceni
nepfriznivych ucink( abiotickych stresu. Proto se tyto osmoprotektanty aplikuji také

exogenné (Ashraf & Foolad 2007).
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Aminokyseliny jako je pravé prolin a glycin betain jsou U¢inné pouzivany pro exogenni
|é¢bu, kterd ma za cil zmirnit ucinky stresu na rostliny (Sobahan et al. 2014; Li et al. 2014).

Ukazalo se, Ze exogenni aplikace glycin betainu a prolinu na rostliny, pred, béhem
nebo po vystaveni stresu, zvysuji vnitini hladiny téchto slouéenin a obecné zvysuiji rlist rostlin
a konecny vynos plodin za stresovych podminek (Ashraf & Foolad 2007). Tvrzeni, Ze exogenni
aplikace glycin betainu a prolinu na rostliny vystavené solnému stresu zvySuje hladinu téchto
slouéenin (v naSem ptipadé prolinu), mohu potvrdit pro nase méfeni v nadzemni ¢asti
rostlin. Z nasich vysledk( vyplyva to, Ze po foliarni aplikaci prolinu na rostliny zasazené
solnym stresem, doslo k velkému zvysSeni obsahu prolinu u nadzemni biomasy. Také po
folidrni aplikaci glycin betulinu doslo k vyraznému zvySeni obsahu prolinu. Pfi méreni
v korenech rostlin pSenice tvrdé v podminkach solného stresu vsak po exogenni aplikaci
glycin betulinu doslo ke snizeni obsahu prolinu oproti rostlindm, které byly také zasazeny
solnym stresem, ale nedoslo u nich k aplikaci kompatibilnich soluta.

Kahlaoui et al. (2018) ve své studii rajcat pisSe, Ze jsou listy hlavnimi misty biosyntézy

v

prolinu a akumulace prolinu u rostlin stresovanymi soli je tedy v listech vyraznéjsi nez
v korenech. Toto tvrzeni nemohu potvrdit, v nadzemni biomase psenice tvrdé v podminkach
solného stresu se akumulovalo mensi mnozstvi prolinu nez u korent téchto rostlin.
Prdmérnd hodnota obsahu prolinu v rostlinach stresovanych soli u nadzemni biomasy byla
455 ug/g, v korenech vsak byla namérend vyssi — 560 ug/g.
Z nasich vysledk( plyne také to, Ze foliarni aplikace glycin betulinu méla pfi méreni
v nadzemni biomase rostlin stresovanych soli odlisny vliv na akumulaci prolinu nez
v kofenech rostlin. U nadzemni biomasy rostlin v prostfedi solného stresu dochdzelo po
folidarni aplikaci glycin betulinu k vyssi akumulaci prolinu nez u rostlin stresovanych soli. Po
foliarni aplikaci glycin betulinu a prolinu zaroven doslo dokonce k vy$Sim namérenym
hodnotam prolinu nez u rostlin v podminkdch solného stresu po aplikaci samotného prolinu.
U kofenu rostlin v podminkach solného stresu doslo po foliarni aplikaci glycin betulinu k nizsi
akumulaci prolinu nez u kotenUl stresovanych rostlin, u kterych glycin betulin nebyl
aplikovan. Po foliarni aplikaci obou kompatibilnich solutli zaroven doslo k nizsim namérenym
hodnotdm prolinu nezZ u rostlin v podminkach solného stresu po aplikaci samotného prolinu.
Da se tedy fici, Ze u nadzemni &3asti rostlin stresovanych soli dochazi vlivem folidrni

aplikace glycin betulinu ke zvySeni obsahu prolinu, narozdil od koten( rostlin, kde dochazelo

vlivem folidrni aplikace glycin betulinu ke sniZzeni obsahu prolinu.
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8 Zaver

V pokusu, ktery probihal ve sklenikovych podminkach po dobu dvou mésicl (od

dubna do ¢ervna 2018), byl sledovan vliv solného stresu na obsah prolinu v listech

a kofenech psenice tvrdé (Triticum durum) po foliarni aplikaci prolinu, glycin betulinu

a kombinace prolin + glycin betulin. Obsah prolinu byl stanoven modifikovanou metodou

podle Batese (1973). Ze ziskanych vysledk( vyplyva nasledujici:

Rostliny pSenice tvrdé vlivem reakce na solny stres akumuluji velké mnoZstvi
prolinu a to jak v nadzemni biomase, tak i v korenech. V kofenech rostlin

v podminkdch solného stresu doslo k Sestindasobnému zvyseni obsahu prolinu
oproti kontrolnim rostlinam. V nadzemni biomase u rostlin zasazenych solnym
stresem doslo dokonce ke dvacetindsobnému zvyseni obsahu prolinu nez u
kontrolnich rostlin.

V korenech rostlin, které nebyly vystaveny solnému stresu, dochazi k vyssi
akumulaci prolinu nez u nadzemni biomasy.

Po foliarni aplikaci prolinu a glycin betulinu (GB) ¢i obou kompatibilnich solut(
zaroven, dochazi ke zvyseni obsahu prolinu v nadzemni biomase rostlin
zasazenych solnym stresem. Prdmérna hodnota obsahu prolinu, kterou si
rostlina sama naakumulovala jako reakci na zasoleni byla 455 pg/g. Po foliarni
aplikaci prolinu se primérna hodnota obsahu prolinu v nadzemni biomase zvysila
na 715 pg/g. Po aplikaci GB byla pridmérna hodnota obsahu prolinu u
stresovanych rostlin 680 pg/g a po aplikaci obou kompatibilnich solutli zaroven
byla tato hladina nejvyssi, dosahla 808 pg/g.

U kofenu rostlin doslo po folidrni aplikaci GB ¢i po aplikaci obou kompatibilnich
solutll zaroven ke snizeni obsahu prolinu v kofenech rostlin. Primérna hodnota
obsahu prolinu, kterou si rostlina naakumulovala v kofenech jako reakci na
zasoleni, byla 560 pg/g. Po folidrni aplikaci prolinu se primérna hodnota obsahu
prolinu v kofenech zvysila na 790 pg/g. Po aplikaci glycin betulinu klesla hladina
obsahu prolinu na 520 pg/g. Folidrni aplikaci obou kompatibilnich solut( zaroven
se dosahlo opétovného zvyseni obsahu prolinu na hodnotu 715 pg/g.

U nadzemni ¢asti rostlin stresovanych soli dochazi vlivem foliarni aplikace glycin

betulinu ke zvySeni obsahu prolinu, narozdil od kofend rostlin, kde dochazi
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vlivem folidrni aplikace glycin betulinu ke sniZzeni obsahu prolinu oproti
rostlinam, u kterych nebyl aplikovan zadny osmoprotektant.
Zasoleni je momentdlné vyznamnym problémem v oblasti zemédélstvi a méla by

se mu vénovat pozornost v dalSich studiich.
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