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Abstrakt

Rod maty (Mentha L.) je Siroce vyuzivan v zeméd¢lstvi, potravinarském pramyslu
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s cilem sledovani vlivu abiotického stresu na sloZeni tfi vybranych genotypu maty
a zhodnoceni jejich kvality.

V praktické ¢asti byla pomoci tfi experimenti provedena optimalizace hydroponického
péstovani rostlin maty. Rostliny byly péstovany za kontrolovanych podminek.
Kontrolnim roztokem bylo Hoaglandovo médium o 'z sile (2 HM). V prab&hu
péstovani byly rostliny stresovany snizenym i zvySenym pifijmem dusi¢nand a solnym
stresem a byly sledovany zmény v hladinach jednotlivych metaboliti. StéZejnim
experimentem bylo semihydroponické péstovani ve fenotypiza¢nim systému
Plantscreen conveyor, kdy bylo provadéno méfeni fluorescence chlorofylu a RGB
zobrazeni rostlin. Pomoci ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci (UHLPC-MS/MYS) byla provedena analyza volnych polyaminii, aminokyselin
a fenolickych sloucenin v rostlinném materialu. Majoritn¢ zastoupenou fenolickou
slou¢eninou byla ve vsech vzorcich kyselina rozmarynova. Identifikace a kvantifikace
terpenoidi  byla provedena svyuzitim plynové chromatografic s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS). SloZeni genotypu odpovidalo prfedchozim studiim. Majoritné
zastoupenym terpenoidem M. arvensis byl karvon. Piperitenon oxid byl dominujicim
terpenoidem genotypl M. piperita a M. spicata.

U jednotlivych genotypi maty byla zaznamenana odliSna odezva na pusobeni
abiotického stresu. Z hlediska morfologie rostlin bylo nejvhodnéj§im médiem
pro péstovani M. arvensis i M. piperita kontrolni 2 HM, pro péstovani M. spicata to byl
roztok se snizenou koncentraci dusi¢nant. Jako nepfiznivy pro péstovani genotypu
M. arvensis se sohledem na zmény v hladinach metabolitu jevil stres prijmem
dusicnant. Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi genotypy byly zaznamenany
zejména v toleranci solného stresu. Jako nejtolerantnéjsi se z hlediska slozeni
aminokyselin, polyaminti a fenolickych latek vuci solnému stresu jevi genotyp



M. piperita, naopak nejméné tolerantnim genotypem je M. spicata. Poznatky zjisténé
v diplomové praci nasvédéuji tomu, Ze studium podminek péstovani jednotlivych
genotypll maty je nezbytné pro zlepSovani kvality rostlin.
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Plants of genus Mentha are widely used in agriculture, the food industry, and medicine.
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assessment of mint plants. The theoretical part of the diploma thesis deals
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cultivated under controlled conditions. The control solution was Hoagland half-strength
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1. Vypracovani literami reSerSe s vyuzitim klicovych slov: druhy maty, Zivné
roztoky, hydroponie, sekundami metabolity, GC-MS, LC-MS.

2. Srovnani metod hydroponického péstovani rostlin.

W

Sledovani vlivu abiotického stresu na vlastnosti vybranych druhti maty.

4. Aplikace metod izolace a analyzy sekundarnich metabolitt rostlin.



1 UVOD

Celed Lamiaceae (Hluchavkovité) je vyznamnou rostlinnou éeledi zahrnujici rod Mentha
(rod maty). Rostliny rodu maty obsahuji velké mnozstvi bioaktivnich slouc¢enin, z nichz
témi nejdilezitéjSimi jsou terpenoidy a fenolické slouceniny. Tyto sekundarni metabolity
odpovidaji za biologické ucinky rostlin maty. Mezi nejvyznamngj§i ucinky patii
antioxidaéni, antimikrobialni a protizandtlivé uéinky. Celed® Lamiaceae je rozifena

kosmopolitn¢ a ma Siroké vyuziti.

Alternativou k béznému péstovani rostlin v pudg je vyuziti hydroponického péstovani.
Hydroponie je péstovani rostlin v zivnych roztocich za kontrolovanych podminek. Tento
zpusob péstovani ma fadu vyhod oproti péstovani v padé. Nevyhodami tradi¢niho
péstovani v pude jsou interakce s patogeny, nezadouci environmentalni vlivy, nedostatek
makro— a mikronutrienti a mozné vyuziti pesticidi. Vyuziti hydroponiec umoziuje
kontrolovany pfisun nutrienti rostlinam a zvySeni efektivity recyklace vody.
Jiz v minulosti byl v fadé studii prokazan v¢tsi vynos a vysSi obsah sekundarnich
metabolitu u hydroponicky péstovanych rostlin ve srovnani s rostlinami péstovanymi
v pud€. Péstovani v zivnych roztocich byva Casto vyuzivano pfi sledovani vlivu stresu

na vlastnosti plodin.

Existuje mnoho environmentalnich stresovych faktoru, které pusobi nepfizniveé na rist
rostlin. Jedna se zejména o teplotni stres, UV zareni, sucho, nedostatek nutrienti a solny
stres. Vdnesni dob¢ je velkym problémem pifi péstovani plodin zasoleni puady.
Dusledkem solného stresu u rostlin muze byt osmoticky stres, snizeni absorpce
makro— a mikroprvku a v kone¢ném dusledku redukce vynosu. Pfi odpovédi na abioticky
stres hraji vyznamnou roli osmolyty, mezi které jsou zarazovany napfiklad polyaminy
aaminokyselina prolin. Jedna se o latky s osmoprotektivnimi ucinky ak jejich akumulaci

muze dochazet v rostlinach vystavenych stresu.

Abioticky stres ma vyznamny vliv na syntézu sekundamich metabolitt, coz miZze
nepfiznivé ovliviiovat kvalitu plodin. Proto je tato prace zaméfena na vliv abiotického
stresu, konkrétn¢ stresu nizkym 1 vysokym pfijmem dusi¢nani a solného stresu,
na metabolismus dusiku a obsah sekundarnich metaboliti ve vybranych genotypech
hydroponicky péstované maty, scilem zhodnoceni vlivu téchto stresorii na kvalitu

vybranych genotypu.

11



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rod maty

Rod maty (Mentha) je fazen do Celedi dvoudéloznych rostlin Lamiaceae (Hluchavkovité).
Celed” Lamiaceae zahmuje piiblizné 236 rodi a vice nez 7000 druha, rozsifenych
celosvétove. Rostliny této celedi jsou aromatické a maji nejcastéji ctythrannou lodyhu.
Typicka je pfitomnost Zlaznatych trichomd na povrchu listd, jez produkuji silice.
Ty se vyznacuji antimikrobialnimi a antioxidacnimi uc¢inky. Rostliny ¢eledi Lamiaceae
jsou vyuzivany zejména ve farmaceutickém a potravinarském prumyslu, dale

pak v medicing a parfumerii (Khoury et al., 2016).

Jeden znejvyznamnéjSich rodi, Mentha, zahmuje 18 zakladnich druhd
a 11 pfirozené se vyskytujicich hybrida (Tucker a Naczi, 2007). Rod maty je specificky
vysokym obsahem sekundarnich metaboliti. Jedna se zejména o terpenoidy a fenolické
latky, které¢ maji vyznamné biologické ucinky. Sekundarmi metabolity poskytuji rostling
ochranu pred skadci. Rostliny maty jsou vyuzivany komeréné k produkci silic.
Silice maty jsou majoritné slozené z terpenoidi (monoterpend, seskviterpent a jejich
derivati) a maji lipofilni a tékavy charakter. Terpenoidy (isoprenoidy) jsou
nizkomolekularni latky, které jsou biosyntetizovany ze zakladnich jednotek
isopentenyldifosfatu nebo dimethylalyldifosfatu. Produktem jejich rozkladu je isopren
(2-methyl-buta-1,3-dien). Majoritnimi slozkami silic maty jsou latky menthol, limonen,
cukalyptol, S-pinen, pulegon a karvon. Tyto latky vykazuji antimikrobialni, antioxidacni

a protizanétlivé ucinky.

Sekundarnimi metabolity zastoupenymi v rostlinach maty jsou krom¢ terpenoidi také
fenolicke latky. Jedna se zejména o fenolické kyseliny a flavonoidy. Prikladem fenolické
kyseliny obsazené v maté je kyselina rozmarynova, které ma antimikrobidlni,
antioxidacni a protinadorové téinky. V tad¢ studii bylo zjisténo, Ze kyselina rozmarynova
vykazuje silngjsi antioxidaéni G¢inky nez vitamin E ¢i trolox (Lin ef al, 2002).
Mezi flavonoidy obsazené v matg patfi luteolin ¢i apigenin. Tyto latky zafazujeme obecné
mezi  Sikimaty (fenylpropanoidy). V molekule je pfitomen nejméné jeden
ortho-disubstituovany fenyl, nejcastéji dochazi k substituci hydroxylovou skupinou

(Nagy et al., 2011).
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2.1.1 Vybrané druhy maty

Taxonomicky je rozliSovano pét zakladnich euroasijskych a africkych druhti maty. Jedna
se o M. aquatica, M. arvensis, M. longifolia, M. spicata a M. suaveolens, jejichz kiizenim
doslo ke vzniku mnoha genotypt maty. Mentha arvensis (mata rolni) je trvala bylina
dorustajici vysky az 60 cm. Listy jsou pokryt¢ chlupy a kvéty mivaji svétle fialové
zbarveni. Jednd se o velmi proménlivy druh, ktery roste ve vlhkych puadach.
zjisténa velka variabilita ve slozeni silic. Majoritnimi slozkami silic M. arvensis jsou

nejcastéji menthol, terpinen-4-ol, linalool a geraniol (Tucker ef al., 1991).

Mentha spicata (mata klasnatd) dortsta vysky az 100 cm. Lodyhy maji fialové
zbarveni, barva kvéta je razova ¢i rizovofialova. Rostliny maji podlouhlé listy a jsou
pokryté hustymi chlupy. Mentha spicata je vyuzivana zejména ve farmaceutickém
a potravinaiském pramyslu (vyroba zubnich past). Majoritné¢ zastoupenymi polyfenoly
v listech tohoto druhu maty jsou kyselina rozmarynova, jeji derivaty a flavonoid luteolin
(Fatiha er al., 2015). V silici maty klasnaté je majoritn¢ zastoupen monoterpen karvon,
ktery vykazuje siln¢ antioxidacni ucinky a odpovida za typickou vuni tohoto genotypu.
Silice ¢asto obsahuje také latky menthon, pulegon, limonen, eukalyptol a piperitenon oxid
(Padalia ef al.,2013). V fadé studii byly zkoumany insekticidni ucinky silice M. spicata.
Bylo zjisténo, Ze silice bohata na karvon a pulegon vykazuje siln¢ insekticidni ucinky

vuéi druhu Drosophila (Franzios et al., 1997).

Mentha piperita (mata pepma) je pifirozenym hybridem M. spicata (maty klasnatc)
a M. aquatica (maty vodni). Dortsta vysky az 80 cm. Tento genotyp je vEétSinou pouze
fidee ochlupeny. Listy maji tmavé zelené zbarveni, kvéty jsou rizové. M. piperita ma
protizanétlivé, antiemetické a analgetické ucinky. Nejcastéji byva vyuZivana
v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Majoritni slozkou silice je monoterpen
menthol, ktery tvori 30-55 % silice maty pepmé (Kumar ef al., 2011). Menthol odpovida
za typické aroma tohoto genotypu. Vyskytuje se ve formé 4 diastereoisomeru (menthol,
neomenthol, isomenthol, neoisomenthol). V silici jsou dale zastoupeny latky menthon,
menthofuran, mentyl acetat a pulegon. Menthon a pulegon piisobi jako pfirodni
insekticidy. Mezi majoritné zastoupené polyfenoly v listech M. piperita patfi eriocitrin,
kyselina kavova, kyselina rozmarynova, hesperidin a kyselina skoficova

(Bodalska et al., 2019).



2.2 Péstovani maty

Rostliny rodu maty jsou trvalé byliny, jez maji mélké kofeny. Nejvhodnéjsi je péstovani
v polostinu. Pro sviyj rust vyzaduji vlhké silné humozni pudy, tedy pady obsahujici
nejmén¢ 3 % humusu. Optimalni teplota vzduchu pro péstovani maty je 15-25 °C.
Dle studii vykazuje M. piperita vétsi odolnost vaci chladu nez M. spicata (Morriss, 2007).
Generativni zpusob rozmnozovani (ze semene) je pomérné obtizny, proto je tento rod
nejcastéji mnoZen vegetativné — fizkovanim. Principem je ziskani fizka z dospélych
rostlin, které maji uniformni velikost (nejcastéji 10 cm). Je mozné vyuzit vrcholové
¢i stonkové tizky. Vrcholové fizky jsou ziskavany zvrchni ¢asti vyhonku, kde jsou
pritomny mlad¢ listy. Je nutné odstranit listy na spodni ¢asti fizku, aby bylo zamezeno
zahnivani. Rizky jsou umistény do vody k zakofenéni a po vyvinuti kofenii dochazi

k jejich pfesazeni do pldy ¢i umisténi do hydroponického systému.
2.2.1 Péstovani v pudé

Fyzikalnimi faktory, které vyznamné ovliviiuji urodnost pudy a rust rostlin, jsou textura
a porovitost pudy, pudni propustnost a retencéni kapacita pidy (schopnost zadrzovat
vodu). Padni urodnost je dana obsahem pudni organické hmoty. Jedna se o ¢ast pudy
tvofenou organickymi latkami, které vznikly dekompozici rostlin a tél Zivocicha. Tvofi

az 6 % pudy (Kahkashan et al., 2016).

Existuje fada environmentalnich faktoru, které ovliviiuji rust maty. Jedna se zejména
0 obsah zivin vpudé, intenzitu osvétleni, teplotu vzduchu a relativni vlhkost.
Pro péstovani maty je vhodna vlhka puda svysokym obsahem organické hmoty.
Optimalni pH pudy pro péstovani maty je 6,0-7.5. Pro péstovani M. piperita
je nejvhodnéjsi pH pudy 6,2—7,0. Padni pH ma vliv na vyslednou hmotnost rostlinného

materialu (Cerstvou 1 suchou hmotu) a také na obsah silic v maté (Shukla ez al., 1997).

Makroprvky dusik, fosfor a draslik jsou nezbytné pro rist rostlin. V fad¢ studii byl
prokazan vliv téchto makroprvkd na obsah silic v rostlinach maty a na jejich sloZeni.
Pro optimalni vyzivu rostlin je nezbytné také pravidelné zavlazovani ve vhodném
mnozstvi. Nadbytek vody muze indukovat nadmémé vyplavovani dusiku z pudy. Naopak
stres suchem zplsobuje niz§i obsah silic vrostlinach maty a zvySeni obsahu

menthofuranu v silici (Morris, 2007).
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2.2.2 Hydroponie

Hydroponie predstavuje péstovani rostlin v Zivnych roztocich bez pidy
za kontrolovanych podminek. Pfi vyuziti této metody je umoznéna jednoducha regulace
ptivodu zivin. Hydroponické systémy mohou byt rozd¢lovany na oteviené a uzaviené.
V otevienych systémech nedochazi k cirkulaci zivnych roztoku. Naopak v uzavienych
systémech probiha recyklace prebytecného mnozstvi nutrienti a je zvySena ucéinnost
vyuziti vody. Hydroponicky mohou byt rostliny péstovany bez substratu, nebo v jeho

pritomnosti (Maucieri et al., 2019).

Vyhodou vyuziti hydroponie je moznost recyklace zivného roztoku, zvysena kvalita
kontroly rustu, vysoce regulovany pfivod nutrientt, zvySeni vynosu a ochrana rostlin pred
patogeny. Ve srovnani s rostlinami péstovanymi v pudé maji rostliny péstované
hydroponicky vyssi obsah sekundamich metabolita (Grewal ef al., 2011). V fadé¢ studii
bylo zjisténo, ze hydroponicky péstované rostliny maty maji az o 61 % vyssi obsah silic
nez rostliny péstované v pudé a pifi vyuziti hydroponie dochazi také ke zvysSeni
antioxidacni a enzymatické aktivity (Surendran et al., 2017). Hydroponické péstovani
maty je vhodnou altemativou v oblastech, kde nejsou vhodné podminky pro péstovani

v pudg. Jedna se zejména o nevhodnou strukturu a pH pudy a nizky obsah makroprvki.
2.2.2.1 Hydroponické substraty

Inertni substraty jsou v hydroponii vyuzivany pro ukotveni kofent, podporu ristu rostlin
a absorpci vody. Zajistuji také pfisun vzduchu ke kofenum rostlin. Existuje mnoho typu
hydroponickych substrati. Vybér vhodného substratu probiha na zaklad¢ nckolika
specifickych vlastnosti, mezi které patfi objemova hmotnost, poérovitost substratu, vodni
kapacita (schopnost zadrzovat vodu), elektrickd konduktivita, kationtova vymeénna

kapacita a pH (Maucieri et al., 2019).

Objemova hmotnost je vyjadfena jako mnozstvi substratu vztazeného na jednotku
objemu. Optimalni objemova hmotnost pro péstovani plodin je priblizné
150-500 kg.m™ (Wallach, 2008). Pérovitost substratu vyjadiuje pomér objemu pori
a celkového objemu substratu s pory. Pro hydroponické péstovani rostlin je vhodné pouzit
substrat s nejméné 75% porovitosti (Blok ef al., 2008). Kationtova vyménna kapacita

(CEC) vyjadiuje mnozstvi kationtu, které mohou byt zachyceny na povrchu dan¢ho
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substratu. Organické substraty maji obecné vyssi CEC a pufracni kapacitu neZ substraty

anorganické. Substraty s niz§im pH jsou pouzitelné pro vétsi mnozstvi rostlinnych druhd.

Substraty vyuzivané v hydroponii muzeme obecné rozdélovat na vlaknité a zmitg.
Vlaknit¢ substraty se vyznacuji vysokou vodni kapacitou (60-80 %). Mezi vlaknité
substraty patii kokosové vlakno, raselina a mineralni vata. Zrnité substraty, jako naptiklad
pisek ¢i perlit, maji niz§i vodni kapacitu (10-40 %), ale maji vysokou porozitu
(Maher et al., 2008). Dle povahy muzeme rozd¢lit substraty na organické, anorganické
a syntetické. Mezi organické substraty patfi raselina a kokosové vlakno. Raselina
je produktem dekompozice rostlin za anacrobnich podminek. Tento material ma vysokou
vodni kapacitu a CEC. Kokosové vlakno je vlastnostmi podobné raselin¢, ma ale vyssi
pH (5.0-6,8). VyuzZivany jsou také dfevéné piliny, jejichZ nevyhodou je ovSem nizka
vodni kapacita a CEC a moznost akumulace toxickych latek (Dorais ef al., 2006).

Mezi anorganické substraty vyuzivané v hydroponii patfi pisek, pemza, perlit,
vermikulit, zeolit, keramzit a mineralni vata. Pisek je pfirodni anorganicky substrat
s prumérem castic od 0,05 do 2 mm. Vyznacuje se nizkou pufraéni kapacitou a CEC,
proto je vhodné jej kombinovat s organickymi substraty (Mauricieri ef al., 2019). Perlit
je inertni material, ktery vznika teplotnim zpracovanim vulkanické horniny. Obsahuje
priblizn¢ 75 % Si0z a 13 % Al,0s. Je to velmi lehky substrat, ktery ma nizkou objemovou
hmotnost. Vyznaduje se vysokou porovitosti. Casto je pfidavan do jinych substrata
za ucelem provzdusnéni. Vermikulit patifi mezi hydratované fylosilikaty, coz jsou
vrstevnaté jilové mineraly. Ma vysokou kationtovou vyménnou kapacitu a porovitost
(90-95 %). Tento substrat je vyuzivan samostatn¢, nebo byva pouzivan ve smeési
s perlitem ¢i raselinou (Malik et al., 2014). Mén€ vyuzivanymi substraty v hydroponii

jsou syntetické péstebni substraty, mezi kter¢ je fazen napiiklad pénovy polystyren.

Pro hydroponické péstovani maty jsou nejcastéji vyuzivany substraty kokosoveé
vlakno, mineralni vata, perlit ¢i zeolit. Vyhodou vyuziti kokosového vlakna je jeho
vysoka schopnost zadrzovat vodu. V fadé studii bylo prokazano, ze tento substrat
s velkou ucinnosti odpuzuje hmyz (Giurgiu et al., 2014). Mineralni vata (rockwool)
je jednim z nejpouzivanéjSich hydroponickych substrati. Jedna se o velmi porézni
material s vysokou vodni kapacitou a svlaknitou strukturou. Pro péstovani maty
v zivnych roztocich lze také vyuzivat smési organickych a anorganickych substrati,

napiiklad smés kokosového vlakna s perlitem.
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2.2.2.2 Typy hydroponickych systému

Mezi zakladni typy hydroponickych systému patii NFT (Nutrient Film Technique),
raftovy systém DFT (Deep Flow Technique), acroponie a semihydroponické péstovani.
Dle recyklace zivnych roztokii miizeme hydroponické systémy rozdélit na recirkulacni
aRTW (Run To Waste) systémy. Mezi recirkulacni typy hydroponie patii naptiklad NFT,

DFT a acroponie.

Hydroponicky syst¢ém DFT, nazyvany také Deep Water Technique, predstavuje
péstovani rostlin na plovoucich raftech ¢i deskach umisténych v nadobach vysokych
20-30 cm obsahujicich 10-20 cm zivného roztoku (Van Os ef al., 2008). Plovouci rafty,
které mohou byt vyrobeny z pénového polystyrenu ¢i polyethylenu, slouzi k nadnaseni
rostlin na hladin€ (Obr. 1). V Zivném roztoku jsou umistény pouze kofeny rostlin. Je nutna
pfitomnost vzduchovaci pumpy za ucelem dodani kysliku kofentim. Optimalni teplota
roztoku v DFT systému je do 23 °C, pii vysSich teplotach dochazi ke snizovani

rozpustnosti kysliku.

Obr. 1 Schéma hydroponického raftového systému DFT. Pievzato z: Goddek et al., 2019.
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V NFT (Nutrient Film Technique) systému, nazyvaném také¢ technika zivného filmu,
dochazi neustale k cirkulaci zivného roztoku. Systém se sklada z krytych Zlabu (nejcastéji
PVC potrubi), z rezervoaru a vodniho ¢erpadla. V NFT systému je pfitomna pouze tenka
vrstva zivného roztoku (vysoka 1-2 cm). Hydroponicky systém ma lehky sklon, Zivny
roztok tudiz omyva kofeny a diky gravitaci dochazi kjeho sbéru v rezervoaru.
Odtud je poté¢ znovu pumpovan do hydroponického systému. Vyhodou tohoto systému

je recirkulace zivného roztoku a nepfitomnost substratu.

Pii aeroponii visi rostliny volné ve vzduchu v péstebnich nadobach a pomoci
ultrazvukového rozpraSovace dochazi k rozstiikovani zivného roztoku pfimo na koteny.
Doba postriku je od 30 do 60 sekund. Frekvence postiiku zavisi na daném rostlinném
druhu, na fazi vyvoje rostlin a na dobé kultivace. Na dné nadoby
je shromazd’ovan Zivny roztok, ktery je poté skladovan v rezervoaru a dochazi k jeho
opctovnému pouziti. Vyhodou aeroponie je nepfitomnost substratu a moznost recirkulace
zivnych roztoku. Pfi vyuziti aeroponického péstovani je kofenum rostlin poskytovano
maximalni mnozstvi kysliku. Jedna se ovSem o finanéné naro¢ny typ hydroponie

(Mauricieri et al., 2019).

Pri vyuziti semihydroponického péstovani jsou rostliny umistény v kvétinacich
s prislusnym inertnim poréznim substratem. Semihydroponie patfi mezi oteviené
hydroponické systémy, nazyvané¢ také RTW (Run to waste). Jedna se o velmi
jednoduchou hydroponickou techniku. Nedochazi k recyklaci Zivného roztoku,
do péstebnich nadob je pfidan vzdy novy podil Zivného roztoku. Piebytecny Zivny roztok
odtéka z kvétinace do podmisky. Jelikoz nedochazi k cirkulaci zivného roztoku, neni

nutna pritomnost ¢erpadla a vzduchovaci pumpy.
2.2.2.3 Zivné roztoky

Pro rast vysSich rostlin je nutna pfitomnost 17 esencialnich prvka, které se déli
na makro— a mikrobiogenni prvky. Mezi makroprvky, které rostliny potfebuji v poméme
velkém mnozstvi, patfi uhlik, vodik, kyslik, dusik, fosfor, draslik, vapnik, sira a hoi¢ik.
Mikroprvky jsou rostlinami pfijimany pouze ve stopovém mnozstvi. Pati mezi né€ Zelezo,
chlor, mangan, bor, zinek, méd’, nikl a molybden. Krom¢ makro— a mikroprvka vyuzivaji

rostliny pro svij rast také kiemik, kobalt, vanad a platinu (Trejo-Téllez ef al., 2007).
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Pfi hydroponickém péstovani jsou kotfeny v kontaktu s Zivnym roztokem, ktery musi
obsahovat mnozstvi esencialnich prvki optimalni pro rust pfislusnych druhti rostlin.
Zivné roztoky jsou pfipravovany rozpousténim soli makro— a mikroprvka
ve vod¢. Vyuzivany jsou také anorganické kyseliny, jako napriklad kyselina borita
¢i fosforecna. Dostupnost prvki je zavisla na pH Zivného roztoku. Optimalni pH Zivného
roztoku pro péstovani rostlin je 5,5-6,5 (Sonneveld a Voogt, 2009). Pfi zvysSeni pH

nad hodnotu 7 dochazi v zivném roztoku k precipitaci kationtii Fe?*, Mg?*, Ca** a Mn?",

Fosfor je rostlinami pfijiman nejéastgji ve formé HPO42" & H,POy™. Pii hydroponickém
péstovani je nejvys$si mnozstvi fosforu v zivném roztoku, jehoz pH je lehce kyselé
(pH = 5-6), naopak v zasaditém prostiedi dochazi k vyraznému poklesu jeho koncentrace
(Dysko et al., 2008). Dusik mohou rostliny pfijimat ve form& iontd NHs" &i NO3™.
V piipad¢é absorpce amonnych iontit dochazi k okamzité syntéze aminokyselin a jinych
sloucenin obsahujicich redukovany dusik. Pokud Zivny roztok obsahuje dusi¢nany,
dochazi pred asimilaci dusiku nejprve kjejich redukci. V zZivnych roztocich jsou
nejcastéji vyuzivany dusi¢nany. Prijem amonnych ionti zptisobuje nadmé&rmny rast rostlin
i za podminek nedostatecného osvétleni, amonné soli mohou byt tudiz vyuzivany

jako rychly zdroj dusiku pfi jeho vyrazném deficitu (Resh, 2013).

Pro pripravu Zivnych roztokd jsou kromé rozpustnych anorganickych soli vyuzivany
také chelaty, které slouzi k zaji§téni optimalniho pfijmu Zeleza. Jako organické chelatacni
¢inidlo, které vaze kovové ionty, je vyuzivana nejéastéji EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova) ¢i EDDHA (kyselina ethylendiamindihydroxyfenyloctova).
EDTA ma vysokou afinitu ke kationtim Zeleza. Rozpustnost této kyseliny ve vodé
se zvySuje tvorbou soli. Pfi hydroponii je EDTA pfidavana do Zivného roztoku ve formé
disodné ¢i didraselné soli. Po pfidani do roztoku obsahujiciho kationty zeleza dojde
k uvolnéni draselnych ¢i sodnych kationtii a vytvari se stabilni komplexy chelatu Zeleza,

¢imz je zabranovano precipitaci tohoto prvku (Vadas er al., 2007).

Existuje mnoho typu zivnych roztokt pro hydroponii. Jedna se zejména o Hoaglanduv
zivny roztok (Hoagland a Amon, 1938), Hewittiv roztok (Hewitt, 1966) a Steineruv
roztok (Steiner, 1984).  Slozeni téchto zivnych roztokti je uvedeno v Tab. 1.
Pfi hydroponickém péstovani maty je nejcastéji vyuzivan Hoaglandtv Zivny roztok, ktery

je univerzalnim Zivnym roztokem pro hydroponii. Poprvé byl predstaven jiz v roce 1933.
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V soucasnosti je pouzivan modifikovany Hoaglanduiv roztok, jelikoZ v historii doslo
k fadé zmén v koncentraci mikroprvkd. Pro pfipravu Hoaglandova roztoku jsou
vyuzivany nasledujici slouceniny: KNO3 (dusi¢nan draselny), Ca(NOs), x 4H,O
(tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého), H;BOs (kyselina borita), KH,PO4 nebo NH4H>PO4
(dihydrogenfosfore¢nan draselny nebo amonny), sirany (MgSQO4x 7 H20; ZnSO4 x 7H>0;
CuSO0; x 5 H,0; FeSO4 x 7TH20), NaxMoOs x 2H»0 (dihydrat molybdenanu sodného),
MnCl, x 4 H,O (tetrahydrat chloridu manganatého) a Na-EDTA ¢i K»-EDTA
(Malhotra et al., 2014).

Tab. 1 Koncentrace prvka v hydroponickych zivnych roztocich. Upraveno dle:
Trejo-Téllez et al., 2007.

PRVEK HOAGLAND A HEWITT STEINER
ARNON (1938) (1966) (1984)
Koncentrace [mg.1"!]

N 210 168 168

P 31 41 31

K 234 156 273
Ca 160 160 180
Mg 34 36 48

S 64 48 336
Fe 2.5 2.8 2-4
Cu 0,02 0,064 0,02
Zn 0,05 0,065 0,11
Mn 0,5 0,54 0,62

B 0,5 0,54 0,44
Mo 0,01 0,04 -
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2.3 Abioticky stres

Bioticky stres u rostlin je vyvolan pisobenim Zivych organismiui. Abioticky stres
je vyvolan fyzikalnimi ¢i chemickymi vlivy, nazyvanymi také abiotické faktory.
Mezi abiotické stresové faktory pusobici na rostliny patfi intenzita svétla, teplota
vzduchu, nadbytek nebo nedostatek vody, vitr, zasoleni pudy a koncentrace prvki v pudé
¢i vzivném roztoku. Abioticky stres ma negativni ucinky na rdst a vyvoj rostlin.
Jeho vlivem muze dojit k produkei reaktivnich forem kysliku (ROS), ke zvySené
denaturaci proteint, snizené pevnosti membran a ke zménam v metabolismu rostlin

(Taiz a Zeiger, 2010).

2.3.1 Vliv obsahu makroprvka na rust rostlin maty

2.3.1.1 Stres rostlin zpusobeny nedostatkem ¢i nadbytkem dusiku

Pro rust rostlin maty a vyvoj listi je nezbytny vyvazeny prijem dusiku béhem vegetacniho
obdobi. Vyvoj zdravych listi je nutny pro optimalni produkci silic maty, jelikoz
na povrchu listil jsou pfitomny zlaznaté trichomy, které¢ odpovidaji za tvorbu silic. V fad¢
studii bylo prokazano, ze nadbytek dusiku zpusobuje vyrazné sniZzeni obsahu silic

v rostlinach maty (Nilson et al., 2001).

Primémy obsah dusiku v rostlinach je 15 mg.g! susiny (Smith ez al., 2009). Dusik
je zakladni soucasti sloucenin, které tvori téla rostlin, zejména proteinii a nukleovych
kyselin. Tento makroprvek je potfebny pro syntézu chlorofylu, a tedy pro ucinnost
fotosyntézy. Nedostatek dusiku se projevuje u rostlin vyraznym snizenym rustu. Listy
se vyznacuji malou velikosti a kviili nizkému obsahu chlorofylu maji svétle zelené ¢i zluté
zbarveni (chlorédza). Postupné dochazi k opadavani starSich listti a k tvorbé nitkovitych
kofent. Pii deficienci dusiku mohou mit stonky fialové zbarveni, které je zptusobeno
zvySenou tvorbou antokyanii. Tyto pigmenty jsou fazeny mezi flavonoidy a jsou

syntetizovany ze sacharidi nevyuzitych v metabolismu dusiku (Silva ez al., 2014).

Nadbytek dusiku se u rostlin projevuje zvySenym rastem listi, které jsou ovS§em chabé
a maji tmaveé zelené zbarveni. Kvili nadmémému mnozstvi listi jsou lodyhy oslabené
a muze dochazet k poléhani rostlin. Vegetacni doba je prodlouzena, kveteni je zastaveno
¢l vyrazn¢ zpomaleno. Postupné dochazi ke krouceni listi. Rostliny péstované

pfi nadbytku dusiku jsou nachylné k napadeni patogeny (Resh, 2013).
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2.3.1.2 Stres rostlin zpusobeny nedostatkem ¢i nadbytkem fosforu

Rostliny piijimaji fosfor ve form& H2PO4~ & HPO4*. Fosfatové anionty mohou byt
navazany na organické slouceniny procesem fosforylace. V rostlinach je fosfor zastoupen
ve slouceninach s vysokym energetickym obsahem. Je soucasti nukleotida ATP, CTP,
UTP, TTP a GTP, jez polymeruji za vzniku nukleovych kyselin. Fosfor ma vyznamnou
funkci pfi transportu sacharidu v rostlinach. U rostlin stimuluje vyvoj kofenu, rist pupent

atvorbu kvéta (Goddek ef al., 2019).

Pfi nedostatku fosforu je zpomalen rust, rostliny jsou zakrn€lé a vyznacuji se tmave
zelenym ¢i fialovym zbarvenim starSich listi. Stejné jako pfi deficienci dusiku muze
probihat akumulace antokyanu. Listy maji malou velikost, velmi slabou Zilnatinu
a dochazi k jejich ¢asnému opadu. Pfi vyuziti hydroponického péstovani rostlin dochazi
k vyraznému snizeni pfijmu fosforu pii nizkych teplotach (t<13 °C), ¢i pfi zvySeni

pH nad hodnotu 6.5 (Vance et al., 2003).

Nadbytek fosforu u rostlin neni pfili§ Casty. Vysoky piijem fosforu ma na rist rostlin
podobny vliv jako nadbytek drasliku, dochazi k urychleni stamuti rostlin a snizeni
vynosu. Vysoky pfijem fosforu muze také zpusobit druhotny nedostatek dalSich prvku.
Fosfor pusobi antagonisticky k fadé mikroprvki, pifi jeho nadbytku dochazi napriklad

ke snizeni absorpce Zeleza, médi ¢i zinku (Uchida, 2000).

2.3.2 Solny stres

Termin salinita predstavuje zvySenou akumulaci soli v pud¢€ ¢i v Zivném roztoku. Vysoké
koncentrace soli (zejména ionti Na*, CI', Mg** a SO4*) mohou vyustit ve stres rostlin.
V prirod¢ nejcastéji zpusobuje solny stres rostlin chlorid sodny. Dusledkem solného
stresu je snizeni vynosu a kvality plodin. Dle tolerance k solnému stresu miizeme rostliny
rozdé¢lit na halofyty a glykofyty. Halofyty maji vysokou toleranci k zasoleni
(Bose et al., 2014). Mezi halofyty je fazeno asi 1 % suchozemskych rostlin. Glykofyty
jsou velmi citlivé k zasoleni a jiz pfi nizkych koncentracich chloridu sodné¢ho dochazi
k jejich odumirani. Ze studii vyplyva, Ze rostliny rodu maty maji mimou citlivost
k solnému stresu (Tabatabaie ef al., 2007). Rostliny mohou byt oznacovany jako vysoce
citlivé na solny stres v tom pfipadé, Ze dochazi k 50% redukci hmotnosti suSiny
proti kontrole pfi pouziti chloridu sodného o koncentraci 50 mmol.l™!
(Maas a Hoffmann, 1977).

22



S vyjimkou nékterych C4 rostlin nejsou kationty Na® esencialni pro rust rostlin.
Akumulace iontd Na' v rostlinach je Skodliva a jejim dusledkem je ovlivnéni
homeostazy. Sodné kationty mohou v bunikach nahrazovat roli kationtti draselnych,
jejichz funkei je zachovavani membranového potencialu. Pfi nadbytku Na® dochazi
k deficienci nékterych ionti, zejména K™ a Ca?* (Tester a Davenport, 2003). MiiZe byt
také omezen pfijem médi a zinku. Kdeficienci K* dochazi pfi solném stresu
kvuli kompetici Na" a K" iontu o transportéry ¢ vazebna mista enzymu. Draslik
tvofi az 10 % hmotnosti suSiny rostlin a je zapojen do vyznamnych biochemickych
procesu. Jedna se napfiklad o respiraci, syntézu proteini a aktivaci enzymu
(Fakhrfeshani er al., 2015).

Negativni Géinky soln¢ho stresu lze rozd€lovat na nepfimé (osmoticky stres) a pfimé
(cytotoxicita). Solny stres zpusobuje vodni deficit v listech rostlin, dochazi k inhibici
rastu a ovlivnéni metabolismu (Smith, 2009). Dusledkem solného stresu je destabilizace

membran, dochazi k jejich depolarizaci a snizovani membranového potencialu.

Pfimym negativnim u¢inkem solné¢ho stresu je pritomnost toxického mnozstvi iontd
v buiice. Jedna se zejména o ionty Na“ a CI". Za normalnich podminek je v cytosolu
vysSich rostlin obsaZeno pfiblizné 100 mmol.I"" K* a mén& nez 10 mmoll”' Na*
Béhem soln¢ho stresu dochazi ke zvyseni koncentrace sodnych a chloridovych ionti
v cytosolu na vice nez 100 mmol.1"}, je sniZovan pomér K*/Na* v bufice a ionty se stavaji
cytotoxickymi (Smith, 2009). Probiha denaturace proteinii a inhibice aktivity enzymu.
Vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS) a dochazi k oxidativnimu poskozeni burky.
Fotosyntéza je inhibovana. Pfiinou inhibice je uzavirani priduchu, snizeni aktivity
enzymu fixujicich uhlik a destrukce fotosyntetického aparatu (Kaya er al., 2010).
Vlivem plisobeni solného stresu dochazi k inhibici syntézy chlorofylu a k jeho zvysené

degradaci.

Osmoticky stres je nepfimym dusledkem solného stresu rostlin. Za normalnich
podminek je prostiedi cytosolu hypertonické viici okolnimu prostfedi. Béhem solné¢ho
stresu je koncentrace latek uvnitf cytosolu niz§i nez vné — prostiedi je hypotonické.
Naru$enim  koncentracniho  gradientu  dochazi ke sniZzovani osmotického
potencialu, odéerpavani vody ven z buiky a nastava vodni deficit. Odpovédi rostlin

na solny stres miize byt syntéza organickych latek (osmolytu), jejichz funkci je udrzovat



osmoticky potencial. Osmolyty chrani buriky pfed negativnim ucinkem volnych radikali.

Prikladem takové¢ latky je aminokyselina prolin (Motkova et al., 2014).

Vlivem solného stresu dochazi k inhibici klieni semen a sniZeni rychlosti ristu
sazenic. Rostliny vystavené solnému stresu maji niz§i vzrist, jsou slabé a maji snizeny
pocet listi. Dochazi k opadavani starSich listi. Kvali deficitu vody probiha uzavirani
praduchti a je snizovana ucinnost fotosyntézy. Pusobenim solného stresu dochazi
také ke sniZeni pfijmu makro- a mikroprvku, naptiklad dusiku, drasliku, zinku, vapniku,
¢ kiemiku (Chrysargyris et al., 2018). Kvili nedostateénému piijmu vody rostliny

pfi delsim trvani soln¢ho stresu odumiraji.
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2.4 Vliv abiotického stresu na metabolismus rostlin maty

2.4.1 Metabolismus dusiku

Dusik tvori az 5 % hmotnosti suSiny rostlin. Je soucasti nukleovych kyselin, proteind,
chlorofylu, alkaloidli, fytohormont a dal§ich vyznamnych sloucenin. Rostliny dusik
ptijimaji z pidy nebo Zivného roztoku ve form¢é amonnych ¢i dusicnanovych ionti
(Novacek, 1990). Akumulace iontt NH4" v rostlinach muze byt toxicka. Rostlinami
je tedy preferovan pfijem dusiCnanovych ionti i pfes vySSi energetickou naro¢nost
asimilace NOs;". Metabolismus dusiku zahrnuje pfijem, asimilaci a transport dusiku
rostlinami.  Asimilace dusiku pfedstavuje zabudovani anorganického dusiku
do organickych latek. Dochazi k tvorbé aminokyselin, peptida, amidi a k nasledné

syntéze proteint a nukleovych kyselin.

V pfipad¢ pfijmu dusi¢nanti rostlinami nejprve dochazi k jejich dvoustupiiové redukei.
Na redukei dusi¢nant se podili enzymy nitratreduktasa a nitritreduktasa. Dusi¢nanové
ionty (NO3Y) jsou redukovany enzymem nitratreduktasou na ionty dusitanové (NO2),
nasledné dochazi v cytosolu k redukci nitritreduktasou na NHs" (Mokhele er al., 2012).
Poté probiha asimilace NH4" do organickych sloucenin za katalyzy enzymovym
systtmem GS/GOGAT (glutaminsynthetasa a glutamatsynthasa). Dochazi ke vzniku
glutaminu a glutamatu. Na asimilaci se pfi vySS$i koncentraci NH3z podili enzym
glutamatdehydrogenasa, ktery katalyzuje tvorbu glutamatu zabudovanim amoniaku

do 2-oxoglutaratu (Zehnalek ef al., 2006).

Glutamat a glutamin jsou zasobnimi latkami dusiku v rostliné. Navazany dusik
je nasledné prenasen na oxokyseliny za katalyzy aminotransferasami a probiha syntéza
dal§ich aminokyselin procesem transaminace. Glutamin muze byt vyuzit pro syntézu
aminokyseliny asparaginu. Glutamat je prekurzorem pro biosyntézu prolinu, argininu
a omithinu. Aminokyseliny s amidovou skupinou, mezi které¢ jsou fazeny glutamin
a asparagin, patifi mezi hlavni zasobni latky dusiku v rostlinach. Nejvyznamnéj§imi
dusikatymi slouceninami v rostlinach jsou proteiny, jez se skladaji z aminokyselin
vazanych peptidovymi vazbami. Proteiny maji v rostlinach strukturni, zasobni
a katalytickou funkci. Dusik je také soucasti purinovych a pyrimidinovych bazi, jez tvori
nukleové kyseliny. Dal§imi slou¢eninami dusiku v rostlinach jsou alkaloidy, které jsou
odvozeny z aminokyselin. Alkaloidy maji vyznamné fyziologické ucinky a rostlinam

mohou poskytovat ochranu pfed hmyzem i bylozravci (Nagy ef al., 2011).
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Polyaminy jsou alifatické polykationty, které se vyskytuji ve vSech prokaryotnich
1 eukaryotnich organismech. Jedna se o nizkomolekulami organické slouceniny
obsahujici dvé a vice aminoskupin. Jsou fazeny mezi osmolyty (kompatibilni soluty).
Polyaminy jsou soucasti zakladnich bunéénych procesu rostlin, hraji vyznamnou roli
pri apoptoze, bunécném deleni a syntéze proteind. Podileji se na rustu a vyvoji rostlin,
ovliviiuji senescenci a souvisi s mechanismem odpovédi rostlin na stres. K akumulaci
polyamini muze dochazet v reakci na pusobeni biotického ¢i abiotického stresu
(Handa et al., 2018). Polyaminy jsou nezbytné pro optimalni vyvoj rostlin, ale presny
mechanismus pusobeni neni zcela vysvétlen. [ kdyz je jejich funkei regulace riistu rostlin,
nejsou zafazovany mezi fytohormony. Fytohormony ptisobi pii velmi nizkych
koncentracich (umol.I'!), zatimco koncentrace polyaminii je signifikantnd vyssi, asto

tadové v mmol 1" (Pandey et al., 2000).

K hlavnim polyaminiim vyskytujicim se v rostlinach patfi diamin putrescin, triamin
spermidin a tetraamin spermin. Dal§imi polyaminy v rostlinach jsou také kadaverin
a 1,3-diaminopropan. Biosyntéza polyamint v rostlinach vychazi z aminokyselin
ornithinu a argininu. Putrescin je syntetizovan za katalyzy ornithindekarboxylasou
a arginindekarboxylasou. Dekarboxylaci S-adenosylmethioninu dochazi k tvorbé
aminopropylové skupiny, ktera sputrescinem predstavuje substraty pro tvorbu
spermidinu. Po inkorporaci dal$i aminopropylové skupiny dochazi za katalyzy

sperminsynthasou k tvorb¢ tetraaminu sperminu (Liu ez al., 2015).

Polyaminy se v rostlinach vyskytuji voln¢ ¢i v konjugované form¢. Konjugaty vytvari
smalymi molekulami (fenolické slouéeniny) ¢i s makromolekulami (proteiny).
Polyaminy tvofi kovalentni vazby s fenolickymi slouceninami za tvorby amida. Mezi tyto
fenolické slouceniny patfi napfiklad kyselina hydroxyskoficova, kyselina kavova
¢ kyselina kumarova (Chen er al, 2019). Tvorba amida je katalyzovana
transglutaminasami, jejichz aktivita mize byt zvySena pfi pusobeni stresu
(Dondini et al., 1994). Polyaminy tvofi také konjugaty s makromolekulami, napftiklad

s proteiny ¢i s nukleovymi kyselinami.

Vlivem stresu dochazi k akumulaci polyamint a jejich derivati v rostlinach. Presna
funkce polyaminii pfi piisobeni abiotického stresu u rostlin neni zcela vysvétlena. Z fady
studii ovSem vyplyva, Ze maji vyznamnou roli pfi toleranci stresu. Mezi hlavni znamé

funkce polyamina patfi interakce s makromolekulami a jejich stabilizace, ovlivnéni
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aktivity antioxidacnich enzymu a regulace metabolismu dusiku. Polyaminy maji vliv
na produkci oxidu dusnatého, ovliviluji také membranové kanaly a podili se na fizené
bunééné smrti. Triamin spermidin a tetraamin spermin reguluji metabolismus dusiku
a uhliku u rostlin, jejich vlivem miize dochazet k akumulaci aminokyselin glutaminu,

kyseliny glutamov¢ a asparaginu (Handa ez al., 2018).

2.4.2 Vliv abiotického stresu na metabolismus dusiku v rostlinach maty

Abioticky stres vyznamné ovliviiuje metabolismus dusikatych latek v rostlinach maty.
Dusik je majoritnim prvkem odpovidajicim za rist a vyvoj rostlin. Pasobenim
abiotického stresu dochazi k ovlivnéni pfijmu dusiku a ke snizeni jeho asimilace
v rostlinach. Dusledkem abiotického stresu je regulace aktivity enzymu podilejicich
se¢ na metabolismu dusiku, ovlivnéni syntézy proteini a snizeni ucinnosti fotosyntézy

(Goel a Singh, 2015).

V souvislosti s odpovédi na stres muze dochazet k akumulaci osmoprotektanti. Jedna
se o organické osmolyty, které¢ se podili na udrZzovani osmotického potencidlu a chrani
tak rostliny pred abiotickym stresem, zejména pred piisobenim solnc¢ho stresu a vodniho
deficitu. Mezi osmoprotektanty patfi aminokyseliny, kvarterni amoniové slouceniny
a sacharidy. Prikladem kvarterni amoniové slouceniny je  glycinbetain
(Motkova et al., 2014). Vlivem abiotické¢ho stresu dochazi ke zménam v zastoupeni
volnych aminokyselin v rostlinach. Nedostatek ¢i nadbytek makroprvki nebo solny stres

se nejcastéji projevuji zvySenou biosyntézou aminokyselin prolinu a alaninu.
2.4.2.1 Vliv pfijmu dusi¢nana na metabolismus dusiku

Prijem dusi¢nani ma vyznamny vliv na metabolismus dusiku a uhliku v rostlinach.
Dochazi ke zménam v syntéze aminokyselin, proteinu, fytohormonu, organickych
kyselin a Skrobu. Pfi vy$S§im pfijmu dusi¢nanii probiha zvysena syntéza aminokyselin,
proteind, organickych kyselin a snizena syntéza Skrobu. Metabolismus dusiku je velmi
uzce spjaty s metabolismem uhliku a s fotosyntézou. Pri asimilaci je dusik zabudovavan
do 2-oxoglutaratu, jenz je meziproduktem v Krebsové cyklu. Rostliny péstované v pudé
¢i v zivnych roztocich obsahujicich vysoké mnozstvi dusiku tedy vykazuji zvysenou

aktivitu enzymu Krebsova cyklu (Amtmann a Armengaud, 2009).

Enzymy nitratreduktasa, nitritreduktasa a glutaminsynthetasa se podileji na uvodnich

krocich asimilace dusi¢nanii v rostlinach. V fad¢ studii bylo prokazano, ze pii mimém
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zvySeni prijmu dusi¢nanu dochazi ke zvyseni aktivity téchto enzymu, a tedy ke zvyseni
asimilace dusi¢nanu v rostlinach (Foyer ef al., 2003). Nadmémy obsah dusiku

v rostlinach ov§em muze zpusobit inhibici aktivity nitratreduktasy (Balotf ef al., 2016).

Glutamat je prvni syntetizovanou aminokyselinou. Slouzi jako prekurzor
pro biosyntézu prolinu, ornithinu, argininu a polyaminii. Koncentrace prolinu, argininu
a polyaminu jsou dulezitymi ukazateli odpovédi na abioticky stres v rostlinach
(Paschalidis er al., 2009). Asparagin je hlavni aminokyselinou slouzici pro skladovani
a transport dusiku v rostlinach. Vysoky pfijem dusi¢nant zpusobuje akumulaci volnych
aminokyselin, zejména asparaginu a alaninu. Tyto aminokyseliny jsou vhodné
pro skladovani dusiku pfi vysokém prijmu NO3, jelikoz jejich akumulace v rostlinach

nema negativni ucinky (Forde, 2014).

Akumulace velmi vysokych koncentraci dusicnant v rostlinach je Skodliva.
Z predchozich studii vyplyva, ze vlivem vysokého pfijmu dusi¢nanti dochazi ke snizeni
syntézy proteint (Chen ef al., 2004). Hmotnost suSiny téchto rostlin je vyrazné sniZena.
Disledkem vysoké akumulace dusi¢nanti v rostlindch je zvySena produkce oxidu
dusnatcho, jenz muze tvofit peroxynitrit reakci se superoxidovymi radikaly. Peroxynitrit
je pro rostliny vysoce toxicky, jelikoz je schopen nitrace tyrosinovych residui
v proteinech, ¢imz dochazi k inaktivaci fady proteini a enzymi a ke snizené produkci

rostlin.

Nadmérny prijem dusi¢nanti ma vliv také na obsah fytohormont v rostlinach. Bylo
prokazano, ze pii vysokém piijmu NO;3™ dochazi ke zvySeni koncentrace indol-3-octové
kyseliny (IAA), ktera odpovida za regulaci rustu kofene. Zaroven dochazi ke snizeni
koncentrace cytokinind, coz se projevuje regulaci nadzemniho ristu a mensi velikosti

lista (Saiz-Fernandez et al., 2015).

Nedostateény prijem dusi¢nant zpusobuje snizeni aktivity enzymu podilejicich
se na asimilaci dusiku. Jedna se zejména o enzymy nitritreduktasu a nitratreduktasu.
Dle studie, kterou provedl Balotf er al. (2016) dochazi vlivem deficience dusi¢nanu
k vyraznému snizeni miry transkripce geni kodujicich tyto enzymy u psSenice. Nizky
prijem dusi¢nanu zpusobuje redukci syntézy aminokyselin v rostlinach. Vice nez 70 %
dusiku v rostlinach je skladovano v chloroplastech, kde je lokalizovana syntéza
chlorofylu. Vlivem nedostateéného pfijmu dusi¢nanti probiha snizeni syntézy chlorofylu,

je redukovana ucinnost fotosyntézy a dochazi k ovlivnéni senescence listt.
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Akumulace polyamina v rostlinach je dulezitym ukazatelem odpovédi na bioticky
¢i abioticky stres. Biosyntéza polyamind a jejich obsah v rostlinach jsou ovlivnény
mnozstvim pfijatych dusi¢nanii. Pfi snizeném piijmu NO3~ dochazi k poklesu koncentrace
volnych polyaminti v rostlinach. Prijem NO3;  muze ovliviiovat koncentraci polyamind
tfemi mechanismy: snizenim biosyntézy putrescinu ¢i zvySenim jeho degradace,
zvySenym vznikem konjugovaného putrescinu nebo zvySenim konverze putrescinu
na spermidin a spermin (Garnica et al., 2009). K vyss§i akumulaci volného putrescinu
dochazi zejména v pripad¢ vyssiho pfijmu amonnych ionta oproti iontim dusi¢nanovym.
Tento jev byl pozorovan napriklad v rostlinach rajcat, tabaku ¢i  hrachu
(Altman a Levin, 1993). Vyssi obsah putrescinu muze mit negativni vliv na vyvoj rostlin.
Jeho vlivem miiZe dojit k depolarizaci membran, deficienci drasliku a degradaci proteinil.
Pro zmimé&ni toxickych uginkit NH4" 1ze do pudy &i Zivného média pfidavat ionty NOs",
jejichz vlivem dochazi ke snizeni koncentrace volného putrescinu a zvysSeni miry jeho

konjugace.
2.4.2.2 Vliv solného stresu na metabolismus dusiku

Pusobenim solného stresu dochazi ke zménam v metabolismu dusiku v rostlinach.
Je ovlivnén pfijem Zivin, fotosyntéza a syntéza proteinti. Dusledkem solného stresu je
snizeni vynosu. Solny stres muze vyustit v deficienci prvku, ktera je zpusobena kompetici
iontli Na*a Cl"s ionty NOs~, K* &i Ca?*. V fadé studii bylo prokazano, ze disledkem vyssi
koncentrace NaCl v rostlinach maty je redukce ristu a sniZzeni obsahu makroprvki,
zejména N, P, Ca, K, Mg (Tabatabaic a Nazari, 2007). Vlivem solného stresu dochazi
ke sniZzeni obsahu proteini v listech i kofenech rostlin. Tento jev lze vysvétlit tak,
ze pusobenim NaCl dochazi ke zvyseni aktivity proteas a tedy zvySeni miry proteolyzy.
Vysledkem je snizeni obsahu proteint v rostlinach, které je v korelaci s narastem obsahu

volnych aminokyselin vznikajicich degradaci proteind.

Disledkem solného stresu je ovlivnéni aktivity enzymii podilejicich
s¢ nametabolismu dusiku. Solny stres zpusobuje napfiklad snizeni aktivity
nitratreduktasy a glutaminsynthetasy (Munns a Tester, 2008). Enzym nitratreduktasa,
jehoz aktivita je ovlivnéna fadou environmentalnich faktord, je kliCovy pro rast a vyvoj
rostlin. U rostlin dochazi vlivem vysokého prijmu Cl- ke sniZzenému pfijmu dusiku. Pokles

obsahu dusiku v rostlinach pfi plisobeni soln¢ho stresu muze vyustit v inhibici aktivity
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nitratreduktasy. Jednim z dusledki solného stresu je také snizeni miry fotosyntézy, které

je zpusobeno inhibici aktivity enzymu Rubisco (Mittal ez al., 2012).

Vlivem solného stresu dochazi ke zvyseni obsahu volnych aminokyselin v rostlinach.
Jedna se zejména o arginin, alanin, glycin, serin a prolin. Dochazi také k akumulaci
neproteinogennich aminokyselin (citrulinu a ornithinu) a amida (Mansour, 2000).
V rostlinach maty dochazi pfi pusobeni NaCl zejména ke zvySené akumulaci prolinu.
Zvyseni obsahu této aminokyseliny vlivem solného stresu je pficitano inhibici aktivity
enzymu prolin dehydrogenasa, jenz katalyzuje prvni krok degradace prolinu
(Misra a Gupta, 2006). Vyssi obsah prolinu miiZze byt zpusoben také degradaci proteinu

bohatych na prolin ¢i zvySenou syntézou této aminokyseliny de novo.

Prolin hraje vyznamnou roli pfi odpovédi rostlin na abioticky stres. Je zafazovan
mezi osmolyty (kompatibilni soluty), coz jsou netoxické nizkomolekulami slouceniny,
které jsou akumulovany v cytoplazm¢é béhem solného stresu. Funkci osmolytu
je vyrovnavani osmotického tlaku pfi pasobeni soln¢ho stresu. Mezi osmolyty patii
krom¢ prolinu také asparagin, serin, glycinbetain, polyaminy, organické kyseliny
a sacharidy. Prolin je vyznamnou signalni molekulou pfi adaptaci na abioticky stres.
Ma vliv na proliferaci bungk, je schopen stabilizace proteini a membran a umoziuje
snizovani osmotického stresu. Kromé& osmoprotektivni funkce vykazuje prolin také
antioxidacni ucinky. Pfi solném stresu dochazi ke zvySené produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS), napftiklad superoxidovych radikali ¢i peroxidu vodiku. Prolin ochrariuje
buriku pred oxidacnim stresem, jelikoz ma schopnost odstraiovat ROS. Reguluje expresi
specifickych genu kodujicich antioxidacni enzymy (Kocsy ef al., 2005). Prolin udrzuje
nizky pomér NADPH/NADP", ¢imz dochazi ke snizovani produkce singletového kysliku
(102) ve fotosystému I (Pardha-Saradhi a Mohanty, 1997).

P1i pulisobeni soln¢ho stresu dochazi ke snizeni integrity membran, inhibici aktivity
fady enzymu a snizeni i¢innosti fotosyntézy. Obranou rostlin je produkce osmolyta, mezi
které jsou zafazovany 1 polyaminy. Akumulace polyamint v rostlinach, zejména
spermidinu, sperminu a putrescinu, souvisi s procesy adaptace na abioticky stres. Rostliny
s vysokym obsahem polyamintd vykazuji silnou odolnost viéi solnému stresu. Nejcastéji
je u rostlin vystavenych solnému stresu vyrazné zvysena syntéza pouze jednoho z téchto
tfi polyamina (Liu et al., 2006). Z prechozich studii vyplyva, ze tolerance viici solnému

stresu je nejvice ovlivnéna obsahem tetraaminu sperminu v rostlinach (Li a He, 2012).



Akumulace polyaminu souvisi s ochranou pfed oxida¢nim stresem. Pfi nartistu obsahu
polyamina dochazi ke zvySovani aktivity antioxidacnich enzymu, jejimz dasledkem je

snizeni produkce ROS.
2.4.3 Metody studia vlivu abiotického stresu na metabolismus dusiku
2.4.3.1 Technika HPLC

V kapalinové chromatografii jsou vyuzivany rizné separacni mechanismy. Mezi typy
kapalinové chromatografie dle zptsobu interakce patii napfiklad afinitni chromatografie,
iontové-vymeénna chromatografie ¢i adsorpcéni chromatografie. HPLC (high-performance
liquid chromatography), neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie, je separacni
technika zaloZzena na distribuci analyti mezi nemisitelnou stacionarni a mobilni fazi.
HPLC technika poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Slozky vzorku jsou
rozd¢lovany dle afinity k obéma fazim, analyty s vysokou afinitou vici stacionarni fazi
jsou na kolon¢ zadrzovany a dochazi k jejich pozd€jsi eluci. Soucasti HPLC systému
je zasobnik mobilni faze, sméSovaci zafizeni, odplyniova¢ mobilni faze, vysokotlaké
¢erpadlo, nastiikové zafizeni, prfedkolona, separacni kolona a detektor. V technice HPLC
je nejcastéji  pouzivan detektor fotometricky, refraktometricky, fluorescenéni

nebo hmotnostni spektrometr (Klouda, 2003).

Mobilni faze v HPLC systému je kapalna. Stacionarni faze (sorbent) se vyznacuje
velkym povrchem. V bézné nizkotlaké kapalinové chromatografii dochazi k proudéni
mobilni faze pomoci gravitace. Jelikoz je pii vyuziti techniky HPLC velikost éastic
v analytické kolon¢ velmi mala (2 um), je nutné pouziti vysokych tlaki k dosahnuti
vhodného pritoku. Proto je v HPLC systému pritomno vysokotlaké cerpadlo a mobilni
faze proudi pod vyrazn¢ zvySenym tlakem, ¢imz dochazi k urychleni separace
a ke zvySeni jeji ucinnosti. Eluce muze byt izokraticka ¢i gradientova. Pri izokratické
cluci se neméni sloZeni pouzité mobilni faze. Pfi gradientové eluci dochazi ke zménam
ve slozeni mobilni faze a probiha narst eluéni sily bcéhem separace

(Jandera a Churacek, 1985).

Dle polarity fazi miZeme rozliSovat chromatografické systémy s normalnimi fazemi
(stacionarni faze je vice polarni nez faze mobilni) a s obracenymi fazemi (stacionarni faze
je méné polamni nez mobilni faze). Pro HPLC systém s normalnimi fazemi je mozné

pouzit chromatografickou kolonu se silikagelem, oxidem hlinitym nebo poréznim



grafitem. V tomto pfipadé maji vysokou afinitu k sorbentu analyty s polarnim
charakterem. Mobilni faze je nepolami, pouzivan je napfiklad hexan, heptan ¢i smési
nepolarmich rozpoustédel. Systém s reverznimi fazemi (RP-HPLC) je nejrozsifenéjsim
zpusobem separace latek vtechnice HPLC. V systémech sreverznimi fazemi
je stacionarni faze nepolami, jedna se o fet€zce uhliku (C4-C18) vazané na vysoce
porovity silikagel. Nejcastéji je pouzivan oktyl silikagel (SiC8) ¢i oktadecyl silikagel
(SiC18). Mobilni fazi je smés polarnich rozpoustédel, napriklad smés vody a acetonitrilu.
Kolonou rychleji prochazeji analyty polami a dochazi k zachycovani nepolamich analyti

na nepolami stacionarni fazi (Sykora et al., 2007).

UHPLC (ultra-high performance liquid chromatography), neboli ultra vysokotu¢inna
kapalinova chromatografie, je technika s vysokou separa¢ni uc¢innosti a citlivosti.
Vyuzitim UHPLC techniky dochazi k urychleni separace a zachovani vysoké separaéni
ucinnosti. Praimér castic sorbentu v chromatografické koloné je mensi nez 2 pm a tlak
dosahuje hodnoty az 150 MPa. Délka kolony pro UHPLC je nejcastéji 50-150 mm.
V souCasné dob¢ existuje mnoho typu sorbentu pro UHPLC, vyuzivany jsou

ty s prumérem ¢astic 1,5-2 um (Borovcova et al., 2019).

Identifikace slozek vzorku prochazejicich kolonou probiha pomoci detektort.
Nejcastéji jsou vyuzivany detektory spektrofotometrické (UV-VIS), fluorescencni,
refraktometrické, elektrochemické ¢i hmotnostni. Refraktometricky detektor nema
vysokou citlivost. Principem je zaznamenavani rozdilt mezi indexem lomu slozek vzorku
a indexem lomu mobilni faze. Velmi vyhodné a vysoce selektivni je spojeni
vysokoucinné kapalinové chromatografiec s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS).
Soucasti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, kde dochazi k ionizaci analyta.
Ionty jsou separovany na zakladé¢ jejich hmotnosti a elektrického naboje a nasledné jsou
detekovany. Identifikace slozek vzorku je provadéna dle jejich hmotnostnich spekter

aretencnich (Kovatsovych) indexu.

VHPLC technice jsou casto vyuzivany derivatizaéni reakce. Derivatizace
je vyuzivana pro zvySeni citlivosti a umoziuje separaci a detekci latek, pro které nelze
vyuzit bézné detektory. Pri derivatizaci dochazi po pfidani cinidla k tvorbé
detekovatelnych derivata. Derivatizace muze byt predkolonova ¢i postkolonova.

Nejcastéji jsou vytvareny derivaty, jez absorbuji v UV-VIS oblasti, fluorescenéni



derivaty ¢i derivaty pro GC-MS. Prikladem muze byt vyuZiti derivatizaéniho ¢inidla

benzoylchloridu pro analyzu polyamini pomoci HPLC.
2.4.3.1.1 Stanoveni aminokyselin pomoci HPLC

Separace aminokyselin béznou kapalinovou chromatografii je pomérn¢ obtizna. Jedna se
o malé molekuly polamiho charakteru, které nemohou byt detekovany obvyklymi typy
detektorti. Pro analyzu aminokyselin pomoci HPLC jsou tedy casto vyuzivany
derivatizaéni reakce. Analyty ziskavaji po derivatizaci vhodné vlastnosti pro detekei,
vytvafeny mohou byt napfiklad produkty absorbujici v UV/VIS oblasti ¢i fluorescenéni
derivaty. Bézn€¢ vyuzivanymi cCinidly pro stanoveni aminokyselin jsou ninhydrin,
o-ftalaldehyd, dansylchlorid a fluorofenylmethoxykarbonyl (FMOC). Pokud je
provadéna derivatizace aminokyselin, probiha analyza nejcastéji s vyuZzitim
iontom¢énicové chromatografic a postkolonové derivatizace, nebo je vyuzita
predkolonova derivatizace a RP-HPLC. Cinidlem pii postkolonové derivatizaci

a spektrofotometrické detekei je ninhydrin (Zhang ef al., 2018).

Aminokyseliny mohou byt analyzovany také bez nutnosti derivatizace. Vyhodou
je zkraceni casu potfebného pro analyzu a zamezeni moznych vedlejSich reakcei
¢i interference Cinidla pri analyze. Vyuzivana je metoda HILIC (hydrofilni interakcni
kapalinova chromatografic), ktera je na pomezi techniky HPLC s normalnimi
a reverznimi fazemi. Metoda HILIC je vhodna pro separaci polarich latek. Stacionami
faze ma hydrofilni charakter a je polarnéjsi nez faze mobilni. Pouzivan je napiiklad
silikagel. Mobilni faze je naopak podobna slozenim fazi vyuzivané¢ v RP-HPLC, jedna
se 0 sm¢s malého podilu vody a velkého podilu polarmiho organického rozpoustédla,
nejcastéji acetonitrilu. Principem HILIC metody jsou hydrofilni interakce. Na povrchu
stacionarni faze dochazi k vytvareni vodné vrstvy a analyt je distribuovan mezi vodnou
vrstvou na povrchu stacionarmni faze a mobilni fazi s nizkym podilem vody. Pfi stanoveni
aminokyselin metodou HILIC je vhodné vyuziti detekce pomoci hmotnostniho
spektrometru. Vysoky podil organickych latek v mobilni fazi podporuje evaporaci
pfi ionizaci elektrosprejem, ¢imz se zvySuje citlivost detekce ESI-MS

(Nguyen a Schug, 2008).
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2.4.3.1.2 Stanoveni polyaminu pomoci HPLC

Polyaminy jsou nejcastéji analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s reverznimi
fazemi (RP-HPLC). Pro stanoveni polyamina jsou vyuzivany derivatizacni reakce.
Nejcastéji jsou vytvareny fluorescenéni produkty reakci polyaminu s dansylchloridem
¢ o-ftalaldehydem, nebo chromofory reakci s benzoylchloridem ¢i dabsylchloridem
(Dai et al., 2014). Po extrakci polyamini do vhodného rozpoustédla (nejcastéji
do kyseliny trichloroctové ¢i chlorovodikové) je provedena derivatizace. V pfipadé
vyuziti benzoylchloridu se jednda o nukleofilni substituci. Reakci polyaminu
s acylchloridem dochazi ke vzniku amidu (Obr. 2). Reakce probiha v bazickém prostredi,
jako cinidlo je pouzivan napiiklad hydroxid sodny. Pro detekci derivatizovanych

polyaminti l1ze vyuzit UV/VIS detektor ¢i hmotnostni spektrometr.

o
NH o I NH
P & B @—/{ —><\j>)\NH/\/\/ Y :
H,N cl O

putrescin benzoylchlorid dibenzoylputrescin

Obr. 2 Derivatizace putrescinu s vyuzitim benzoylchloridu.
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2.5 Vliv abiotického stresu na obsah sekundarnich metabolitu maty

Diusledkem abiotického stresu je ovlivnéni biosyntézy sekundarnich metaboliti rostlin.
Sekundami metabolity rostlin jsou syntetizovany z metaboliti primarnich a jejich funkci
je ochrana pred patogeny a prilakani opylovaca. Hlavnimi sekundarnimi metabolity maty
jsou terpenoidy obsaZené vsilicich a fenolické latky. Silice maty vykazuji
antimikrobialni, antioxidacni a antispasmodické ucinky. Slozeni silic jednotlivych
genotypu maty je velmi proménlivé. Fenolické latky maty maji vyznamné antioxidacni,
flavonoidy, jez jsou zafazovany mezi fenylpropanoidy, a fenolické kyseliny. Listy maty
pepmé obsahuji az 7 % kyseliny kavové a jejich derivatd, napfiklad kyselinu
chlorogenovou a rozmarynovou. Mezi flavonoidy obsazené v maté patfi luteolin,

apigenin, eriocitrin a hesperidin (Mimica-Dukic a Bozin, 2008).

Pii pusobeni abiotického stresu dochazi ke zvySené produkci ROS v rostlinach.
Obranou rostlin muze byt narist produkce sekundamich metabolitii. Fenylpropanoidy,
jez jsou syntetizovany Sikimatovou cestou, maji vyznamnou roli pfi odpovédi rostlin
na stres. K akumulaci sekundarnich metabolitii dochazi zejména z diivodu zvyseni
aktivity enzymu fenylalaninamoniumlyasy (PAL) a chalkonsynthasy (CHS). Jedna
se o enzymy kli¢ove pfi syntéze flavonoida, jejichz aktivita je vyrazné ovlivnéna fadou
abiotickych stresovych faktori. Enzym PAL se ucastni prvniho kroku syntézy
fenylpropanoidu, katalyzuje deaminaci L-fenylalaninu za tvorby kyseliny

trans-skoticove (Dixon et al., 1992).
2.5.1 Vliv pfijmu dusi¢nanu na obsah sekundarnich metabolitu maty

K nartastu produkce sekundarich metabolitti, zejména fenolickych latek, dochazi
u rostlin péstovanych vpudach ¢i zZivnych roztocich obsahujicich nedostatek
makronutrientt. Stres nedostatkem dusiku muze vyustit ve zvySenou produkci ROS.
Fenolické latky maji antioxidacni ucinky, jejich funkei je ochrana rostlinnych bunck
pred oxida¢nim stresem. Vlivem abiotického stresu dochazi k narastu aktivity enzymu

PAL a zvyseni koncentrace fenolickych latek v rostlinach.

K akumulaci silic dochazi ve zlaznatych trichomech listi. Terpenoidy jsou
syntetizovany drahou mevalonatovou (v cytosolu) nebo methylerytritolfosfatovou drahou

(v plastidech). Tvorba silic v rostlinach je ovlivnéna nejen mnozstvim piijatych nutrienti,



ale zavisi také na poctu listi a na jejich fotosyntetické kapacité. V fadé studii bylo
prokazano, ze prijem dusi¢nant ma vliv na obsah silic v rostlinach maty a na zastoupeni
jednotlivych terpenoidi v silicich. Je udavano, Ze optimalni mnozstvi dusiku
pro péstovani maty peprmé v pud¢ je 85-150 kg na hektar pudy (Mitchell a Farris, 1996).
Mimé zvysSeni pfijmu dusicnani koreluje s narlistem obsahu silic v rostlinach maty.
Ovsem pii nadmémém piijmu dusi¢nani muze dochazet az k 50% redukci vynosu silic
maty pepmé péstované hydroponicky (David ef al., 2014). Ve studii provedené
Nilsonem ef al. (2001) do§lo u hydroponicky péstované Mentha arvensis pri vysokém
piijmu dusiku k pozitivnimu ovlivnéni ristu, ovSem obsah silic v rostlinach

byl redukovan a zaznamenano bylo také sniZeni koncentrace mentholu v silici.
2.5.2 Vliv solného stresu na obsah sekundarnich metabolita maty

Pfi pusobeni soln¢ho stresu probiha zvysena ztrata vody u rostlin a osmoticky stres.
Dusledkem solného stresu je ovlivnéni biosyntézy sekundarmich metabolita, muze dojit
k jejich akumulaci ¢i poklesu obsahu v rostlinach. Solny stres zptisobuje predevsim
akumulaci fenolickych latek. ZvySeni obsahu fenolickych latek u rostlin rodu Mentha
béhem solného stresu bylo zjisténo v fad€ studii (El-Danasoury ef al., 2010). Ke zvySené
biosyntéze fenolickych latek dochazi pfi pisobeni mnoha typu abiotickych stresovych
faktora. Tyto sekundarni metabolity rostlin jsou schopné vychytavani ROS

produkovanych béhem abiotického stresu a slouzi ke stabilizaci membran.

Solny stres ma signifikantni vliv na biosyntézu terpenoidii v rostlinach maty. Ze studii
vyplyva, ze disledkem pouziti NaCl o koncentraci v rozsahu 0-150 mmol.I"" u maty
je redukce rustu, snizena syntéza terpenoidu a tedy snizeni obsahu silic v takto oSetfenych
rostlinach. SniZeni obsahu silic v rostlinach M. piperita pfi pusobeni soln¢ho stresu
v porovnani s kontrolnimi rostlinami bylo pozorovano napriklad ve studiich, které
provedli Aziz et al. (2008) ¢i Tabatabaie et al. (2007). Dusledkem solného stresu je
snizeni obsahu fotosyntetickych pigmentu, probiha jejich degradace ¢i redukce syntézy.
Redukce v obsahu silic vlivem solného stresu muze byt vysvétlena snizenou mirou
fotosyntézy. Dal§im moznym divodem je inhibice transportu cytokinini z kofenti béhem
pusobeni solného stresu, ¢imz dochazi ke zméné poméru mnozstvi cytokininu a kyseliny

abscisové v listech (Greenway a Munns, 1980).



2.5.3 Metody analyzy sekundarnich metabolitu maty

2.5.3.1 GC-MS analyza terpenoidu

Terpenoidy jsou nizkomolekularni té¢kavé latky obsazené v silicich maty. Tyto latky
mohou byt identifikovany a kvantifikovany pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekei (GC-MS). Mobilni fazi v plynové chromatografii je inertni plyn. Jako nosny plyn
je nejcastéji vyuzivano helium, dale argon, dusik ¢ vodik. Soucasti plynového
chromatografu je lahev snosnym plynem, davkovaci zafizeni (injektor),
chromatograficka kolona a detektor. Soucasti chromatografické kolony je navazana
stacionarni faze. Stacionami fazi mize byt napfriklad 95% dimethyl-5% fenyl methyl
siloxan, jenz je vyuzivan pro separaci t¢kavych nepolarmich latek. Slozky vzorku prochazi
ptes kolonu, kde dochazi k interakei se stacionarni fazi. Probiha separace na zakladé¢
hmotnosti slozek, latky s nizs§i molekulovou hmotnosti jsou z kolony eluovany drive.
Po separaci slozek dochazi kjejich detekci. Dulezitou veli¢inou je retenéni Cas,

coz je doba od nasttiku po eluci analytu z kolony.

Hmotnostni spektrometr je vysoce citlivym detektorem pro plynovou chromatografii.
Soucasti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor.
Jako iontovy zdroj pro techniku GC-MS je nejcastéji vyuzivana elektronové ionizace
(ED). Po ionizaci analytu dochazi k separaci ve vakuu na zaklad¢ velikosti poméru jejich
hmotnosti a naboje (m/z). Vysledkem méfeni jsou hmotnostni spektra, jez zobrazuji
zavislost relativni intenzity proudu iontii na poméru m/z (Klouda, 2003). Jednotlivé

slozky vzorku jsou identifikovany na zakladé hmotnostnich spekter a retencnich indexd.

Pro analyzu terpenoidu v rostlinném materialu pomoci GC-MS je vyuzivana extrakce
do organickych rozpoustédel, napriklad do hexanu. Kvantifikace terpenoidu ve vzorcich
je provedena s vyuzitim proméfeni kalibrac¢ni fady standardi terpenoidu. Ziskané signaly
standardu jsou srovnany se signaly terpenoidu ve vzorcich. Pro zvySeni pfesnosti
kvantitativni analyzy je vyuzivan interni standard. Jedna se o vhodn¢ zvolenou slou¢eninu
o pfedem definované koncentraci, ktera je pfidana do vzorku. Pfi kvantifikaci terpenoida
ve vzorku s vyuzitim kalibracni fady poté neni vyuzivan pouze signal dané slouceniny,
ale je provadéna normalizace, kdy je vypolitan pomér signalt jednotlivych slozek
a intemiho standardu. Interni standard slouzi k vyrovnavani rozdilnych ionizacnich

ucinnosti a moznych ztrat pfi pripravé vzorku pro analyzu (Volny, 2020).



2.5.3.2 HPLC analyza fenolickych latek

Pro identifikaci a kvantifikaci fenolickych sloucenin v rostlinném materialu lze vyuzit
techniku RP-HPLC/MS. Stacionami faze je v tomto pfipadé méné polami nez faze
mobilni, jedna se napiiklad o kolonu C18. V pfipad¢é gradientové eluce je mobilni fazi
Casto roztok kyseliny mravenéi ve vodé a acetonitril. Vzorky pro analyzu jsou
pfipravovany extrakci rostlinné¢ho materialu do organickych rozpoustédel, naptiklad
do methanolu ¢i ethanolu. Pro kvantifikaci fenolickych latek ve vzorcich jsou vyuzity
standardy fenolii a intemi standard. Detekce je provadéna pomoci hmotnostni
spektrometrie. Nejbéznéjsi je vyuziti ionizace elektrosprejem (ESI). Kvantifikace
je provadéna pomoci MRM (multiple reaction monitoring) modu v kombinaci s trojitym

kvadrupolem (Tohma et al., 2016).



3  EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Acetonitril, ¢istota hypergrade pro LC-MS (Sigma-Aldrich, USA)
Benzoylchlorid (Sigma-Aldrich, USA)

Dicthylether, &istota p.a. (Lachner, Ceska republika)
Dihydrogenfosforeénan amonny (Lachner, Ceska republika)
Dusi¢nan draselny (Lachner, Ceska republika)

Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat (Lachner, Ceska republika)
Ethanol 50% (VWR, USA)

Ethylendiamintetraacetat disodny dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylester kyseliny octové (Penta, Ceska republika)
Hydroxid sodny (Lachner, Ceska republika)

Chlorid manganaty tetrahydrat (Lachner, Ceska republika)
Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina borita (Lachner, Ceska republika)

Kyselina mravenéi (Merck, Némecko)

Methanol 80 % (VWR, USA)

Molybdenan sodny dihydrat (Lachner, Ceska republika)
Mravencéan amonny (Sigma-Aldrich, USA)

n-hexan, Cistota p.a. (Sigma-Aldrich, USA)

Siran hofeénaty heptahydrat (Lachner, Ceska republika)
Siran méd’naty pentahydrat (Lachner, Ceska republika)

Siran Zeleznaty heptahydrat (Lachner, Ceska republika)



Siran zine&naty heptahydrat (Lachner, Ceska republika)

asparagin, cystein, fenylalanin, glutamin, glycin, histidin, isoleucin, kyselina
aminoadipova, kyselina asparagova, kyselina y-aminomaselna, kyselina glutamova,
leucin, lysin, methionin, ornithin, prolin, serin, threonin, tryptofan, tyramin, tyrosin,
valin.

Standardy fenolickych sloucenin nejvyssi Cistoty (Sigma-Aldrich, USA): 14 fenolickych
kyselin (kyselina 2,3-dihydroxybenzoova; kyselina 3-hydroxybenzoova; kyselina
4-hydroxybenzoova; kyselina ferulova; kyselina gallova; kyselina chlorogenova;
kyselina kavova; kyselina p-kumarova; kyselina rozmarynova; kyselina salicylova;
kyselina sinapova; kyselina syringova; kyselina frans-skoficova; kyselina vanilova);
2 derivaty fenolickych kyselin (2-O-f-D-glukosid kyseliny salicylové; methylester
kyseliny p-kumarové) a 15 flavonoidu (apigenin; galangin; hesperidin; chrysin; kamferol;
katechin; kvercetin; kvercitrin; luteolin; morin; myricetin; naringenin, naringin;
pinocembrin; rutin).

1,6—diaminohexan; agmatin, histamin, homospermidin; kadaverin; norspermidin;
putrescin; spermidin; spermin; thermospermin.

vvvvv

karvon, menthofuran, menthol, menthon, pulegon.
Tridekan (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Biologicky material

Byly vybrany 3 genotypy maty:

Mentha arvensis L. (Slovensko) — ECN 09A6400048
Mentha piperita L. (Ceskoslovensko) — ECN 09A 6400046
Mentha spicata L.. (Némecko) — ECN 09A6400015

Semena rostlin byla ziskana v genové bance vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i
(VURV, v.v.i.). Identifikaéni Gislo ECN u kazdého genotypu maty odkazuje na databazi
genové banky VURV (GRIN Czech, 2020). Rostlinny material byl vypéstovan
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na experimentalnich plochach VURV, v.wv.i. Pro hydroponické péstovani
za kontrolovanych podminek byly vyuZity stonkové fizky rostlin. Optimalizace
hydroponického péstovani byla provedena ve tfech po sob¢€ jdoucich experimentech. Sbér
rostlin tfi vybranych genotypii pro prvni experiment byl proveden v kvétnu 2020.
Rostlinny material pro hydroponické péstovani v druhém experimentu byl ziskan

v ¢ervnu 2020. Pro posledni experiment byl rostlinny material sklizen v fijnu 2020.
3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Radwag, Ceska republika)

Centrifugaéni filtry (Pragolab, Ceska republika)

Fytotronova komora Fytoscope (Photon system instruments, Ceska republika)
Kulovy mlyn (Retsch, Ceska republika)

Lyofilizator BETA 1-8 LD (Christ, Némecko)

Mikrocentrifuga Prism (Labnet, USA)

Pipety (Eppendorf, Némecko)

Plynovy chromatograf Agilent 7890A shmotnostnim spektrometrem 5975C
(Agilent technologie, USA)

SPE kolonky Supelclean LC-SI o objemu 3 ml (Sigma-Aldrich, USA)

UHPLC-MS/MS technika sloZena z kapalinového chromatografu Nexera X2 UHPLC
a z hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupdlem MS 8050 (Shimadzu, Japonsko)

Ultrazvukova Cisti¢ka (Bandelin, Némecko)
Vakuovy koncentrator Centrivap (Labconco, USA)
Vortex (Biosan, Ceska republika)

Vysokokapacitni fenotypizacni platforma Plantscreen Conveyor system (Photon system

instruments, Ceska republika)

Vzduchovaci motorek JKA-AP9500 (Atman, Ceska republika)
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3.2 Metody
3.2.1 Optimalizace podminek hydroponického péstovani maty

3.2.1.1 Hydroponické péstovani maty ve fytotronu

Prvni experiment probihal v obdobi od kvétna do c¢ervna 2020. Dne 21.5.2020
byl proveden sbér rostlinného materialu. Od kazdého ze tfi vybranych genotypii bylo
ziskano 20 uniformnich fizki o velikosti 10 cm. Rizky byly umistény na 7 dni do vody
pro zakofenéni. Po zakofenéni byly rostliny pfeneseny do hydroponického systému
ve fytotronu. Podminky péstovani ve fytotronu byly nasledujici: teplota 24 °C, relativni
vlhkost vzduchu 50 % a nastaveny svételny rezim byl 20 h svétlo a 4 h tma. Byl zvolen
DFT (Deep Flow Technique) hydroponicky systém. Rostliny jednotlivych genotypti byly
umistény do nadob sZivnym roztokem, kde byly nadnaseny na hladiné pomoci
polystyrenu. Pouze kofeny rostlin byly v kontaktu s Zivnym roztokem. Pro dodani kysliku
byly vyuzity vzduchovaci motorky. Rostliny byly péstovany celkem v 5 hydroponickych
nadobach. V kazdé znadob bylo umisténo 12 rostlin (Ctyfi rostliny od kazdého

ze tfi genotyp).

Do nadob byl pfidavan vzdy 11 roztoku. Nejprve byly rostliny umistény do vody kvili
aklimatizaci, po 7 dnech bylo nasledné vyuzito ziviné médium. Jako zivné médium bylo
zvoleno 2 HM (Hoaglandovo médium o poloviéni sile; v 2 HM je koncentrace
dusicnanti, konkrétné dusicnanu draseln¢ho a dusi¢nanu vapenatcho, sniZzena na polovinu
oproti koncentraci v plném Hoaglandové médiu). Koncentrace dusi¢nanti v kontrolnim
roztoku byla 10 mmol.I"". Pro pfipravu %2 HM byly vyuZity poznatky z pivodni studie
(Hoagland a Amon, 1938) a doslo k modifikaci koncentraci jednotlivych sloucenin. Byly
pfipraveny zasobni roztoky makroprvka, mikroprvku a roztok Fe-EDTA o objemu
200 ml. Hoaglandovo médium o polovicni sile bylo pfipraveno napipetovanim danych
objemu zasobnich roztoku (Tab. 2) a doplnénim do 11 destilovanou vodou. Po 8 dnech
péstovani v zivném roztoku nasledovala aplikace stresovych faktora — sniZzeného

a zvyseného pfijmu dusicnanti a solného stresu.
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Tab. 2 Pfiprava ¥ Hoaglandova média ze zasobnich roztoku pro hydroponické péstovani maty.
Vysledny objem 2 HM byl 1 1. Upraveno dle: Hoagland a Arnon, 1938.

Koncentrace Plpetpvany
v 7Asobnich Koncentrace objem
Zasobni roztoky Sloucenina , v %2 HM zasobniho
roztocich R
[e.1] [mg1'] roztoku [ml]
& doll
Roztok dusi¢nani Ca(NOs), x 4H,O 295 590
2
KNO; 126.5 253
Roztok makroprvki NH4H,PO, 57,5 115
2
MgSO4 x 7 H,O 246.5 493
Roztok mikroprvku H;BO; 2.86 2.86
MnCl; x 4H,O 1,81 1,81
ZnSO4 x 7H,0 0,22 0,22 1
CuSO; x 5 H,O 0,08 0,08
Na,MoO; x 2H,O 0,11 0,11
Fe-EDTA FeSO, x 7TH,O 7.45
10,06 1
Na;-EDTA 5.52

Pro péstovani bylo vyuzito celkem 60 rostlin (20 rostlin kazdého genotypu). Rostliny
jednotlivych genotypti byly rozd€leny do péti skupin, jednotliva skupina daného
genotypu byla zastoupena ¢tyfmi rostlinami. Prvni skupina byla kontrolni, rostliny byly
oetfovany %> HM (obsahujicim 10 mmol.l" NOs’). Druha skupina byla péstovana
v roztoku se zvy$enou koncentraci dusiénant (20 mmol1™). Koncentrace dusi¢nant byla
shodna s koncentraci v plném Hoaglandové roztoku, tedy dvakrat vyssi, nez u kontrolni
skupiny. Tieti skupina piedstavovala sniZeny pifjem dusi¢nani (1,25 mmol.1"' NOsY),
kdy koncentrace dusi¢nanti odpovidala 1/8 koncentrace v plném Hoaglandové roztoku.
Solny stres byl pouzit u ctvrté a paté skupiny. Rostliny byly oSetfovany 2 HM
obsahujicim 75 mmol.I! NaCl (4. skupina) a 150 mmol.I' NaCl (5. skupina).
Koncentrace sloucenin v jednotlivych roztocich jsou uvedeny v Tab. 3. Vymeéna roztoku
probihala pravideln¢ kazdy treti den. Experiment byl ukoncéen po péti dnech pusobeni

stresu. B€hem péstovani probihalo sledovani ristu rostlin.



Tab. 3 SloZeni jednotlivych zivnych roztoki pro hydroponické pcstovani maty
(1kontrola = %4 HM (10 mmol.I"* NOs); 2.1NO;s™ = roztok se zvysenou koncentraci
dusi¢nani (20 mmol.l"' NOs’); 3.|NOs" = roztok se snizenou koncentraci dusi¢nanii
(1,25 mmolLI! NOy); 4. roztok = 2 HM obsahujici 75 mmol.1"! NaCl; 5.roztok = »» HM
obsahujici 150 mmol.I" NaCl).

75 mmoll" 150 mmol.1"!

Slou¢enina kontrola TNOy INO5
NaCl Na(Cl
koncentrace
[mg.1"]
Ca(NOs)2x 4H20 590 1181 147,63 590 590
KNO; 253 506 63,25 253 253
NH4H>PO4 115 115 115 115 115
MgSO4 x 7 H,0 493 493 493 493 493
H;BOs 2,86 2,86 2,86 2,86 2,86
MnCl, x 4H,O 1,81 1,81 1,81 1,81 1,81
ZnS04 x 7H,O 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
CuSO4 x 5 H20 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Na,MoOy x 2H,O 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
FeSO4 x 7H,O
10,06 10,06 10,06 10,06 10,06
Na,-EDTA
NaCl - - - 4 383 8 765

3.2.1.2 Semihydroponické péstovani maty ve fytotronu

Druhy experiment byl proveden v obdobi od c¢ervna do Cervence 2020. V prvnim
experimentu byly vybrané genotypy maty péstovany hydroponicky ve fytotronu.
Pro druhy experiment bylo zvoleno semihydroponické péstovani se substratem (Obr. 3).
Péstovani se substratem bylo zvoleno kvili zvyseni ucinnosti péstovani, ukotveni kofent
rostlin a podpofe rastu. Rostliny maty byly péstovany v kvétinacich s hydroponickym
substratem vermikulitem. Jednalo se o otevieny systém, kde nedochazelo k recyklaci
zivného roztoku. Do kvétinace byl pravidelné pifidavan novy podil Zivného roztoku,
nadbytek odtékal do podmisky. Péstovani bylo provedeno za vysoce kontrolovanych

podminek ve fytotronu. Byly zopakovany podminky z pfedeslého experimentu.
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Obr. 3 Semihydroponické péstovani genotypu Mentha spicata se substratem vermikulitem.

Sbér rostlinného materidlu byl proveden v ¢ervnu 2020. Od kazdého genotypu bylo
ziskano 20 uniformnich fizkii o velikosti 10 cm, které byly ponechany ve vodé
k zakofenéni. Po tydnu nasledoval transfer do kvétinaca s vermikulitem. Pro péstovani
tfi genotypi bylo vybrano celkem 15 kvétinacu. Jelikoz byly rostliny stresovany
s vyuzitim 5 roztoki, bylo pro kazdy genotyp vyuzito 5 kvétinaci. V kazdém z kvétinaca
byly péstovany 4 rostliny daného genotypu. Do jednotlivych kvétinac¢u bylo pridano
70 ml Y2 Hoaglandova média a kvétinaCe byly umistény do fytotronu. Podminky
péstovani ve fytotronu byly stejné jako u prvniho experimentu. Vyména roztoku
probihala pravideln¢ kazdé¢ 3 dny. Po 2 tydnech péstovani v Hoaglandové roztoku
nasledovala aplikace stresu. Byly vyuzZity stejné stresové faktory, jako u prvniho
experimentu (stres pfijmem dusi¢nand a solny stres), doslo ovsem ke zméné koncentraci
NaCl. Koncentrace NaCl byla snizena ze 75 mmol.I"! a 150 mmol.I"! (prvni experiment)

na 50 mmol.I"! a 100 mmol.l"!. Pro péstovani byly vyuzity nasledujici roztoky:
1.skupina: %> HM (kontrola; 10 mmol.I" NO5™)

2.skupina: roztok se zvysenou koncentraci dusiénani (20 mmol.I"! NOs")
3.skupina: roztok se snizenou koncentraci dusiénant (1,25 mmol.l"! NO5Y)

4 skupina: %> HM s 50 mmol.I"! NaCl

5.skupina: %> HM se 100 mmol.l"! NaCl
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Abioticky stres byl aplikovan po dobu 4 tydnii a po uplynuti této doby byl experiment
ukonéen. Pribézné byly zaznamenavany rozdily v ristu rostlin. Béhem pusobeni
stresovych faktoru probihal kazdy tyden odbér rostlinného materialu. Odebirana byla
vzdy 1 rostlina od kazdého genotypu zjednotlivych osetfeni. Rostlinny material byl

uchovavan pri -80 °C pro naslednou analyzu.

3.2.1.3 Semihydroponické péstovani maty ve fenotypizacnim zarizeni

Plantscreen conveyor system

Poznatky z prvniho a druhého experimentu byly vyuzity pro péstovani maty v zafizeni
Plantscreen conveyor. Tento systém slouzi pro fenotypizaci rostlin. Béhem péstovani je
automaticky provadéno méreni parametri rustu rostlin. Sledovan muaze byt naptiklad vliv
abiotického stresu na teplotu a hmotnost rostlin a obsah vody v rostlinach. Vyuzivano
je také RGB zobrazeni struktury. Rostliny jsou umistény v kvétinac¢ich na pasech,
jenz je transportuji k méficim mistim. Vysokokapacitni fenotypizacni platforma byla
po optimalizaci podminek hydroponického péstovani v prechozich experimentech
zvolena z toho duvodu, Ze se jedna o vysoce presny fenotypizacni systém a je tedy mozné
zaznamenavat vliv abiotického stresu na parametry rostlin jiz v pribéhu péstovani.
Fenotypiza¢ni systém Plantscreen conveyor, ktery byl vyuZzivan pro péstovani

ve tfetim experimentu, je znazormén na Obr. 4.

. g

Obr. 4 Semihydroponické péstovani maty ve fenotypizacnim systému Plantscreen conveyor.

46



Treti experiment probihal v obdobi od fijna do listopadu 2020. Sbér rostlin byl
proveden v fijnu 2020. Ziskano bylo 20 fizku z matetskych rostlin od kazdého genotypu.
Rizky byly umistény do vody k zakofenéni. Po zakofenéni byl proveden transfer
do zarizeni Plantscreen conveyor. Rostliny byly umistény jednotlivé do kvétinacu
se¢ substratem vermikulitem, pro kazdy genotyp bylo tedy vyuzito 20 kvétinacu.
Kvétinace byly umistény po péti do péstebnich nadob s Zivinym roztokem. Parametry
péstovani v Planscreen conveyoru byly nastaveny nasledovné: svételny rezim byl
16 h svétlo (den) a 8 h tma (noc). Béhem dne byla teplota nastavena na 24 °C, v noci byla
teplota 22 °C. Relativni vlhkost vzduchu byla 60 %. V rezimu dne tvofilo 20 % intenzity

svétla bilé svétlo a 80 % infradervené zareni.

Rostliny byly po transferu do conveyoru nejprve zavlaZzovany vodou. Po tydnu
nasledovala aplikace %2 HM. Do kazd¢ péstebni nadoby, ktera obsahovala 5 kvétinacu,
bylo pfidano 625 ml roztoku. Priprava %2 HM je uvedena v Tab. 2 v prvnim experimentu.
Vymeéna roztoku probihala pravidelné dvakrat tydné. Po 2 tydnech nasledovala aplikace
abiotického stresu. Byly pouZity stejné stresové faktory jako u pfedchozich experimenti
s tim rozdilem, Z¢ byla zvolena pouze jedna koncentrace NaCl, a to 100 mmoll™!.

Rostliny byly tedy oSetfovany 4 roztoky:

1.skupina: %> HM (kontrola; 10 mmol.1"' NOs™)

2.skupina: roztok se zvysenou koncentraci dusiénand (20 mmol.1"! NO5Y)
3.skupina: roztok se snizenou koncentraci dusiénanii (1,25 mmol.1"! NOyY)
4 skupina: ¥» HM se 100 mmol 1! NaCl

Priprava téchto roztoki ze zasobnich roztokti pro stresovani rostlin je uvedena
v Tab. 4. Pro pfipravu roztoku se 100 mmol.I"' NaCl byl nachystan zasobni roztok NaCl
o koncentraci 4 mol.l"l. Pro kazdy genotyp byly vyuzity 4 péstebni nadoby, kazda
predstavovala jednu skupinu. Vymeéna roztoki probihala pravideln¢ dvakrat tydné.
Po 16 dnech od zacatku stresovani rostlin byl experiment ukoncéen. Byl proveden odbér
rostlinného materialu. Rostliny byly poté skladovany pii -80 °C. V prabéhu péstovani
dochazelo v conveyoru k automatickému méfeni parametru rustu rostlin. Provadéna byla
RGB strukturni analyza (RGB imaging) a méfena byla také kinetika fluorescence
chlorofylu.
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Tab. 4 Pfiprava jednotlivych zivnych roztokt pro hydroponické péstovani maty ze zasobnich
roztok (1.kontrola = HM (10 mmol.I"* NO;5"); 2.1NO5" = roztok se zvy$enou koncentraci
dusi¢nani (20 mmoll? NOs’); 3.|NOs = roztok se sniZenou koncentraci dusi¢nani
(1,25 mmol.I'Y); 4. roztok = » HM obsahujici 100 mmol.l' NaCl). Vysledny objem
roztokii je 1 1. Slozeni zasobnich roztokii a koncentrace sloucenin jsou uvedeny v Tab. 2.

Zasobni roztok kontrola INO5 INO5 100 mmol.I"! NaCl
Pipetovany objem
[ml]do 11
Roztok dusi¢nant 2 4 0,5 2
Roztok makroprvki 2 2 2 2
Roztok mikroprvku 1 1 1 1
Fe-EDTA 1 1 1 1
NaCl (4 mol.I'") - - - 25

3.2.2 Priprava rostlinného materialu pro analyzu

Rostlinny material z druhého a tretiho experimentu byl uchovavan pfi -80 °C. Nasledné
byla provedena lyofilizace rostlin pfi teplot¢ -80 °C po dobu 72 h. Po provedeni
lyofilizace byl rostlinny materidl homogenizovan a bylo provedeno vazeni vzorku

pro analyzu. Homogenizovany material byl skladovan pii -20 °C.
3.2.3 Analyza dusikatych sloucenin

Byla provedena identifikace a kvantifikace volnych polyaminti a aminokyselin s vyuzitim
ultra vysokouéinné kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS/MS). Kvantifikace dusikatych sloucenin byla provedena
ve vzorcich z tfetiho experimentu, kdy byly rostliny péstovany v conveyoru. Z kazdého
vzorku bylo navazeno 5 mg homogenizovaného rostlinného materialu pro naslednou

analyzu.
3.2.3.1 Analyza polyaminu pomoci UHPLC-MS/MS

Metoda pro kvantifikaci volnych polyamint ve vzorcich byla optimalizovana dle studie
Taibi et al. (2000). Vyuzita byla derivatizace vzorku a nasledna RP-HPLC analyza
s hmotnostni detekci. Pro analyzu polyamint byla provedena extrakce rostlinného
materialu do 50% ethanolu. Do mikrozkumavek bylo k5 mg homogenizovaného
rostlinn¢ho materialu pfidano 1000 pl 50% ethanolu. Vzorky byly umistény
do ultrazvukové 1azné¢ na 10 minut a nasledné byly centrifugovany (po dobu 5 min.,

pii 12 000 g). Z kazdé¢ho vzorku bylo odebrano 200 ul a byla provedena derivatizace
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benzoylchloridem. K 200 pl extraktu bylo pfidano 200 pl NaOH o koncentraci 2 mol 1!
a 2 ul roztoku benzoylchloridu v methanolu (50:50, v:v). Vzorky byly zvortexovany
a nasledn¢ inkubovany pfi teploté 25 °C po dobu 40 min. Poté byly vzorky extrahovany
do diethyletheru. Do mikrozkumavek bylo pfidano 500 pl nasycené¢ho roztoku NaCl
a 500 pl diethyletheru. Vzorky byly umistény na vortex a etherové vrstvy byly preneseny
do novych mikrozkumavek. Po pfidani nového podilu diethyletheru (500 pl) byla

extrakce zopakovana.

Vzorky obsahujici spojené etherové vrstvy byly umistény do vakuového koncentratoru
Centrivap (50 °C) k odpafeni dosucha. Po odparkiim bylo pfidano 200 ul mobilni faze
pro RP-HPLC obsahujici intemi standard 1,6-diaminohexan o koncentraci 75 nmol 1",
Vzorky byly umistény do ultrazvukové lazné (5 min.) a poté byly centrifugovany
(5 min., 12 000 g). Do vialek pro HPLC bylo napipetovano 100 ul supernatantu a byla

provedena analyza.

Pro kvantifikaci volnych polyaminu byly pouzity standardy polyaminu
(1,3—diaminopropan; 1,6—diaminohexan; agmatin; histamin; homospermidin; kadaverin;
norspermidin; putrescin; spermidin; spermin; thermospermin). Nejprve byly pfipraveny
zasobni roztoky polyamini o koncentraci 10 mmol.l"! v deionizované vodé. Kalibragni
fada standardi pro analyzu byla pfipravena fedénim zasobnich roztokti polyaminu
s mobilni fazi pro HPLC. Koncentrace polyamind v kalibracni fad¢ byla v rozmezi
od 1 nmol.I" do 500 nmol.I"'. Zvoleny byly koncentrace 1 nmol.I"; 2,5 nmol 1™

5 nmol.I"l; 10 nmol.I'; 25 nmol.1"; 50 nmol.1":; 100 nmol.I"; 250 nmol.I"! a 500 nmol.I™.

UHPLC-MS/MS analyza byla provedena svyuzitim Nexera X2 UHPLC
ultra vysokoucinného kapalinového chromatografu spojené¢ho s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem MS-8050. Polyaminy byly analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie s reverznimi fazemi, pouzita byla analyticka kolona Acquity UPLC
BEH CI18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um) s pfislusnou pfedkolonou. Kolona byla vyhfivana
na 40 °C, pritokova rychlost byla 0.4 ml.min™'. Objem davkovaného vzorku byl 2 ul.
Byla vyuzita gradientova ecluce. Mobilni faze pro RP-HPLC byla sloZena
z vodného roztoku kyseliny mravendéi o koncentraci 15 mmol 1! a pH=3 (mobilni faze A)

a methanolu (mobilni faze B). Podminky gradientové eluce jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5 Podminky gradientové eluce pti UHPLC-MS/MS analyze volnych polyamint. Mobilni

fazi B byl methanol.
¢as [min] zastoupeni mobilni fize B [%]
0,0 30
0,5 57
3.0 57
3.5 95
4,0 95
4,1 30
6,0 konec analyzy

Vyuzitym hmotnostnim detektorem byl trojity kvadrupol. Hmotnostni spektra analyti
byla ziskana s vyuzitim ionizace elektrosprejem (ESI) v pozitivnim modu. Parametry ESI
byly nasledujici: kapilarni napéti -3 kV; napéti na rozhrani 4 kV a teplota rozhrani
300 °C. Rychlost priitoku zahfivaciho a susiciho plynu byla 10 1. min'; rychlost priitoku
zmlzujiciho plynu byla 3 1. min™. Pro kvantitativni analyzu byl vyuzit MRM (multiple
reaction monitoring) moéd. UHPLC-MS/MS analyza standardti polyamini i vzorkii byla
provedena v triplikatech. Identifikace a nasledna kvantifikace analyti probchla
na zaklad¢ srovnani retencnich casti a MRM prechodl a jejich relativnich intenzit
s odpovidajicimi standardy. MRM pfechody standardii polyamint jsou uvedeny v Tab. 6.

Ziskana data byla vyhodnocena s vyuzitim programu Shimadzu Labsolutions 5.97 SP1.

Tab. 6 Retenni ¢asy a MRM piechody standardi benzoyl-derivati polyamini pii
UHPLC-MS/MS analyze. MRM piechody jsou vyjddieny jako m/z iontu
prekurzoru — m/z produktového iontu.

Retencni Cas [min]

(Relativni MRM piechody Relativni
Standard < . m/z—m/z . o
smérodatna (Kolizni energie: V) intenzita [%]
odchylka; %) gl
Histamin 0,649+0,005 (0,81) 215,75—95,10 (16) 100
217.,75—77,00 (38) 87
Putrescin 1,697+0,002 (0,10) 297,10—105,10 (25) 100
297,10—77,05 (50) 75
297,10—176,00 (16) 53
1,3-diaminopropan 1,749+0,003 (0,15) 282,95—104.95 (25) 100
282,95—77,00 (55) 78
282,95—162,05 (15) 67
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Tab. 6 Retentni

— m/z produktového iontu (pokracovani).

Casy a MRM piechody

Retencni Cas [min]

standardi  benzoyl-derivati  polyaminti
pti UHPLC-MS/MS analyze. MRM prechody jsou vyjadieny jako m/z iontu prekurzoru

(Relativni MRM piechody Relativni
Standard N . m/z—m/z . o
smérodatna (Kolizni energie: V) intenzita [%]
odchylka: %) gle.

Kadaverin 1,815+0,002 (0,11) 311,10—104,95 (24) 100
311,10—77,05 (52) 71

311,10—190,20 (15) 32
Norspermidin 2.,214+0,003 (0,13) 444,15—105,05 (46) 100
444,15—162,00 (23) 87

444,15—322,00 (29) 77
Spermidin 2.390+0,003 (0,11) 458,20—105,10 (44) 100
458,20—162,16 (29) 65

458,20—336,30 (19) 64
Homospermidin 2,617+0,004 (0,16) 472,20—274,20 (22) 100
472,20—105,05 (43) 78

472,20—176,05 (29) 40
Thermospermin 3,456+0,007 (0,21) 619,25—105,00 (54) 100
619,25—162,00 (34) 65

619,25—337.20 (25) 31
Spermin 3.689+0,007 (0,19) 619,25—497.30 (26) 100
619,25—162,00 (40) 81

619,25—105,00 (55) 9
Agmatin 4,350+0,004 (0,10) 443,00—104.85 (33) 100
443,00—375,00 (13) 15

3.2.3.2 Analyza aminokyselin pomoci UHPLC-MS/MS

Pro analyzu volnych aminokyselin v extraktech tfi genotypu maty byla vyuzita metoda,
jez byla optimalizovana dle poznatki ze studii Wen et al. (2019) a Zhou et al. (2013).
Analyzovany byly nederivatizované¢ aminokyseliny pomoci metody HILIC (hydrofilni
interakcéni chromatografie). Tato metoda je na pomezi techniky HPLC s normalnimi

areverznimi fazemi a je vhodna pro separaci polarnich latek.
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K 5 mg homogenizovaného rostlinného materialu v mikrozkumavkach bylo pfidano
1000 pl 50% ethanolu. Vzorky byly umistény do ultrazvukové lazné (10 min.) a byly
centrifugovany (5 min., 12000 g). Poté bylo zkazdé mikrozkumavky odebrano
200 pl supematantu. Tento podil supematantu byl umistén do vakuového koncentratoru
(p1i 50 °C) k odpareni dosucha. Odparek byl rozpustén v 50 ul mobilni faze. Vzorky byly
umistény do ultrazvukové lazn€ (5 min.) a byly centrifugovany (5 min., 12 000 g).

Do vialek bylo napipetovano 25 ul supernatantu a byla provedena analyza.

Pro identifikaci a kvantifikaci volnych aminokyselin ve vzorcich byly vyuzity
standardy aminokyselin (alanin, f-alanin, arginin, asparagin, cystein, fenylalanin,
glutamin, glycin, histidin, isoleucin, kyselina aminoadipova, kyselina asparagova,
kyselina y-aminomaselna, kyselina glutamova, leucin, lysin, methionin, ornithin, prolin,
serin, threonin, tryptofan, tyramin, tyrosin, valin). Zasobni roztoky aminokyselin
o koncentraci 10 mmol.I! byly pfipraveny rozpusténim piislusné latky v HCI
o koncentraci 0,1 mol.I"'. Zasobni roztoky asparaginu a glutaminu byly pfipraveny
rozpu$ténim v deionizované vod¢. Byly pripraveny kalibra¢ni fady standardu, jejichz
rozsah byl 0,5-250 umol.l!'. Zvolené koncentrace standardi byly 0.5 pmoll™;
0,75 pmol 1':; 1 umoll?; 2.5 umol.l"; 5 pmol 17; 7,5 pmol 17 10 umol.I't; 25 pmol 17;
50 pmol.1™"; 100 umol.1'a 250 pmol 1. Tyto roztoky byly pfipraveny fedénim zisobnich
roztokii aminokyselin s mobilni fazi. Pro UHPLC-MS/MS analyzu volnych aminokyselin
byly vyuzity také interni standardy. Konkrétné se jednalo o izotopové znacené standardy

kyseliny y-aminomaselné, leucinu, glutaminu, kyseliny glutamov¢ a prolinu.

UHPLC-MS/MS analyza byla provedena s vyuzitim kapalinového chromatografu
Nexera X2 UHPLC spojeného s tandemovym hmotnostnim spektrometrem MS-8050.
Pro analyzu volnych aminokyselin byla zvolena HILIC metoda a pouzitou kolonou byla
Acquity UPLC BEH AMIDE (50 x 2,1 mm; 1,7 pm) s pfislusnou pfedkolonou. Parametry
analyzy byly nasledujici: kolona byla vyhfivana na 40 °C, pritokova rychlost byla

0,4 ml.min™! a objem davkovaného vzorku byl 2 pl.

Byla vyuzita gradientova eluce. Mobilni faze pro analyzu volnych aminokyselin
se skladala z mravenéanu amonného o koncentraci 20 mmol.1"' a pH=3 (mobilni faze A)
a z 0,2% kyseliny mravenci v acetonitrilu (mobilni faze B). Podminky gradientové eluce

jsou uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 7 Podminky gradientové eluce pii UHPLC-MS/MS analyze volnych aminokyselin. Mobilni
fazi B byla 0,2% kyselina mravenci v acetonitrilu.

¢as [min] zastoupeni mobilni fize B [%]
0,0 90
2,0 90
4,0 85
6,0 65
7.0 55
7.2 55
7.3 90
12,0 konec analyzy

Hmotnostni spektra nederivatizovanych aminokyselin byla ziskana s vyuzitim ESI
v pozitivnim modu pfi nasledujicich podminkach: kapilami napéti -3 kV; napcti
na rozhrani 4 kV ateplota rozhrani 300 °C. Rychlost prutoku zahfivaciho i susiciho plynu
byla 10 1.min™"; rychlost priitoku zmlzujictho plynu byla 3 1. min™. Pro UHPLC-MS/MS
analyzu volnych aminokyselin byl vyuzit MRM (multiple reaction monitoring) mod
a méfeni probéhlo v triplikatech. Analyty byly identifikovany na zakladé srovnani
retencnich ¢asu, MRM prechodu a jejich relativnich intenzit s odpovidajicimi standardy.
MRM piechody standardi aminokyselin jsou uvedeny v Tab. 8. Vyhodnoceni bylo

provedeno s vyuzitim programu Shimadzu Labsolutions 5.97 SP1.

Tab. 8 RetenCni Casy a MRM piechody standardii aminokyselin pti UHPLC-MS/MS analyze.
MRM piechody jsou vyjadieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového iontu.

Retencni €as [min]

(Relativni MRM prechody Relativni
Standard < . m/z—m/z . N
smerodatna (Kolizni energie: V) intenzita [%]
odchylka; %) glc:
Tyramin 1,502 + 0,030 137.90—121,05 (14) 100
(2.02) 137,90—77,00 (28) 85
137,90—91,05 (23) 36
Leucin 2,945+ 0,058 132,10—86.,05 (12) 100
(1,97 132,10—44.15 (23) 20
Leucin (interni 2,957 £ 0,061 141,95—96,10 (12) 100
standard) (2,07)



Tab. 8 RetenCni Casy a MRM piechody standardii aminokyselin pti UHPLC-MS/MS analyze.
MRM piechody jsou vyjddieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového iontu

(pokracovani).
Retencni €as [min] Y
(Relativni MRM prechody Relativni
Standard N . m/z—m/z . o
smerodatna (Kolizni energie: V) intenzita [%]
odchylka; %) gic.
Isoleucin 3,275 + 0,062 132,10—96.15 (12) 100
(1,90) 132,10—68.,95 (16) 20
Fenylalanin 3,030 + 0,068 165,90—120,10 (15) 100
(1,92) 65,90—103,10 (27) 58
Tryptofan 3,335+ 0,062 205,10—188,20 (11) 100
(1.86) 205,10—118,00 (25) 81
Kyselina 3,368 + 0,081 110,15—93,00 (14) 100
y-aminomaselna (2.41) 110,15—49,05 (22) 69
(interni standard) 110,15—46,00 (23) 26
Kyselina 3,372 + 0,083 104,10—87,10 (14) 100
y-aminomaselna (2.45) 104,10—45,05 (23) 60
104,10—69,00 (16) 37
Methionin 3,838+ 0,054 149,90—56,10 (17) 100
(1.40) 149,90—61,00 (23) 85
Valin 4,126 + 0,066 118,00—72,00 (10) 100
(1,60) 118,00—55,05 (20) 42
Prolin 4,149 + 0,064 122,10—75,00 (16) 100
(interni standard) (1,55) 122,10—46,10 (30) 3
122,10—30,10 (38) 3
Prolin 4,157 + 0,069 116,10—70,05 (7) 100
(1,66) 116,10—43,05 (22) 4
B-alanin 4,623 0,105 90,10—72,10 (12) 100
(2.27) 90,10—30,10 (13) 97
90,10—45,15 (33) 33
Cystein 4,590 + 0,082 121,90—38,85 (14) 100
(1,78) 121,90—81,00 (7) 42
Tyrosin 4,703 + 0,051 182,10—91,10 (28) 100
(1,09) 182,10—136,00 (15) 48
181,10—165,15 (13) 35
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Tab. 8 RetenCni Casy a MRM piechody standardii aminokyselin pti UHPLC-MS/MS analyze.
MRM piechody jsou vyjddieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového iontu

(pokracovani).
Retencni €as [min] Y
(Relativni MRM prechody Relativni
Standard N . m/z—m/z . o
smerodatna (Kolizni energie: V) intenzita [%]
odchylka; %) gic.
Alanin 5,460 + 0,059 90,10—44,10 (12) 100
(1.35) 90,10—45,00 (31) 8
Threonin 5706 + 0,055 120,10—74.,00 (14) 100
0.97) 120,10—102,10 (15) 22
Kyselina 5776 + 0,021 161,90—98.,00 (15) 100
aminoadipova (0,36) 161,90—55,10 (26) 53
161,90—121,00 (10) 9
Threonin 5,703 + 0,021 129,90—80,00 (13) 100
(interni standard) (0.37) 129,90—65,10 (18) 24
Glycin 5794 + 0,027 76,10—30,00 (11) 100
(0.47) 76,10—48,00 (14) 3
Kyselina glutamové 5,965+ 0,017 152,95—88,00 (18) 100
(interni standard) (0,28) 152,95—135 (14) 60
Kyselina glutamova 5978 + 0,035 147,90—84,10 (17) 100
(0.58) 147,90—56,00 (20) 17
Glutamin 6,065+0,012 151,90—88.,00 (18) 100
(interni standard) (0,20) 151,90—135,10 (4) 88
151,90—89.20 (19) 72
Glutamin 6,065 £ 0,041 146,90—84.,10 (18) 100
(0.68) 146,90—130,10 (15) 37
146,90—56,05 (29) 25
Serin 6.060 + 0,077 106,00—60,00 (15) 100
(1,26) 106,10—88,00 (11) 14
Asparagin 6.156 + 0,020 132,90—74,00 (16) 100
0.32) 132,90—87,15 (11) 53
132,90—88,10 (12) 11
Kyselina 6.287 + 0,072 134,00—88,00 (10) 100
asparagova (L,14) 134,00—74,00 (12) 82
Arginin 6.850 + 0,009 175,00—70,05 (23) 100
(1,08) 175,00—116,10 (15) 42
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Tab. 8 Retencni ¢asy a MRM piechody standardii aminokyselin pti UHPLC-MS/MS analyze.
MRM piechody jsou vyjddieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového iontu

(pokracovani).
Retenc¢ni Cas [min] Y
(Relativni MRM prechody Relativni
Standard N . m/z—m/z . o
smerodatna (Kolizni energie: V) intenzita [%]
odchylka; %) gle;
Histidin 6,847 £0,019 155,90—110,15 (16) 100
0.27) 155,90—83,10 (24) 45
Lysin 6,927 +0,012 146,90—84.,10 (18) 100
(0.18) 146,90—130,00 (15) 20
146,90—56,15 (28) 18
Ornithin 6,967 0,014 133,10—70,00 (22) 100
(0.20) 133,10—116,00 (15) 84
133,10—43.15 (33) 59

3.2.4 Analyza sekundarnich metabolita maty

Byla provedena identifikace a kvantifikace sekundamich metabolitii maty. V extraktech
byly kvantifikovany fenolické slouceniny s vyuzitim techniky UHPLC-MS/MS.
Terpenoidy byly identifikovany a kvantifikovany pomoci techniky GC-MS. Analyza
fenolickych sloucenin byla provedena v rostlinném materialu ze tfettho experimentu
(pestovani v systému Plantscreen conveyor). Kvantifikace terpenoidi byla provedena

ve vzorcich z druhého a tretiho experimentu.
3.2.4.1 Analyza fenolickych slou¢enin pomoci UHPLC-MS/MS

Metoda pro analyzu fenolickych sloucenin pomoci UHPLC-MS/MS byla s astecnymi
modifikacemi provedena dle Cavar Zeljkovié et al. (2020). Pro analyzu fenolickych latek
byly pfipraveny methanolické extrakty. Do mikrozkumavek bylo navazeno 10 mg
homogenizovanc¢ho rostlinného materialu ze tretiho experimentu. K tomuto mnozstvi
bylo pridano 1000 ul 80% methanolu. Vzorky byly umistény do ultrazvukové lazné
(10 min.) a poté byly centrifugovany (5 min., 12 000 g). Nasledné byly supernatanty

zfiltrovany.

Do novych mikrozkumavek typu Eppendorf byly umistény centrifugacni filtry
a do kazdé z nich bylo napipetovano 400 ul supernatantu. Podil supernatantu o objemu

250 pl byl napipetovan do nové mikrozkumavky a umistén do vakuového koncentratoru
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k odpafeni dosucha. Odparek byl rozpustén v 25 ul mobilni faze obsahujici interni
standard. Vzorky byly umistény do ultrazvukové lazné (5 min.) a byly centrifugovany
(5 min., 12 000 g). Supematant byl napipetovan do vialek pro HPLC analyzu. Méfeni
bylo provedeno v triplikatech.

Pro kvantifikaci fenolickych latek ve vzorcich byly vyuzity nasledujici standardy:
14 fenolickych kyselin (kyselina 2,3-dihydroxybenzoova; kyselina 3-hydroxybenzoova;
kyselina 4-hydroxybenzoova; kyselina ferulova; kyselina gallova; kyselina
chlorogenova; kyselina kavova; kyselina p-kumarova; kyselina rozmarynova; kyselina
salicylova; kyselina sinapova; kyselina syringova; kyselina frans-skoficova; kyselina
vanilova); 2 derivaty fenolickych kyselin (2-O-f-D-glukosid kyseliny salicylové;
methylester kyseliny p-kumarové) a 15 flavonoidii (apigenin; galangin; hesperidin;
chrysin; kamferol; katechin; kvercetin; kvercitrin; luteolin; morin; myricetin; naringenin;
naringin; pinocembrin; rutin). Zasobni roztoky standardi fenolickych sloucenin
o koncentraci 10 mmol.l"! byly pfipraveny rozpusténim piislusného mnoZstvi latky
v methanolu. Postupnym fedénim zasobnich roztoku s mobilni fazi pro HPLC byly
piipraveny kalibraéni fady standardii srozsahem koncentraci 0,25-100 umol.l™
Pro UHPLC-MS/MS analyzu fenolickych sloucenin byly jako interni standard vyuzity
izotopov€é znacené standardy, konkrétn¢ kyselina salicylova-d4 a kyselina

p-kumarova-d6.

UHPLC-MS/MS  analyza fenolickych sloucenin byla provedena s vyuZzitim
ultra vysokoucinného kapalinového chromatografu Nexera X2 spojencho s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem MS-8050. Vzorky byly analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie s reverznimi fazemi. Pouzita byla kolona Acquity BEH CI8
(50 x 2,1 mm; 1,7 um) s pfislusnou predkolonou. Podminky analyzy byly nasledujici:
teplota kolony 40 °C; davkovany objem vzorku 2 pl a priitokova rychlost 0,4 ml.min™".
Eluce byla gradientova, pouzitymi roztoky byly vodny roztok kyseliny mravenci
o koncentraci 15 mmoll"! a pH=3 (mobilni fize A) a acetonitril (mobilni faze B).

Podminky gradientové eluce jsou uvedeny v Tab. 9.
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Tab. 9 Podminky gradientové eluce pii UHPLC-MS/MS analyze fenolickych sloucenin. Mobilni
fazi B byl acetonitril.

¢as [min] zastoupeni mobilni fize B [%]

0,0 5

0,7 5

2,0 15

3.0 15

4,5 30

6,0 30

7.5 70

7,6 100

8.1 100

82 5

12,0 konec analyzy

Detektorem byl trojity kvadrupol. Vyuzita byla ionizace elektrosprejem v negativnim
modu (ESI-). Pracovano bylo v modu métfeni MRM. Podminky analyzy byly nasledujici:
kapilami napéti 3 kV; napéti na rozhrani 4 kV a teplota rozhrani 300 °C. Rychlost pritoku
susiciho a zahiivaciho plynu byla 10 1. min™!, zatimco pritok zamlZujiciho plynu byla
3 lmin!. Identifikace a kvantifikace fenolickych sloudenin ve vzorcich probéhla
na zakladé porovnani retencnich ¢ast analytu, MRM piechodu a jejich relativnich intenzit
s odpovidajicimi standardy. MRM prechody standardii jsou uvedeny v Tab. 10.

Ke zpracovani dat byl vyuzit program Shimadzu Labsolutions 5.97 SP1.

Tab. 10 Retencni ¢asy a MRM piechody standardu fenolickych sloucenin pii UHPLC-MS/MS
analyze. MRM piechody jsou vyjadieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového

iontu.
MRM piechody

Standard Retencni €as [min] m/z—m/z
(Kolizni energie; V)
Kyselina gallova 0,65 169,00—125,05 (10)
169,00—79,05 (23)
169,00—97,10 (21)
Kyselina 1,92 137,00—93,00 (15)
4-hydroxybenzoova 137,00—65,00 (31)
137,00—41,00 (53)
2-O-B-D- glukosid 2,15 298,70—137,10 (12)
kyseliny salicylové 298,70—93,10 (38)
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Tab. 10 Retencni ¢asy a MRM piechody standardu fenolickych sloucenin pii UHPLC-MS/MS
analyze. MRM pfiechody jsou vyjadieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového

iontu (pokracovani).

Standard

Retencni €as [min]

MRM piechody
m/z—m/z
(Kolizni energie; V)

Kyselina 2.3-
dihydoxybenzoova

Katechin

Chlorogenova
kyselina

Kyselina vanilova

Kyselina kavova

Kyselina
3-hydroxybenzoova

Kyselina syringova

Kyselina
p-kumarova

Kyselina ferulova

Kyselina sinapova

Rutin

2,15

2,25

2,26

2,43

s

2,46

2,53

2,66

>

3,08

3,54

3,63

>

3,76
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153,10—108,80 (10)
153,10—108,15 (25)
153,10—91,10 (26)

288,60—245,25 (15)
288,60—123,20 (29)
288,60—109,10 (26)

352,70—190,80 (10)
352,70—85,15 (43)
352,70—93,10 (95)

167,20—152,25 (18)
167,20—108,15 (21)

178,80—134,75 (15)
178,80—134,25 (25)
178,80—107,15 (23)

137,00—93,00 (14)
137,00—64,90 (36)
137,00—90,90 (29)

197,10—182,25 (16)
197,10—123,20 (24)
197,10—95,10 (31)

163,00—149,10 (10)
163,00—93,00 (31)
163,00—147,10 (32)

193,10—134,25 (25)
193,10—178,25 (16)

222.70—208,30 (18)
222,70—193,20 (22)
222,70—164,30 (17)

609,15—300,03 (18)
609,15—271,03 (23)
609,15—255,03 (18)



Tab. 10 Retencni ¢asy a MRM piechody standardu fenolickych sloucenin pifi UHPLC-MS/MS
analyze. MRM pfiechody jsou vyjadieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového
iontu (pokracovani).

MRM piechody
Standard Retencni €as [min] m/z—m/z
(Kolizni energie; V)

Salicylové kyselina 3,84 137,10—92.70 (19)
137,10—65,00 (29)
137,10—75,05 (35)

Kvercitrin 448 447,10—343.25 (28)
447,10—297.25 (29)

Naringin 461 579,20—459.25 (28)
579,20—271,30 (32)
579,20—151,30 (44)

Kyselina 4,62 358,70—161,20 (15)
rozmarynova 358,70—133,15 (39)
358,70—197,30 (18)

Myricetin 4,63 317,00—151,10 (20)

317,00—149,15 (16)
317,00—137,10 (24)

Hesperidin 475 609,00—301,20 (25)
609,00—149.15 (16)
609,00—164.25 (55)

Morin 4,98 301,00—151,10 (19)
301,00—125,05 (21)
301,00—149,15 (26)

Luteolin 5,29 284.60—133,20 (34)
284.60—151,25 (26)
284.60—175.25 (27)

Kvercetin 5,30 301,20—151,25 (21)
301,20—179,25 (19)
301,20—107,05 (28)

p-Methyl kumarat 545 176,70—146,80 (25)
176,70—118,10 (21)
176,70—145,25 (21)

Kyselina 5,50 147,10—103,50 (15)
trans-skoficova 147,10—77,15 (25)

60



Tab. 10 Retencni ¢asy a MRM piechody standardu fenolickych sloucenin pii UHPLC-MS/MS
analyze. MRM pfiechody jsou vyjadieny jako m/z iontu prekurzoru — m/z produktového
iontu (pokracovani).

MRM piechody
Standard Retencni €as [min] m/z—m/z
(Kolizni energie; V)

Naringenin 581 271,10—119.25 (25)
271,10—151,25 (19)
271,10—107,05 (24)

Apigenin 5,83 268,60—117,10 (37)
268,60—151,25 (24)
268,60—149,25 (25)

Kamferol 5,97 285,60—117,05 (42)
285,60—239,20 (28)
285,60—93,05 (37)

Chrysin 7,57 252,60—63,00 (34)
252,60—143.30 (27)
252,60—209.30 (23)

Pinocembrin 7,63 254,70—213,30 (22)
254,70—151,25 (23)
254,70—171,30 (26)

Galangin 7,66 268,60—169.25 (27)
268,60—171,30 (28)
268,60—213.30 (25)

Kyselina 3,04 169,10—124.85 (15)
pkumarova -ds 169,10—97.15 (33)
(interni standard) 169,10—213,30 (25)

Kyselina 3,79 141,10—96.80 (16)

salicylova — ds 141,10—69.10 (31)
(interni standard) 141,10—78.10 (35)

3.2.4.2 Analyza terpenoidia pomoci GC-MS

Terpenoidy ve vzorcich identifikovany a kvantifikovany pomoci plynové chromatografie
spojené s hmotnostni  spektrometrii  (GC-MS). Metoda byla optimalizovana
dle Cavar Zeljkovié et al. (2020). Pro analyzu terpenoida byla provedena extrakce
do hexanu. Bylo navazeno 50 mg homogenizovan¢ho rostlinného materialu. Toto
mnozstvi bylo extrahovano do 1000 pl hexanu obsahujiciho 0,001 % intemiho standardu
tridekanu (koncentrace tridekanu 10 pug.ml™). Vzorky byly umistény do ultrazvukové
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lazné (15 min.) a byly centrifugovany (10 min., 12 000 g). Supematant byl pfenesen
do vialek a byla provedena GC-MS analyza.

Pro kvantifikaci terpenoida ve vzorcich byly pouZity standardy vybranych terpenoidi:
p-karyofylen, ecukalyptol, karvon, menthofuran, menthol, menthon a pulegon
(Sigma-Aldrich, USA). Krom¢ téchto standarda byl vyuzit také piperitenon oxid, ktery
byl izolovan z extraktu genotypu Mentha spicata. Nejprve byly pfipraveny zasobni
roztoky jednotlivych standardi terpenoidi o koncentraci 1000 mmol.l! zfedénim
prislusného mnozstvi standardu v hexanu. Poté byl pfipraven mix zasobnich roztoku
standardi v hexanu, v némz kazdy ze standardii mél koncentraci 100 mmol.1"'. Byla
pfipravena kalibraéni fada standardd, jejiz rozsah byl 0,01-50 mmoll”. Zvolené
koncentrace byly 0,01 mmol.I""; 0,05 mmoll'; 0,1 mmoll"; 0.5 mmol.I""; 1 mmol.l"";
2,5 mmol.l""; 5 mmoll"; 10 mmol.l"; 25 mmol.I""; 50 mmol.I"!. Kalibraéni fada byla
ptfipravena do vialek napipetovanim vhodn¢ho objemu mixu standardi, interniho

standardu tridekanu (o vysledné koncentraci ve vialce 10 ug.ml™') a hexanu.

Piperitenon oxid byl izolovan a purifikovan z hexanového extraktu genotypu Mentha
spicata ze tetiho experimentu po provedeni GC-MS analyzy vzorki. Piperitenon oxid
byl zextraktu izolovan pomoci SPE (solid phase extraction; extrakce tuhou fazi).
Pro izolaci byly pouzity SPE kolonky Supelclean LC-SI (kapacita 500 mg, objem 3 ml).
Byly pfipraveny roztoky ethylesteru kyseliny octové v hexanu, konkrétné 5%; 10%
a 20% cthylester kyseliny octové v hexanu (v:v). SPE kolonky byly aktivovany pomoci
hexanu (3 ml) a ethylesteru kyseliny octové (3 ml). K ekvilibraci kolonek byl vyuzit
hexan (3 ml). Vzorek byl davkovan do kolonek. Nasledovala frakcionace pomoci
5%:; 10% a 20% ethylesteru kyseliny octové v hexanu. Frakce byly sbirany a analyzovany
pomoci GC-MS za iéelem zjisténi Cistoty piperitenon oxidu. Postup byl zopakovan tfikrat
za uCelem purifikace. Vysledna frakce 5% ethylesteru kyseliny octové v hexanu
obsahujici piperitenon oxid o Cistoté 97 % byla analyzovana pomoci GC-MS. Vzorek byl
ponechan k odpareni dosucha. Odparek byl rozpustén v hexanu, koncentrace piperitenon

oxidu v roztoku byla 1000 mmol 1.

Identifikace a kvantifikace terpenoidu byla provedena pomoci plynového
chromatografu Agilent 7890A s hmotnostnim spektrometrem 5975C. Vyuzitou kolonou
byl Agilent HP-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 pum), stacionarni fazi byl 5% fenyl methyl

siloxan. Pfi analyze byl vyuzit rezim splitless (nastfik bez splitu).
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Podminky analyzy byly nasledujici: teplota kolony 60-240 °C (nartist 3 °C za minutu);
rychlost priitoku nosného plynu 1,1 ml.min™" a teplota hmotnostniho detektoru 230 °C.
Davkovany objem vzorku byl 1 pl. Méfeni probihalo v duplikatech. Identifikace
a kvantifikace terpenoidu ve vzorcich byla provedena na zaklad¢ srovnani retencnich
indext analytt a jejich hmotnostnich spekter. Identifikace byla realizovana s vyuzitim
programu MSD ChemStation E.02.02.1431.; NIST MS Search a srovnanim s literaturou
(Adams, 2007). Terpenoidy byly kvantifikovany prométenim kalibracnich fad standarda

a srovnanim signala terpenoidii ve vzorcich a odpovidajicich standardi terpenoidi.



4  VYSLEDKY
4.1 Optimalizace hydroponického péstovani maty
4.1.1 Hydroponické péstovani maty ve fytotronu

V prvnim experimentu byly rostliny tfi genotypt péstovany v hydroponickém systému
ve fytotronu. V pribéhu péstovani byl sledovan vliv abiotického stresu (vysokého
a nizkého prijmu dusi¢nani a solného stresu) na rast rostlin. Sledovany byly nasledujici

parametry: vyska rostlin, délka kofentl, pocet listii a velikost listil.

B&hem puisobeni solného stresu (75 mmol.1"! NaCl v %2 HM) doslo k signifikantni
redukci rastu. Tyto rostliny mély snizenou velikost i pocet listt ve srovnani s rostlinami
péstovanymi v kontrolnim roztoku a pfi zvySeném i snizeném piijmu dusi¢nanu.
Disledkem aplikace 150 mmol.I! NaCl bylo odumirani rostlin vSech genotypi.
Pfi zvy$eném pifjmu dusiénani (dvakrat vy$$im neZ u kontroly, tedy 20 mmol.1"! NO5Y)
doslo k mimé redukci vysky rostlin i poctu listl ve srovnani s rostlinami péstovanymi
v kontrolnim roztoku a vroztoku se snizenym pfijmem dusi¢nana (1/8 NOs;

1,25 mmol I').

Optimalnim zivnym roztokem pro hydroponické péstovani M. arvensis bylo
%> HM (kontrola). K vyrazné redukci ristu doslo u rostlin tohoto genotypu péstovanych
za podminek snizené¢ho piijmu dusi¢nani (Obr. 5). Pro péstovani genotypi M. piperita
a M. spicata byl optimalnim Zivnym roztokem roztok se snizenym obsahem dusi¢nanii.
Srovnani parametru rostlin tfi genotypu péstovanych v kontrolnim %2 Hoaglandové médiu

a v roztocich se zvySenym a snizenym obsahem dusi¢nanu je uvedeno v Tab. 11.

Tab. 11 Srovnani vy$ky rostlin a poctu listi u genotypit maty péstovanych hydroponicky
v kontrolnim médiu, pii zvy$eném a snizeném piijmu dusicnani. Kazdé osetieni bylo
zastoupeno 4 rostlinami daného genotypu. Parametry byly zaznamenany dne 17.6.2020,
po 5 dnech piisobeni abiotického stresu.

Zivny roztok M. arvensis M. piperita M. spicata

1 kontrola (72 HM) 25 cm; 22-53 listt  10-15 cm; 14-20 lista 16 cm; 20 list
2.zvySeny pifjem NOs 15cm; 13-16 listit  14-17 cm; 18-20 lista 14 cm; 32 listl
3.snizeny piijem NOs odumirdni 20 cm; 18-28 listl 24 cm; 50 listi
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Obr. 5 Vysledné srovnani vlivu piijmu dusiCnant na rist Mentha arvensis po ukonceni
experimentu dne 17.6.2020. 1=kontrolni %4 HM (10 mmol.I"! NOsY); 2=zvyseny piijem
dusi¢nani (20 mmol.1"! NOsY); 3=sniZeny pfijem dusi¢nant (1,25 mmol.1"! NO5").

4.1.2 Semihydroponické péstovani maty ve fytotronu

Ve druhém experimentu byly rostliny péstovany v kvétinadich s hydroponickym
substratem vermikulitem ve fytotronu. Vyuzity byly stejné podminky jako u prvniho
experimentu s tim rozdilem, Ze doslo ke zmén¢€ koncentrace NaCl u rostlin péstovanych
pii solném stresu. Vyuzito bylo 2 HM obsahujici 50 a 100 mmol.I"! NaCl. Nebyla vyuzita
koncentrace 150 mmoll!, jelikoz v pfechozim experimentu dochazelo za téchto
podminek k odumirani rostlin. Kazdé oSetfeni bylo zastoupeno 4 rostlinami daného
genotypu. Pusobeni abiotického stresu probihalo po dobu 4 tydnd. V pribéhu péstovani
byly zaznamenavany parametry rustu rostlin. Kazdy tyden probihal odbér rostlinného

materialu a nasledn¢ byla provedena analyza terpenoida ve vzorcich.

Vysledky péstovani M. arvensis a M. spicata ve vermikulitu odpovidaly vysledkiim
hydroponického péstovani v prvnim experimentu. Nejvhodnéj§im  roztokem
pro semihydroponické péstovani M. arvensis ve vermikulitu bylo %2 HM. Optimalnim
roztokem pro péstovani M. spicata ve vermikulitu byl roztok se snizenou koncentraci
dusi¢nanii (1,25 mmol.I"" NOs"). Rist M. spicata byl negativné ovlivnén pfi zvySeném

ptijmu dusi¢nant (Obr. 6).
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Obr. 6 Vysledné srovnani puisobeni abiotického stresu po dobu 14 dni na rist Mentha spicata.
Kvétina¢e zleva doprava: kontrolni %2 HM (10 mmolL1" NO3); zvySeny piijem dusi¢nani
(20 mmol.I"! NOsY); snizeny pfijem dusi¢nanii (1,25 mmolLI"! NO5); 2 HM s 50 mmol 1"
NaCl; ¥» HM se 100 mmol.l"! NaCl.

Oproti prvnimu experimentu, kde byla M. piperita péstovana hydroponicky a nejlepsi
parametry rostlin byly zaznamenany u snizen¢ho pfijmu dusiku, byl nejvhodnéj§im
roztokem pro péstovani tohoto genotypu ve vermikulitu kontrolni Zivny roztok
(2 HM). Pii pouziti solného stresu neprobihalo odumirani rostlin, ale doslo
k signifikantnimu sniZeni vysky rostlin a poctu listi u vSech genotypl vystavenych
solnému stresu. Rozdily ve vySce a poctu listi rostlin  péstovanych

pri abiotickém stresu po dobu 14 dni jsou uvedeny v Tab. 12.

Tab. 12 Srovnani vysky rostlin a poctu listii u genotypu maty péstovanych semihydroponicky
v substratu vermikulitu ve fytotronu. Kazdé¢ oSetfeni bylo zastoupeno 4 rostlinami daného
genotypu. Parametry byly zaznamenany dne 13.7.2020, po 14 dnech plisobeni
abiotického stresu.

Zivny roztok M. arvensis M. piperita M. spicata
1 kontrola (s HM) 26,5 cm; 72-116 lista 23,5 cm; 68 lista 15 cm; 60 lista
2.zvySeny pifjem 14-20 cm; 52-64 lista 22 cm; 55 lista 7 cm; 7 listu
dusi¢nanii
3.snizeny piijem 20 cm; 84 listl 19,5 cm; 42-60 listit 20,5 cm; 80 listu
dusi¢nanii
4.solny stres 11-15,5 cm; 72 listi 16 cm; 35 lista 9-12,5 cm; 30-48 listu
(50 mmol.I"! NaCl)
5.solny stres 8-13 cm; 60 lista 16,5 cm; 32-48 listt 14 cm; 46 listu
(100 mmol.I"! NaCl)
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4.1.3 Semihydroponické péstovani maty ve fenotypizanim zarizeni

Plantscreen conveyor system

Ve tretim experimentu byly genotypy maty péstovany v kvétinacich s vermikulitem
ve fenotypizaénim zafizeni Plantscreen conveyora v prub¢hu péstovani pravidelné
probihalo méfeni parametri rostlin. Provedeno bylo méfeni chlorofylové fluorescence.
Zjistovan byl zakladni fluorescencéni pomér Fv/Fm, tedy maximalni kvantovy vytézek
transportu elektroni ve fotosystému II. Tento pomér byl detekovan u predem

zatemn¢lych rostlin po osvétleni. Zaznamenané hodnoty Fv/Fm jsou uvedeny na Obr. 7.
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Obr. 7 Vysledky méfeni maximalniho kvantového vytézku transportu elektroni ve fotosystému
II u genotypa maty vystavenych abiotickému stresu. 1=kontrolni 4 HM (10 mmol.1*!
NOy); 2=zvy$eny piijem dusi¢nanii (20 mmol.I" NOs); 3=snizeny piijem dusi¢nani
(1,25 mmol.I'"* NOsY); 4=% HM se 100 mmol.1"! NaCl.
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Snizeni poméru Fv/Fm je wukazatelem snizené funkce fotosystému II
K nejvyraznéjsimu poklesu hodnoty poméru Fv/Fm vlivem stresu doSlo u genotypu
M. spicata. Zakladni fluorescenéni pomér Fv/Fm byl snizen zejména u rostlin
péstovanych v roztoku se zvySenym obsahem dusi¢nant. U kontrolnich rostlin byl
pramér zaznamenanych pomért Fv/Fm roven 0,74 £+ 0,07, zatimco u rostlin se zvySenym
pfijmem dusicnanii byl tento primér 0,62 + 0,02. U genotypu M. arvensis nebyly
zaznamenany signifikantni rozdily mezi zjisténymi hodnotami Fv/Fm u jednotlivych
osetfeni. Pomér Fv/Fm byl u genotypu M. piperita mimé snizen u rostlin péstovanych
v roztoku se snizenou koncentraci dusi¢nanu (0,75 + 0,02) oproti rostlinam kontrolnim
(0,80 = 0,04). U zadného z genotypt nemé¢lo pusobeni solného stresu signifikantni vliv

na hodnotu poméru Fv/Fm.

Krom¢ méfeni chlorofylové fluorescence bylo provadéno RGB zobrazeni habitu.
Rostliny byly v prabéhu ptisobeni abiotického stresu pravidelné snimany RGB kamerou,
kdy byl sledovan vliv stresu na rostlinnou morfologii. Pomoci kamery byly vytvareny
snimky rostlin zboku a seshora. Snimky ziskané RGB zobrazenim byly porovnany

po 8 dnech pusobeni stresu (Obr. 8).

M. arvensis M. spicata M. piperita

Lateral Lateral Lateral

Obr. 8 RGB zobrazeni habitu rostlin vystavenych abiotickému stresu. Snimky byly ziskany

po 8 dnech piisobeni stresu. Jednotliva osetieni: 1=kontrolni %4 HM (10 mmolL1" NOs);
2=zvySeny pijem dusinand (20 mmoll! NOs); 3=snizeny piijjem dusi¢nani

(1,25 mmol.I'"* NO5); 4=% HM se 100 mmol.1"! NaCl.
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Po ukonceni experimentu byly porovnavany RGB snimky a zaznamenané parametry
jednotlivych rostlin. Vyznamné fyziologické zmény rostlin se Casto projevuji zménou
zbarveni. RGB zobrazeni bylo vybrano pro sledovani ristu rostlin, zachyceni moznych
zmén ve zbarveni a pro monitoring stavu rostlin. RGB zobrazeni poskytuje informace
o mnozstvi makro- a mikroprvki v rostlinach a odezvé rostlin na abioticky stres. Ziskané

parametry mohou byt vyuzity pro zji§téni obsahu chlorofylu v rostlinach.

Bylo provedeno srovnani snimki ziskanych RGB zobrazenim dne 18.11.2020,
po 8 dnech puisobeni abiotick¢ho stresu (Obr. 8). Zjistovany byly plochy rostlin,
tedy pocet pixeldl na 1 mm?. Tento parametr je vhodny pro monitoring ristu rostlin
pfi stresovych podminkach. Z pofizenych RGB snimkd je patmé, Ze k vyraznému sniZeni
plochy doslo u rostlin genotypu M. spicata péstovanych pfi solném stresu. Takto
stresované rostliny mély sniZzeny vzrist a mensi pocet listi. Pouziti solného stresu mélo
negativni dopad na rust a vyvoj rostlin a pro péstovani tohoto genotypu tedy neni vhodné.
Plocha rostlin byla mirn¢€ sniZzena také u rostlin péstovanych v roztoku se snizenou

koncentraci dusi¢nanu.

U genotypu M. arvensis nebyly zaznamenany signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
oSetfenimi. V pfipad¢ genotypu M. piperita doslo k redukci plochy rostlin za podminek
snizen¢ho pfijmu dusi¢nanti v porovnani s rostlinami kontrolnimi i stresovanymi
zvySenym piijmem dusi¢nanu a solnym stresem. U takto oSetfenych rostlin doslo také

k mirnému sniZeni funkce fotosystému II (Obr. 7).
4.2 Analyza polyaminu a aminokyselin

V rostlinném materialu ze tetiho experimentu (péstovani ve fenotypizacni platformé
Plantscreen conveyor) byla provedena kvantifikace volnych polyamini a aminokyselin
pomoci UHPLC-MS/MS. Kvantifikace dusikatych latek byla provedena v rostlinach
vystavenych abiotickému stresu po dobu 16 dni. Pro kvantifikaci volnych polyamind
a aminokyselin ve vzorcich byly nejprve analyzovany kalibra¢ni fady vybranych
standardi. Byly vytvofeny kalibraéni kfivky zavislosti signalu (plochy piku
v chromatogramu) na koncentraci dan¢ho standardu. Signaly ziskané¢ analyzou vzorku
byly srovnany se signaly ziskanymi analyzou kalibracnich fad standardii. Predpisy
kalibra¢nich kfivek byly vyuzity pro vypocet obsahu dané slouceniny ve vzorcich. Obsah
byl pfepocitan na 1 mg rostlinného materialu a vysledna koncentrace byla uvedena

v jednotkach pmol. mg™! DW (such¢ hmoty).
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Pro vyhodnoceni vlivu abiotického stresu na obsah volnych polyaminii a aminokyselin
v rostlinném materialu byla pouZzita metoda vnitini normalizace, kdy byly porovnavany
koncentrace jednotlivych dusikatych sloucenin ve stresovanych rostlinach a v rostlinach
kontrolnich. Ziskané poméry koncentraci byly zlogaritmovany. Vysledky byly
vyobrazeny v grafech jako log?2 (c stres/c kontrola). Pro kazdy z genotypu byly vytvoreny
2 grafy. Prvni graf predstavoval vliv snizené¢ho ¢&i zvySen¢ho piijmu dusic¢nanu
na koncentraci dusikatych sloucenin, v druhém grafu byl uveden vliv solného stresu na
koncentraci dusikatych sloucenin v rostlinném materialu. Porovnana byla také celkova
koncentrace volnych polyaminti a aminokyselin v jednotlivych genotypech péstovanych

v rozdilnych Zivnych roztocich (Tab. 13).

Tab. 13 Vliv abiotického stresu na celkovou koncentraci volnych aminokyselin a polyamini

[pmol.mg™!] v suché hmot& jednotlivych genotypi.

Celkova koncentrace volnych dusikatych slou¢enin [pmol. mg™! DW]

M. arvensis M. piperita M. spicata
Kontrola \ 228279 233351 1911,30
Zvyseny ptijem dusi¢nani | 1 390,28 1916,53 2 446,82
Snizeny piijem dusi¢nani | 1 080,16 2751,68 2 570,98
Solny stres \ 2 440,76 229745 1 679,67
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Nejveétsi zmény v koncentraci dusikatych sloucenin vlivem abiotického stresu byly
zaznamenany u genotypu M. arvensis. Koncentrace dusikatych sloucenin byla v suché
hmoté genotypu M. arvensis  signifikantn¢ sniZzena  vlivem  péstovani
pii snizeném (1 080,16 pmol.mg™ DW) a zvyseném (1 390,28 pmol.mg™' DW) piijmu
dusi¢nanti oproti kontrole (2 282,79 pmol.mg™” DW). Naopak u rostlin p&stovanych
v% HM se 100 mmoll' NaCl doslo ke zvySeni obsahu dusikatych latek
(2 440,76 pmol.mg™ DW). Pouze u genotypu M. arvensis doslo ke zvyseni koncentrace

dusikatych latek vlivem solného stresu.

V rostlinach M. piperita byla koncentrace volnych polyaminu a aminokyselin
signifikantné snizena pfi zvySeném piijmu dusi¢nant, k mimému snizeni doslo také
pri pusobeni solného stresu. Naopak pii snizeném piijmu dusi¢nani doslo k vyraznému
naristu obsahu dusikatych latek (2 751,68 pmol.mg™ DW) oproti rostlinam kontrolnim
(2 331,51 pmol.mg™ DW). V genotypu M. spicata byla koncentrace dusikatych latek
vlivem solného stresu sniZena (1 679,67 pmol.mg™ DW) oproti kontrolnimu osetfeni
(1 911,30 pmol.mg™ DW), ov§em doslo k nariistu koncentrace pfi zvyseném a snizeném
ptijmu dusi¢nand.

Byl sledovan vliv abiotického stresu pusobiciho béhem hydroponického péstovani
rostlin na koncentraci jednotlivych volnych polyamini a aminokyselin v such¢ hmoté¢
vybranych genotypt. Vliv pfijmu dusi¢nanii na obsah dusikatych slou¢enin v genotypu
M. arvensis je uveden na Obr. 9. U genotypu M. arvensis mél obecn¢ stres snizenym
¢i zvySenym pfijmem dusi¢nanu negativni vliv na koncentraci volnych dusikatych latek.
K vyraznéj§imu poklesu dusikatych latek doslo pifi pouziti snizené koncentrace

dusi¢nanu.
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Vliv pfijmu dusi¢nant na obsah dusikatych sloucenin u M. arvensis
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Obr. 9 Vliv pfijmu dusicnani na obsah volnych polyamini a aminokyselin v genotypu
M. arvensis. Sledovan byl vliv TMNO;5 (zvy$eny piijem dusi¢nani, 20 mmol.I" NO5Y)
a VNOs™ (snizeny piijem; 1,25 mmolLI! NOs). Dusikaté slouceniny: HIST=histamin;
PUT=putrescin; DAP=13-diaminopropan, CAD=kadaverin; NorSPD=norspermidin;
SPD=spermidin; = HomoSPD=homospermidin; SPM=spermin; AGM=agmatin;
TYRA=tyramin; PHE=fenylalanin, LEU=leucin; ILE=izoleucin; GABA=kys.
y-aminomdselnd; TRP=tryptofan;, MET=methionin, VAL=valin; PRO=prolin;
BALA=p-alanin; TYR=tyrosin; ALA=alanin; THR=threonin; AAA=kys. aminoadipova;
GLY=glycin; ASP=kys.asparagovd; GLU=kys.glutamova; SER=serin; ASN=asparagin;
GLN=glutamin; ARG=arginin; HIS=histidin, ORN=ornithin.

Vlivem stresu doslo zejména k signifikantnimu poklesu obsahu volnych aminokyselin.
Nejvice byla sniZzena koncentrace argininu a glycinu. Jedinou aminokyselinou, u které
doslo k vyrazn€jSimu naristu koncentrace vlivem snizené¢ho piijmu dusi¢nant, byl
tryptofan. Z hlediska polyamint byla disledkem stresu zvySena pouze koncentrace
histaminu a putrescinu. Naopak vlivem stresu doslo k vyraznému poklesu koncentraci
polyamint 1,3-diaminopropanu; kadaverinu a spermidinu, a to zejména u rostlin
stresovanych snizenym prijmem dusi¢nana. Z vysledka vyplyva, Ze stres nadmérnym
1 nizkym pfijmem dusi¢nanil je pro péstovani genotypu M. arvensis nevhodny. Jeho

disledkem je zvyseni degradace aminokyselin.
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Nasledné byl u genotypu M. arvensis sledovan vliv solného stresu (100 mmol 1! NaCl)
na koncentraci jednotlivych polyaminii a aminokyselin (Obr. 10). Obecné doslo k nartistu
koncentrace dusikatych sloucenin vlivem soln¢ho stresu. Nejvetsi narist byl zaznamenan
u aminokyselin asparaginu, prolinu, tyraminu a serinu. Pozitivni korelace byla zjisténa
také mezi pusobenim solného stresu a obsahem volnych polyamind, kdy signifikantni
zvy$eni koncentrace nastalo zejména u histaminu a kadaverinu. K vyraznéj§imu sniZeni

koncentrace vlivem stresu doslo pouze u aminokyselin glycinu a kyseliny aminoadipoveé.

Vliv solného stresu na obsah dusikatych sloucenin u M. arvensis
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Obr. 10 Vliv solného stresu na obsah volnych polyaminii a aminokyselin v genotypu M. arvensis.
Dusikaté slouCeniny: HIST=histamin; PUT=putrescin; DAP=1,3-diaminopropan;
CAD=kadaverin; NorSPD=norspermidin; SPD=spermidin; HomoSPD=homospermidin;
SPM=spermin; AGM=agmatin, TYRA=tyramin, PHE=fenylalanin, LEU=leucin;
ILE=izoleucin, GABA=kys. p-aminomdselnd; TRP=tryptofan, MET=methionin;
VAL=valin; PRO=prolin; BALA=/-alanin; TYR=tyrosin; ALA=alanin; THR=threonin;
AAA=kys. aminoadipovd; GLY=glycin; ASP=kys.asparagovd; GLU=kys.glutamov4;
SER=serin;  ASN=asparagin; GLN=glutamin;, = ARG=arginin; = HIS=histidin;
ORN=ornithin.
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U genotypu M. piperita byl zaznamenan opacény trend vlivu zvySeného pfijmu
dusicnanti na obsah volnych aminokyselin nez u genotypu M. arvensis. Duisledkem
zvySeného piijmu dusi¢nanu byl signifikantni narist obsahu volnych aminokyselin
(Obr. 11). K nejvétsimu narustu doslo u aminokyselin asparaginu, tryptofanu, prolinu,
kyseliny aminoadipové. Koncentrace téchto aminokyselin byla zvySena také
pfi snizeném piijmu dusi¢nani. I kdyz doslo pfi zvySenému piijmu dusi¢nanu k nartstu
obsahu volnych aminokyselin, celkova koncentrace dusikatych sloucenin byla
v genotypu M. piperita signifikantné snizena (viz. Tab. 11). Pfi zvySeném piijmu
dusicnanti doslo k vyraznému snizeni koncentraci polyaminii 1,3-diaminopropanu;
kadaverinu a spermidinu. Zaznamenan byl pouze mirny nartst obsahu putrescinu.
P1i snizeném piijmu dusi¢nani doslo k signifikantnimu zvyseni koncentrace polyamini
putrescinu a sperminu. SniZzeni bylo zaznamenano zejména u aminokyselin glycinu,

alaninu, kyseliny y-aminomaselné, kyseliny glutamové, fenylalaminu a methioninu.

Vliv prijmu dusi¢nant na obsah dusikatych sloucenin u M. piperita
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Obr. 11 Vliv pfijmu dusi¢nani na obsah volnych polyamini a aminokyselin v genotypu
M. piperita. Sledovan byl vliv MNOs™ (zvy$eny piijem dusi¢nani, 20 mmol.l" NO;)
a LNO;s™ (snizeny pifjem; 1,25 mmol.I"" NOs). Dusikaté slout¢eniny: HIST=histamin;
PUT=putrescin, DAP=1,3-diaminopropan, CAD=kadaverin; NorSPD=norspermidin;
SPD=spermidin; HomoSPD=homospermidin; SPM=spermin; AGM=agmatin,
TYRA=tyramin, PHE=fenylalanin, GABA=kys. y-aminomaselna; TRP=tryptofan;
MET=methionin; VAL=valin; PRO=prolin; BAL A=p-alanin; TYR=tyrosin; ALA=alanin;
THR=threonin, AAA=kys.aminoadipovd; GLY=glycin; ASP=kys. asparagova;
GLU=kys.glutamova,; SER=serin; ASN=asparagin; GLN=glutamin; ARG=arginin;
HIS=histidin; ORN=ornithin.

m1 NO3- } NO3-
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Disledkem soln¢ho stresu u genotypu M. piperita bylo signifikantni zvySeni

koncentrace volnych aminokyselin asparaginu, histidinu, f-alaninu, leucinu, isoleucinu,

serinu a kyseliny aminoadipové (Obr. 12). U genotypu M. piperita doslo pfi pusobeni

stresu ke zvySeni koncentrace prolinu pouze u rostlin stresovanych nadmémym

¢l snizenym pfijmem dusi¢nani. Solny stres naopak vyustil v mimé snizeni obsahu

prolinu (10,12 pmol.mg™ DW) ve stresovanych rostlinich oproti rostlinAm kontrolnim

(11,34 pmol.mg™? DW). Vyrazné sniZena byla vlivem solného stresu koncentrace

tryptofanu a argininu. U genotypu M. piperita byly pfi solném stresu zaznamenany pouze

malé zmény v koncentracich jednotlivych polyamint.

log 2 (c stres/c kontrola)
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Vliv soln¢ho stresu na obsah dusikatych sloucenin u M. piperita
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12 Vliv solného stresu na obsah volnych polyaminii a aminokyselin v genotypu M. piperita.

Dusikaté slouCeniny: HIST=histamin; PUT=putrescin; DAP=1,3-diaminopropan;
CAD=kadaverin; NorSPD=norspermidin; SPD=spermidin; HomoSPD=homospermidin;
SPM=spermin; AGM=agmatin, TYRA=tyramin, PHE=fenylalanin, LEU=leucin;
ILE=izoleucin, GABA=kys. p-aminomdselnd; TRP=tryptofan, MET=methionin;
VAL=valin; PRO=prolin; BALA=/-alanin; TYR=tyrosin; ALA=alanin; THR=threonin;
AAA=kys. aminoadipovd; GLY=glycin; ASP=kys.asparagovd; GLU=kys.glutamov4;
SER=serin;  ASN=asparagin; GLN=glutamin;, = ARG=arginin; = HIS=histidin;
ORN=ornithin.
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Vliv pfijmu dusi¢nanti na koncentraci volnych polyamint a aminokyselin v rostlinach

genotypu M. spicata je uveden na Obr. 13. Z vysledki je patrné, Ze zvySeny piijem

dusi¢nanti u tohoto genotypu vyustil v nartst obsahu volnych polyamint. Nejvice byla

zvySena koncentrace putrescinu a kadaverinu. Abioticky stres se u genotypu M. spicata

projevil zejména vyraznym zvySenim koncentrace prolinu. Dusledkem zvysen¢ho pfijmu

dusi¢nant byl také narist obsahu glycinu a serinu. SniZeni koncentrace bylo naopak

zaznamenano u aminokyselin argininu, histidinu a kyseliny aminoadipové. Prijem

nizkého mnozstvi dusi¢nani se projevil u genotypu M. spicata naristem koncentrace

polyamint putrescinu; 1,3-diaminopropanu; spermidinu a sperminu. Kromé prolinu byla

za podminek nizkého pfijmu dusi¢nanu signifikantné zvysena také koncentrace glycinu

a tryptofanu.

log 2 (c stres/c kontrola)

Obr.
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13 Vliv pfijmu dusi¢nanii na obsah volnych polyaminii a aminokyselin v genotypu
M.spicata. Dusikaté slouCeniny: HIST=histamin; PUT=putrescin;
DAP=1,3-diaminopropan; CAD=kadaverin; NorSPD=norspermidin; SPD=spermidin;
HomoSPD=homospermidin; SPM=spermin; AGM=agmatin; TYRA=tyramin;
PHE=fenylalanin;, LEU=leucin; ILE=izoleucin, GABA=kys. y-aminomaseln4;
TRP=tryptofan, = MET=methionin;, VAL=valin, PRO=prolin, BALA=p-alanin;
TYR=tyrosin; ALA=alanin, THR=threonin; AAA=kys. aminoadipovd; GLY=glycin;
ASP=kys.asparagova; GLU=kys.glutamov4; SER=serin; ASN=asparagin;
GLN=glutamin; ARG=arginin; HIS=histidin, ORN=ornithin.
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Dle grafu (Obr. 14) je patmé, Ze solny stres mél u genotypu M. spicata negativni vliv
na obsah dusikatych sloucenin. Z hlediska volnych polyamind doslo pouze ke zvyseni
koncentrace putrescinu, koncentrace ostatnich polyamini byla vyrazn¢ sniZena.
Piasobenim solného stresu doslo k signifikantnimu zvySeni koncentrace aminokyselin
prolinu a glycinu, stresovych markera. Naopak obsah histidinu, argininu, glutamatu,

fenylalaninu a methioninu byl vyrazné snizen.

Ze tfi vybranych genotypu maty byly rostliny M. spicata nejméné tolerantni
k puisobeni solného stresu. Pouziti solného stresu (100 mmol.I"! NaCl) tedy neni vhodné

pro péstovani genotypu M. spicata.

Vliv soln¢ho stresu na obsah dusikatych sloucenin u M. spicata
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Obr. 14 Vliv solného stresu na obsah volnych polyaminii a aminokyselin v genotypu M. spicata.
Dusikaté slouCeniny: HIST=histamin; PUT=putrescin; DAP=1,3-diaminopropan;
CAD=kadaverin; NorSPD=norspermidin; SPD=spermidin; HomoSPD=homospermidin;
SPM=spermin; AGM=agmatin, TYRA=tyramin, PHE=fenylalanin, LEU=leucin;
ILE=izoleucin, GABA=kys. p-aminomdselnd; TRP=tryptofan, MET=methionin;
VAL=valin; PRO=prolin; BALA=/-alanin; TYR=tyrosin; ALA=alanin; THR=threonin;
AAA=kys. aminoadipovd; GLY=glycin; ASP=kys.asparagovd; GLU=kys.glutamov4;
SER=serin;  ASN=asparagin; GLN=glutamin;, = ARG=arginin; = HIS=histidin;
ORN=ornithin.
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4.3 Analyza sekundarnich metabolitu maty

4.3.1 Analyza fenolickych sloucenin

Kvantifikace fenolickych sloucenin byla provedena v rostlinném materialu
vypéstovaném ve tfetim experimentu, kdy byly rostliny vystaveny abiotickému stresu
po dobu 16 dni v systému Plantscreen conveyor. UHPLC-MS/MS analyzou kalibra¢nich
fad standardua byly ziskany chromatogramy jednotlivych analytt. Pro kazdy ze standardu
byly vytvofeny kalibracni kfivky zavislosti plochy piku na koncentraci standardu.
Predpisy kalibrac¢nich kfivek standardi byly pouzity pro vypocet koncentrace dané
fenolické slouceniny ve vzorku. Plochy piki ziskané analyzou vzorkil byly srovnany
s plochami piku standardu a nasledné€ byl proveden piepocet na 1 mg suché hmoty (DW).

Vysledna vypoéitana koncentrace byla uvedena v jednotkach nmol.mg™ DW.

Pro vyhodnoceni vlivu abiotického stresu na obsah fenolickych sloucenin v rostlinach
maty byly vypocteny podily koncentraci jednotlivych fenolickych sloucenin
ve stresovanych rostlinach a v rostlinach kontrolnich. Tyto podily byly logaritmovany,
pouzit byl logaritmus o zakladu 2. Vypocitané hodnoty byly nasledn¢ porovnavany.
Pokud byly hodnoty zaporné, mélo plisobeni stresu negativni vliv na obsah fenolickych
sloucenin. V pripad¢ pozitivni korelace byly hodnoty zlogaritmované¢ho podilu kladné.
Pro vyhodnoceni byly vytvofeny grafy, ve kterych byly zmény koncentraci fenoli

prezentovany jako log2 (c stres/c kontrola).
Pro kazdy z genotypt byly vytvofeny 2 grafy. Prvni graf predstavoval vliv piijmu
dusicnanti na obsah fenolickych sloucenin. Vliv solného stresu byl vynesen v druhém

grafu. Krom¢ posouzeni zmén v koncentracich jednotlivych slouéenin byla také zjisténa

celkova koncentrace fenolickych latek ve stresovanych a kontrolnich rostlinach (Tab. 14).

Tab. 14 Vliv abiotického stresu na celkovou koncentraci fenolickych sloucenin

[nmol.mg™!] v suché hmot& jednotlivych genotypi.

Celkova koncentrace fenolickych slou¢enin [nmol. mg* DW]

M. arvensis M. piperita M. spicata
Kontrola \ 36,496 16,104 38,959
Zvyseny piijem dusi¢nant 28,146 33,643 57,836
Snizeny pfijem dusi¢nanti 29,201 46,869 48,819
Solny stres 28,688 30,782 55,407
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Celkova koncentrace fenolickych sloucenin byla v genotypu M. arvensis pisobenim
abiotického stresu vyrazné snizena. Jednalo se o jediny genotyp maty, u kterého byla
zjisténa negativni korelace mezi pusobenim stresu a obsahem fenolickych latek. U dalsich
genotypu, M. piperita a M. spicata, byl dusledkem abiotického stresu narist obsahu

fenolickych sloucenin.

Majoritné zastoupenymi fenolickymi slouceninami vSech genotypu maty byly
kyselina rozmarynova, dale pak hesperidin a kyselina kavova. Zjisténé koncentrace
kyseliny rozmarynové byly porovnany se studii navazujici na vysledky bakalaiské prace
(Cavar Zeljkovi¢ et al., 2021). Koncentrace kyseliny rozmarynové ve 13 genotypech
maty péstovanych na experimentalnich plochach VURV. v.wvi. a sklizenych
v Servenci-zaii 2018 se pohybovala v rozmezi 1363-2 557 pg.g™ DW. V této diplomové
praci bylo zjisténo, Ze u tii genotypi maty ziskanych na plochach VURV, v.v.i. v fijnu
2020 a péstovanych hydroponicky v systému Plantscreen conveyor byla koncentrace
kyseliny rozmarynové vyrazné vy3si, pohybovala se v rozmezi 2 999-9 720 pg.g™' DW
(kontrola). V pripad¢ stresovanych rostlin byla koncentrace kyseliny rozmarynoveé
6 361-14 468 ug.g' DW(zvyseny pifjem dusi¢nant); 6 181-12 078 ug.g™! DW (sniZeny
piijem dusiénanil); 6 437-14 245 ug.g™! DW (solny stres).

V porovnani s kontrolou doslo u genotypu M. arvensis péstovancho ze podminek
stresu k vyraznému poklesu obsahu fenolickych sloucenin, pfi¢emz mezi jednotlivymi
oSetfenimi (vysoky pfijem dusi¢nand, nizky pfijem dusi¢nani, solny stres) nebyly
zaznamenany velké rozdily. Nejnizsi koncentrace fenolickych latek byla detekovana

v rostlinach péstovanych v roztoku se zvySenym obsahem dusi¢nanii.

U genotypu M. piperita 1 M. spicata byla v porovnani se stresovanymi rostlinami
koncentrace fenolickych latek v kontrolnich rostlinach nejnizsi. V genotypu M. piperita
byla koncentrace signifikantné zvySena v rostlinach stresovanych snizenym piijmem
dusiénanii (46,869 nmol.mg™! DW) oproti rostlinam kontrolnim (16,104 nmol.mg™! DW).
Nejvyraznéjsi narast koncentrace fenolit byl u genotypu M. spicata zaznamenan

u zvy$encho pfijmu dusi¢nand, dale pak u solného stresu.

Nasledné byly sledovany zmény hladin jednotlivych fenolickych latek v oSetfovanych
rostlinach. Vliv pfijmu dusi¢nani na obsah fenolickych sloudenin u genotypu
M. arvensis je uveden na Obr. 15. Pouze u tohoto genotypu bylo diusledkem abiotického

stresu snizeni koncentrace témér vSech fenolickych sloucenin.
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Vliv pfijmu dusi¢nant na obsah fenolickych sloucenin u M. arvensis
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Obr. 15 Vliv pfijmu dusi¢nanti na obsah fenolickych sloucenin v genotypu M. arvensis. Sledovan
byl vliv INO5™ (zvy$eny pifjem dusi¢nant, 20 mmol.I"! NO5’) a  NO;™ (snizeny piijem
dusi¢nani; 1,25 mmoll! NO;). Fenolické slou¢eniny: ChA=kyselina chlorogenova;
CA=kyselina kdvovd; SyA=kyselina syringovd; p-CA=kyselina p-kumarova;
FA=kyselina ferulovd; SaA=kyselina salicylovd; LUT=luteolin, QCET=kvercetin;
RUT=rutin; NGIN=naringin; RA=kyselina rozmarynova; HESP=hesperidin.

Vlivem zvySen¢ho i snizen¢ho pfijmu dusicnanti doslo k signifikantnimu poklesu
koncentrace téméf vsech fenolickych latek v suché hmoté genotypu M. arvensis.
K vyraznéj§imu poklesu obsahu fenolii doslo u rostlin péstovanych v roztoku se zvySenou
koncentraci dusi¢nanii. Abioticky stres pfijmem dusi¢nanii se projevil zejména snizenim
koncentrace flavonoidu naringinu a kyseliny salicylové, ktera je zarazovana

mezi fenolicke kyseliny.

Dusledkem snizen¢ho i zvySeného pfijmu dusi¢nant byl nartst obsahu pouze dvou
fenolickych kyselin, a to kyseliny chlorogenové a ferulové. Vlivem zvySeného piijmu
dusi¢nanti doslo také k signifikantnimu nartstu koncentrace flavonoidu kvercetinu,
naopak dusledkem sniZzen¢ho pfijmu dusi¢nant byl narast koncentrace flavonoidu

luteolinu.

Stres nedostatkem 1 nadbytkem dusicnani mél vtomto piipadé negativni vliv
na obsah fenolickych sloucenin, pro péstovani genotypu M. arvensis tedy nejsou tyto

podminky vhodné.

80



V grafu (Obr. 16) lze pozorovat vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu M. arvensis. Stejn¢ jako v pripadé stresu prijmem dusi¢nanu nebyl solny stres
priznivy a doslo k signifikantnimu poklesu koncentrace témét vSech fenolickych latek.
Signifikantni narist byl zaznamenan pouze u kvercetinu, obdobné jako v pripad¢
zvySeného prijmu dusi¢nant u tohoto genotypu. K mimému narastu hladiny doslo
u kyseliny ferulové, kyseliny salicylové a luteolinu. K nejvyraznéj§imu snizeni

dusledkem zasoleni doslo u rutinu, dale pak u kyseliny syringové a naringinu.

Pri pusobeni abiotického stresu nastava casto zvyseni produkce fenolickych sloucenin,
jez se vyznacuji antioxidacni aktivitou. Jedna se o jeden z obrannych mechanismi rostlin
pfed negativnimi vlivy puasobiciho stresu. U genotypu M. arvensis doslo
k signifikantnimu sniZzeni koncentrace fenolickych sloucenin a antioxidac¢ni odezva

na pusobeni solného stresu nebyla dostatecna.

Vliv soln¢ho stresu na obsah fenolickych sloucenin u M. arvensis
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Obr. 16 Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin v genotypu M. arvensis. Fenolické
slouCeniny: ChA=kyselina chlorogenova; CA=kyselina kdvova; Sy A=kyselina syringova;
p-CA=kyselina p-kumarovd; FA=kyselina ferulovd; SaA=kyselina salicylova;
LUT=luteolin, QCET=kvercetin, RUT=rutin; NGIN=naringin; RA=kyseclina
rozmarynova, HESP=hesperidin.
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Dale byl zkouman vliv zvyseného a snizen¢ho prijmu dusi¢nanti na obsah fenolickych
slou¢enin u genotypu M. piperita (Obr. 17). Vlivem stresu doslo k signifikantnimu
narustu téméf vSech fenolickych latek. Jedinou latkou, u niz doslo vlivem obou
stresovych faktor k poklesu koncentrace v suché hmoté, byl kvercetin. V pripadé
kyseliny salicylové, luteolinu a kyseliny p-kumarové byl zaznamenan opacény trend
u zvyseného a sniZzen¢ho pfijmu dusicnant. Pfi snizeném pfijmu dusi¢nant doslo
ke zvySeni obsahu, naopak zvySeny pfijem dusi¢nanu vyustil v pokles obsahu téchto

fenolickych sloucenin oproti kontrole.

Z vysledku je patrné, ze k signifikantnéjSimu zvyseni obsahu fenolickych sloucenin
v genotypu M. piperita doslo pii péstovani v roztoku s nizkou koncentraci dusi¢nant.
Antioxidaéni odezva rostlin stresovanych snizenym pfijmem dusi¢nanii byla silnéjsi
a tento stresovy faktor se jevi jako priznivéj§i. Pfi zvySeném piijmu dusi¢nani byly
detekovany méné markantni zmény a v porovnani s kontrolou doslo také k mirnému

snizeni koncentrace kyseliny p-kumarové, kyseliny salicylové, luteolinu a kvercetinu.

Vliv pfijmu dusi¢nant na obsah fenolickych sloucenin u M. piperita
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Obr. 17 Vliv piijmu dusi¢nanii na obsah fenolickych sloucenin v genotypu M. piperita. Sledovan
byl vliv MNO5” (zvy$eny piijem dusi¢nani, 20 mmol1! NOs?) a (NOs™ (snizeny piijem
dusi¢nani; 1,25 mmoll! NO;). Fenolické slou¢eniny: ChA=kyselina chlorogenova;
CA=kyselina kdvovd; SyA=kyselina syringovd; p-CA=kyselina p-kumarova;
FA=kyselina ferulovd; SaA=kyselina salicylova; LUT=luteolin, QCET=kvercetin;
RUT=rutin; NGIN=naringin; RA=kyselina rozmarynova; HESP=hesperidin.
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Sledovan byl také vliv solné¢ho stresu (Obr. 18). Na rozdil od genotypu M. arvensis
byl v tomto pfipad¢ solny stres pozitivnim stresovym faktorem. V duasledku zasoleni
doslo k signifikantnimu zvySeni hladiny t¢éméf vSech fenolickych latek oproti kontrole.
Vyjimkou byla kyselina p-kumarova, jejiz koncentrace byla vlivem stresu mimé sniZena.
Nejvyraznéjsi narist byl zaznamenan u naringinu. Zmény nebyly detekovany

pouze u flavonoidu kvercetinu.

Solny stres mél opét pozitivni vliv na obsah fenolickych latek v rostlinach genotypu
M. piperita. Pti pouziti tohoto stresového faktoru ovSem nebyla zaznamenana tak silna

antioxidacni odezva, jako v pfipadé snizen¢ho piijmu dusi¢nanti.

Vliv soln¢ho stresu na obsah fenolickych sloucenin u M. piperita
ChA CA SyA pCA FA SaA LUT QCET RUT NGIN RA HESP

0.9
0.8
0.7
05
0.4
03
02 I
0.1
0 I u _

m solny stres (100 mmol.1-1 NaCl)

log 2 (c stres/ ¢ kontrola)
(=)
[=))

Obr. 18 Vliv solného stresu na obsah fenolickych slou€enin v genotypu M. piperita. Fenolické
slouCeniny: ChA=kyselina chlorogenova; CA=kyselina kdvova; Sy A=kyselina syringova;
p-CA=kyselina p-kumarovd; FA=kyselina ferulovd; SaA=kyselina salicylova;
LUT=luteolin, QCET=kvercetin, RUT=rutin; NGIN=naringin; RA=kyseclina
rozmarynova, HESP=hesperidin.
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Vliv pfijmu dusi¢nanu na obsah fenolickych latek u genotypu M. spicata je uveden
na Obr. 19. Stejné jako u genotypu M. piperita doslo k signifikantnimu zvyseni obsahu
fenolickych latek vlivem snizeného i1 zvySené¢ho pfijmu dusicnanli. Ve srovnani
s kontrolou byla duasledkem obou stresovych faktoru nejvice zvySena koncentrace
kvercetinu a naringinu. K mimému sniZzeni koncentrace doslo pouze u kyseliny

syringové a rutinu.

Vyuziti nedostateéného i nadmémého piijmu dusi¢nanii mélo u genotypu M. spicata
obdobnou odezvu stim rozdilem, Ze pfi nadmémém pifijmu dusicnani nebyly
zaznamenany vyrazn¢ zmény obsahu luteolinu a kyseliny ferulové oproti kontrole,

naopak pfi snizeném piijmu dusi¢nant doslo k mimému zvyseni koncentrace téchto latek.

Vliv pfijmu dusi¢nanu na obsah fenolickych sloucenin u M. spicata
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Obr. 19 Vliv piijmu dusi¢nanii na obsah fenolickych sloucenin v genotypu M. spicata. Sledovan
byl vliv MNO5” (zvy$eny piijem dusi¢nani, 20 mmol1! NOs?) a (NOs™ (snizeny piijem
dusi¢nani; 1,25 mmoll! NO;). Fenolické slou¢eniny: ChA=kyselina chlorogenova;
CA=kyselina kdvovd; SyA=kyselina syringovd; p-CA=kyselina p-kumarova;
FA=kyselina ferulovd; SaA=kyselina salicylova; LUT=luteolin, QCET=kvercetin;
RUT=rutin; NGIN=naringin; RA=kyselina rozmarynova; HESP=hesperidin.
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Solny stres se u genotypu M. spicata jevil jako pozitivni stresovy faktor (Obr. 20),
jelikoz jeho dusledkem doslo ke zvySeni koncentrace vSech detekovanych fenolickych
sloucenin ve stresovanych rostlinach ve srovnani s kontrolou. Signifikantni nartst
koncentrace byl zaznamenan u kvercetinu, dale pak u kyseliny salicylové a naringinu.

Nejmensi zmény byly detekovany u kyseliny kavové.

Vliv soln¢ho stresu na obsah fenolickych sloucenin u M. spicata
ChA CA SyA pCA FA SaA LUT QCET RUT NGIN RA HESP
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log 2 (c stres/ ¢ kontrola)
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Obr. 20 Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin v genotypu M. spicata. Fenolické
slouCeniny: ChA=kyselina chlorogenova; CA=kyselina kdvova; Sy A=kyselina syringova;
p-CA=kyselina p-kumarovd; FA=kyselina ferulovd; SaA=kyselina salicylova;
LUT=luteolin, QCET=kvercetin, RUT=rutin; NGIN=naringin; RA=kyseclina
rozmarynova, HESP=hesperidin.
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4.3.2 Analyza terpenoidi

Terpenoidy byly kvantifikovany v rostlinném materialu ziskaném v druhém a tfetim
experimentu pomoci techniky GC-MS. V pfipad¢ tfetiho experimentu (péstovani
v systétmu Planscreen conveyor) byly rostliny vystaveny stresu po dobu 16 dni
a po ukonceni experimentu probéhla kvantifikace terpenoidu. V druhém experimentu
(pestovani ve fytotronu) byly rostliny stresovany po dobu 4 tydni a jednou tydné probihal
odbér rostlinného materialu. Pro srovnani s tfetim experimentem byly vyuzity vysledky

ziskan¢ ze druhého experimentu po 14 dnech ptisobeni stresu.

Kvantifikace terpenoidii byla provedena proméfenim kalibracnich fad standardi.
Ziskané signaly byly vyuzity pro vyneseni kalibracnich kfivek. Pomoci pfedpisu
kalibracnich kfivek byla vypocitana koncentrace terpenoidi ve vzorcich. Sledovanymi
terpenoidy byly cukalyptol, menthon, menthofuran, menthol, pulegon, karvon,
piperitenon oxid a karyofylen. MnozZstvi terpenoidi bylo prepocitano na 1 mg suché
hmoty (DW) a vysledna koncentrace v rostlinném materialu byla uvedena v jednotkach

nmol.mg™!' DW.

Pro posouzeni vlivu abiotického stresu na obsah terpenoidu v rostlinném materialu
byly vypocteny podily koncentraci terpenoidu ve stresovanych rostlinach a v kontrole,
které byly nasledn¢ logaritmovany. Byly vytvoreny grafy, kde koncentrace terpenoidu
byly vyjadieny jako log?2 (c stres/c kontrola). V pfipad¢ pozitivni korelace se stresem byly
logaritmované podily kladné. Pro jednotlivé genotypy byl zkazdého experimentu
vytvoren jeden graf vlivu stresu (snizené¢ho i zvySeného pfijmu dusi¢nanti a soln¢ho

stresu) na obsah terpenoidd.

Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidd ve tfetim experimentu (péstovani
v Conveyoru; fijen—listopad 2020) u genotypu M. arvensis je uveden na Obr. 21.
Vrostlinném materialu  byly identifikovany terpenoidy karvon, menthofuran
a karyofylen. V rostlinach tohoto genotypu byly detekovany také terpenoidy menthol,
menthon, pulegon a piperitenon oxid, které ovSem nebyly pfitomny ve vSech osetienich
a nejsou tedy uvedeny ve vysledném grafu. Majoritné zastoupenym terpenoidem
genotypu M. arvensis byl karvon (jehoZz koncentrace v kontrolnich rostlinach byla
886,7 nmol.mg™ DW). Naopak nejméné zastoupenym terpenoidem v kontrole

byl karyofylen (27,6 nmol.mg™' DW).
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Vlivem vsech zvolenych stresovych faktori doslo k signifikantnimu sniZeni
koncentrace menthofuranu ve srovnani s kontrolou. V pfipad¢ karvonu a karyofylenu byl
zaznamenan mimy nartst koncentrace ve srovnani s kontrolou. Ke zvyseni obsahu obou
terpenoidu doslo pii pouziti vSech stresovych faktort, nejvyrazngji byla hladina karvonu

a karyofylenu zvysena dusledkem solného stresu.

Vliv stresu na obsah terpenoidu (M. arvensis; Exp. 3)

menthofuran karvon karyofylen
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log2 (c stres/c kontrola)

H1 NO3- ®|NO3- msolny stres (100 mmol.l-1 NaCl)

Obr. 21 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidii v genotypu M. arvensis (tieti experiment,
péstovani v Conveoru). Sledovan byl vliv NO; (zvySeny piijem dusi¢nani,
20 mmoll! NOs’) a \NOs (sniZeny pifjem dusi¢nanii; 1,25 mmol.I"! NO5) a solného
stresu.

87



Vliv stresu na obsah terpenoidu u genotypu M. arvensis ve druhém experimentu je
uveden na Obr. 22. V rostlinach genotypu M. arvensis péstovanych ve druhém
experimentu (fytotron; ¢erven—cCervenec 2020) byly identifikovany ve vSech osetfenich
po 14 dnech pusobeni stresu terpenoidy karvon, piperitenon oxid a karyofylen.
V rostlinném materialu nebyl detekovan menthofuran, jenz byl obsazen v suché hmot¢
tohoto genotypu péstovan¢ho ve tietim experimentu. Na rozdil od tfetiho experimentu
doslo vlivem puisobeni 100 mmol.I”" NaCl ke sniZeni koncentrace vsech sledovanych

terpenoidu.

Pisobeni stresu (zvy$eného a snizeného piijmu dusiénanii a pouziti 50 mmol.1"! NaCl)
meélo pozitivni vliv na koncentraci karvonu a karyofylenu obdobné jako ve tfetim
experimentu s tim rozdilem, Ze ve srovnani s kontrolou nebyly detekovany zmény obsahu
karyofylenu pfi sniZzeném pfijmu dusi¢nani. Byl zaznamenan pouze mimy narust

koncentrace piperitenon oxidu vlivem stresu, a to pfi vyuziti zvySen¢ho pfijmu dusi¢nant.

Vliv stresu na obsah terpenoidu (M. arvensis, Exp. 2)
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Obr. 22 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidit v genotypu M. arvensis (druhy experiment,
péstovani ve fytotronu). Sledovan byl vliv PNOj; (zvySeny piijem dusi¢nani,
20 mmol.l"! NO;) a \NOs (snizeny pfijem dusi¢nani; 1,25 mmoll*! NOs’) a solného
stresu (50 mmol.I"! a 100 mmol.1"! NaCl).
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Odlisny trend byl zaznamenan u genotypu M. piperita ve tfetim experimentu
(Obr. 23). Ve vsech osetfovanych rostlinach byly identifikovany terpenoidy eukalyptol,
menthon, menthofuran, pulegon, karvon, piperitenon oxid a karyofylen. Majoritné
zastoupenym terpenoidem byl piperitenon oxid, naopak nejméné zastoupenym

terpenoidem byl karyofylen.

Diisledkem puisobicich stresovych faktori bylo snizeni koncentrace témér vsech
terpenoidu v suché hmot¢. U nékterych terpenoidu, napfiklad u eukalyptolu a menthonu
pfi sniZeném pfijmu dusi¢nand, nebyla zaznamenana signifikantni zména koncentrace
oproti kontrole. K nejvyraznéjsimu poklesu hladiny doslo u karvonu vlivem soln¢ho
stresu a snizeného pfijmu dusicnant. Pro péstovani M. piperita se vyuzité stresory

z hlediska obsahu terpenoidu jevi jako vyrazn¢ negativni.

Vliv stresu na obsah terpenoidu (M. piperita; Exp. 3)
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Obr. 23 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidu v genotypu M. piperita (tieti experiment,
péstovani v Conveyoru). Sledovan byl vliv TNOj; (zvySeny piijem dusiCnani,
20 mmol.l"! NOs’) a {NOs™ (snizeny pfijem dusi¢nani; 1,25 mmoll"! NOs’) a solného
stresu.
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Pii péstovani ve fytotronu ve druhém experimentu (Obr. 24) byly v rostlinach
genotypu M. piperita identifikovany terpenoidy eukalyptol, menthon, menthol, pulegon,
piperitenon oxid a karyofylen. Detekovany byly také oxidované monoterpeny
menthofuran a karvon, které se ovSem nevyskytovaly ve vSech oSetfenich. Stejné jako
ve tfetim experimentu byl majoritné zastoupenym terpenoidem piperitenon oxid, dale pak

menthon, menthol a pulegon.

Disledkem sniZeného i zvyseného piijmu dusi¢nanii a pouZiti 50 mmol.I"! NaCl bylo
snizeni koncentrace ecukalyptolu a mentholu. Vyrazné zmény koncentrace nebyly
zaznamenany u piperitenon oxidu a karyofylenu. K vyraznéjSimu narastu hladiny vlivem
stresu doslo u menthonu za podminek snizen¢ho pfijmu dusi¢nani. Na rozdil od tfetiho
experimentu byl detekovan signifikantni nariist obsahu pulegonu, a to pfi snizeném

1 zvySeném piijmu dusi¢nand.

Vliv stresu na obsah terpenoidu (M. piperita; Exp. 2)
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Obr. 24 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidii v genotypu M. piperita (druhy experiment,
péstovani ve fytotronu). Sledovan byl vliv PNO; (zvySeny piijem dusi¢nani,
20 mmoll! NOs’) a \NOs (sniZeny pifjem dusi¢nanii; 1,25 mmol.I"! NO5) a solného
stresu (50 mmol.I"! a 100 mmol.1"! NaCl).
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Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidi v rostlinach genotypu M. spicata
péstovanych ve tfetim experimentu je uveden na Obr. 25. V rostlinném materialu byly
identifikovany oxidované monoterpeny eukalyptol, karvon a piperitenon oxid, dale pak
seskviterpen karyofylen. Terpenoidem snejvyssi koncentraci v suché hmoté byl

piperitenon oxid, druhym nejvice zastoupenym terpenoidem byl eukalyptol.

Pozitivni korelace mezi koncentraci terpenoidu v rostlinach a abiotickym stresem byla
zaznamenana pii pouziti zvySeného prijmu dusi¢nant u eukalyptolu, piperitenon oxidu
a karyofylenu. Obsah seskviterpenu karyofylenu byl ve srovnani s kontrolou mirngé
zvySen pii pouziti vSech stresovych faktori. Naopak dusledkem vSech zvolenych
stresovych podminek doslo k signifikantnimu sniZzeni koncentrace karvonu v rostlinach

genotypu M. spicata.

Vliv stresu na obsah terpenoida (M. spicata; Exp. 3)
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Obr. 25 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidi v genotypu M. spicata (tfeti experiment,
péstovani v Conveyoru). Sledovan byl vliv PNO; (zvySeny piijem dusi¢nani,
20 mmol.l"! NO;) a \NOs (snizeny pfijem dusi¢nani; 1,25 mmoll*! NOs’) a solného
stresu.
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V rostlinach genotypu M. spicata péstovanych ve fytotronu ve druhém experimentu
byly po 14 dnech pusobeni abiotického stresu identifikovany stejné terpenoidy jako
ve tfetim experimentu s tim rozdilem, Ze oxidované monoterpeny eukalyptol a karvon
nebyly zastoupeny ve vSech oSetfenich a ve vysledném grafu tedy nejsou uvedeny.

Terpenoidem, jehoZ koncentrace v suché hmoté byla nejvyssi, byl piperitenon oxid.

Vliv stresu na obsah terpenoidi u genotypu M. spicata (druhy experiment) je uveden
na Obr. 26. Stres pfijmem dusi¢naniit m¢l obecné u tohoto genotypu negativni vliv
na obsah terpenoidi. Oproti tfetimu experimentu nedo$lo vlivem zvySeného piijmu
dusicnanu k nartistu koncentrace piperitenon oxidu a karyofylenu. Hladina piperitenon
oxidu byla mimé& zvySena pouze disledkem solného stresu (50 mmol.l!

i 100 mmol.I"' NaCl).

Odlisna odezva byla zaznamenana u karyofylenu. Pfi pouziti niz§i koncentrace NaCl
nebyla zaznamenana signifikantni zména hladiny karyofylenu ve srovnani s kontrolou,

naopak vlivem vyssi koncentrace NaCl doslo ke snizeni obsahu tohoto terpenoidu.

Vliv stresu na obsah terpenoidu (M. spicata, Exp. 2)
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Obr. 26 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoidi v genotypu M. spicata (druhy experiment,
péstovani ve fytotronu). Sledovan byl vliv PNO; (zvySeny piijem dusi¢nani,
20 mmoll! NOs’) a \NOs (sniZeny pifjem dusi¢nanii; 1,25 mmol.I"! NO5) a solného
stresu (50 mmol.I"! a 100 mmol.1"! NaCl).
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5 DISKUSE
5.1 Optimalizace hydroponického péstovani maty

Hydroponie pfedstavuje vhodnou alternativu k béznému péstovani rostlin v pude¢. Jelikoz
s¢ jedna o péstovani v zZivnych roztocich za vysoce kontrolovanych podminek,
je hydroponii vhodné vyuzivat pfi sledovani vlivu abiotického stresu na vlastnosti rostlin
(Surendran ef al., 2017). Optimalizace hydroponického péstovani byla provedena pomoci
celkem tfi experimenti. Pro hydroponické péstovani maty byl nejvhodnéjsi
semihydroponicky systém se substratem vermikulitem v zafizeni Planscreen conveyor
(experiment 3). Vyhodou tohoto zafizeni je, Ze jiz v prubéhu péstovani lze provadét
nedestruktivni analyzu rostlin a automaticky zaznamenavat parametry rustu. Tento
experiment byl stéZzejni a v ziskaném rostlinném materialu byla provedena kvantifikace

volnych polyaminti a aminokyselin, fenolickych sloucenin a terpenoidu.

Z vysledki parametra rustu rostlin ziskanych ve druhém a tfetim experimentu
je patmé, ze vhodnym roztokem pro péstovani M. arvensis a M. piperita z hlediska
morfologie a ucéinnosti fotosyntézy bylo kontrolni 2 Hoaglandovo médium. Genotyp
M. spicata byl velmi citlivy na vysoky pfijem dusi¢nanti a negativni vliv na rast rostlin
byl zaznamenan také pfi pouziti solné¢ho stresu. Optimalnim roztokem
pro hydroponické péstovani genotypu M. spicata byl tedy roztok se snizenou koncentraci
dusi¢nant. Rast M. piperita byl dle RGB snimka a fluorescencniho poméru Fv/Fm
naopak snizenym pfijmem dusiCnant negativn¢ ovlivnén. Tyto vysledky koreluji
s poznatky z provedenych studii. Pfi hydroponickém péstovani maty je nejcastéji
vyuzivano 2 HM, v ném? je koncentrace dusi¢nanti poloviéni oproti kompletnimu médiu.
Kompletni médium obsahuje vysoké koncentrace dusiku a drasliku a je tedy vhodné

pro hydroponické péstovani vétsich rostlin, naptiklad rajéat (Kaur ez al., 2016).

Disledkem pouziti vysoké koncentrace NaCl (150 mmol.1™") v prvnim experimentu
bylo odumirani rostlin a tato koncentrace nebyla v dalSich experimentech vyuzivana.
Rod maty je obecné¢ klasifikovan jako mimé  senzitivni  k zasoleni
(Tabatabaie ef al., 2007). V tad¢ studii byl pfi pusobeni solného stresu pozorovan nizsi
vzrust a pokles hmotnosti rostlin maty (Aziz et al, 2010). Z provedenych
hydroponickych experimentii vyplyva, ze nejméné tolerantnim k zasoleni byl genotyp
M. spicata. Negativni vliv pouziti 100 mmol.I" NaCl na rist M. spicata byl prokazan

jiz v predchozich studiich (Chrysargyris et al., 2019).
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5.2 Vliv abiotického stresu na obsah polyaminu a aminokyselin

U jednotlivych genotypt maty byla zjiSténa rozdilna odezva na plsobeni abiotického
stresu. Sledovana byla odezva koncentrace volnych polyamini a aminokyselin
na zvySeny i1 snizeny piijem dusi¢nanti a na solny stres. Polyaminy jsou alifatické
polykationty, které se ucastni fady vyznamnych procesu rustu a vyvoje rostlin. Jelikoz
tyto latky hraji vyznamnou roli pfi odpovédi na pusobeni stresu u rostlin, byla jiz
v minulosti provedena fada studii zamérenych na metabolismus polyamini pfi stresovych
podminkach (Gill a Tuteja, 2010). Funkce polyaminu v odpovédi na stres a jeho toleranci
neni zcela vysvétlena. Polyaminy jsou snékterymi aminokyselinami (napiiklad
s prolinem a glycinem) zafazovany mezi osmolyty, neboli kompatibilni soluty.
K akumulaci téchto latek v rostlinach dochazi c¢asto dusledkem puasobeni stresu
a mezi jejich nejvyznamnéj§i funkce patfi ochrana makromolekul a zabranéni

osmotickému a oxidacnimu stresu (Jogawat, 2019).

Z hlediska stresu ptijmem dusi¢nant doslo u genotypu M. arvensis k signifikantnimu
poklesu obsahu volnych polyamint i aminokyselin. Zmény koncentraci jednotlivych
slou¢enin byly markantn€jsi pfi pouziti snizeného pfijmu dusi¢nanu. V tomto pripadé
bylo mozné pozorovat vyraznou stresovou odezvu rostlin na nedostatecny prijem dusiku.
Tyto poznatky koreluji s vysledky z pfedchozich studii. Jiz dfive bylo prokazano,
z¢ nadméma akumulace dusi¢nant v rostlinach, ale i naopak nedostatecny piijem
dusi¢nanti maji negativni vliv na rust a vyvoj rostlin (Saiz—Femandéz et al., 2015).
Vlivem téchto abiotickych stresoru dochazi ke snizeni syntézy aminokyselin a hmotnost
takto oSetfovanych rostlin muze byt vyrazn¢ redukovana (Chen et al., 2004;

Balotf et al., 2016;).

Zcela jiny profil byl zaznamenan u genotypu M. piperita. Dusledkem nadmémého
pfijmu dusi¢nanu byl pokles celkového obsahu dusikatych latek, v pripadé snizeného
pfijmu byl zaznamenan opacny trend. OvSem vlivem obou stresovych faktorii doslo
k akumulaci velkého mnozstvi volnych aminokyselin oproti kontrole, coz znadi,
ze rostliny genotypu M. piperita byly vyrazné stresovany. Z hlediska zvySencho pfijmu
dusi¢nanti doslo k signifikantnimu narGstu u asparaginu, coz bylo pfredpokladano.
Asparagin je kliCovou zasobni a transportni aminokyselinou dusiku v rostlinach.
V porovnani s ostatnimi aminokyselinami ma asparagin vyssi pomér N:C, diky cemuz

se jedna o idealni slou¢eninu pro skladovani dusiku (Lea er al., 2007). K akumulaci této
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aminokyseliny v rostlinach dochazi pfi pusobeni stresu. Narust v obsahu asparaginu
koreluje s poznatky zjisténymi v fad¢ studii, jelikoZ se jedna o aminokyselinu vhodnou
ke skladovani dusiku pifi zvySeném piijmu dusi¢nant (Balotf et al., 2016). ZvySeni

obsahu této aminokyseliny dusledkem stresu neni pro rostliny Skodlivé (Forde, 2014).

U genotypu M. piperita doslo také pfi pouziti obou stresovych faktora ke zvySeni
obsahu fady aminokyselin (konkrétné prolinu, f-alaninu a serinu), které jsou zafazovany
mezi stresové markery. Akumulace téchto aminokyselin v rostlinach maty vlivem
abiotického stresu byla zaznamenana v jiz provedenych studiich (Coban a Baydar, 2016;
Alhaithloul er al., 2019). Signifikantné zvySena byla ve srovnani s kontrolou také hladina
tryptofanu. Tato aminokyselina hraje vyznamnou roli pfi adaptaci rostlin na abioticky
stres a je regulatorem vyvoje rostlin. Tryptofan slouzi jako prekurzor biosyntézy
indol-3-octové kyseliny, jez je zafazovana mezi rostlinné hormony auxiny

(Wang et al., 2015).

Z hlediska polyamini doslo vlivem stresu u genotypu M. piperita ve srovnani
s kontrolou k signifikantnimu nartstu pouze u putrescinu. V piedchozich studiich byl
zkouman vzajemny vztah metabolismu polyamini a ecthylenu v rostlinach
(Pandey et al., 2000; Pang et al., 2006; Yu et al., 2016). ZvySena hladina putrescinu
zjisténa v tomto experimentu mize naznacovat, z¢ narustem hladiny polyaminu
se rostliny branily nadprodukci ethylenu. Bylo prokazano, ze spoleénym prekurzorem
pro biosyntézu polyamint i ecthylenu je S-adenosylmethionin (SAM). Dalsi kroky
premény SAM jsou zasadni, jelikoZ polyaminy a ethylen v rostlinach vykazuji zcela
opacnou funkci. Zatimco ethylen puasobi jako induktor senescence, polyaminy naopak
zpusobuji jeji inhibici. Je tedy predpokladano, Ze nartst biosyntézy polyaminu snizuje

miru syntézy ethylenu v rostlinach (Dewi a Purwoko, 2008).

Vlivem stresu prijmem dusi¢nant nastalo u genotypu M. spicata zvyseni celkového
obsahu volnych polyaminti a aminokyselin. V kontrastu s pfedeslymi genotypy maty
doslo u stresovanych rostlin genotypu M. spicata zejména ke zvySeni koncentrace
volnych polyaminti. Disledkem stresu zvySenym i snizenym pfijmem dusic¢nant byl
narust hladiny aminokyselin prolinu, glycinu a tryptofanu. Tyto vysledky koreluji s jiz
existujicimi poznatky, jelikoz v predchozich studiich byla prokazana akumulace

prislusnych aminokyselin v rostlinach za stresovych podminek (Pavlik ez al., 2012).
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U genotypu M. spicata byl také vlivem stresu pfijmem dusi¢nanti zaznamenan narust
obsahu serinu a glycinu, coZz je vtomto pripadé¢ ukazatelem nadmémého stresu
a zvySen¢ miry fotorespirace. Pfi fotorespiraci dochazi k zabudovani kysliku
do ribulosa-1,5-bisfosfatu. Meziprodukty cyklu jsou aminokyseliny glycin a serin. Glycin
muze byt dale vyuZzivan jako prekurzor pro syntézu glutathionu, jehoz funkci je ochrana
pred oxidac¢nim stresem (Wingler ef al., 2000). Pfimym dasledkem zvys$ené fotorespirace
u rostlin je snizeni ucinnosti fotosyntézy (Zhu et al., 2008). Tento poznatek koreluje
s vysledky diplomové prace. Pouze u genotypu M. spicata bylo zjisténo v prabéhu
pusobeni stresu snizenym 1 zvySenym prijmem dusi¢nanu signifikantni sniZeni
zakladniho fluorescen¢niho poméru Fv/Fm, tedy miry ucinnosti fotosyntézy, coz bylo
zpusobeno zvySenou mirou fotorespirace. Péstovani rostlin tohoto genotypu v roztocich
se snizenou (1,25 mmol.I") i zvySenou (20 mmol.lI"") koncentraci dusiénani je tedy zcela

nevhodné.

Dale byl sledovan vliv solné¢ho stresu na obsah volnych polyaminti a aminokyselin
u jednotlivych genotypt maty. Narust celkového obsahu dusikatych latek vlivem stresu
byl zaznamenan pouze u genotypu M. arvemsis. Vlivem solného stresu doslo
k nadprodukci osmolytli, jejichz funkci bylo zabranéni zvySenym ztratam vody.
Z hlediska polyamint byly signifikantné zvysSeny oproti kontrole histamin a kadaverin,
u volnych aminokyselin se jednalo o prolin, asparagin a serin. ZvySeni obsahu téchto latek
vlivem soln¢ho stresu bylo predpokladano, jelikoz se jednd o osmolyty, jenz maji
vyznamnou roli pfi odpovédi na stres. Akumulace téchto stresovych markerii vlivem
solného stresu byla prokazana jiz v pfedchozich studiich (Mansour, 2000;

Marchetti et al., 2019).

Zcela opacna odezva na solny stres byla detekovana u genotypu M. spicata, kdy doslo
k poklesu obsahu témér vSech volnych polyaminti a aminokyselin oproti kontrole.
Ke 2zvySeni hladiny vlivem stresu doSlo pouze u polyaminu putrescinu
a dale u aminokyselin prolinu a glycinu. Narust koncentrace prolinu a glycinu byl
predpokladan, jelikoz tyto aminokyseliny patfi mezi osmolyty akumulujici se béhem
pusobeni soln¢ho stresu (Meloni ef al., 2001). Osmolyty ptisobi jako osmoprotektanty,
jejich funkei je vyrovnavani osmotického tlaku. Podili se také na odstrariovani ROS.
Z téchto vysledku lze predpokladat, ze obranné reakce pred negativnimi vlivy stresu
nebyly dostatecné a genotyp M. spicata se ze tfi vybranych genotypi maty jevi jako

nejvice senzitivni na solny stres.
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Genotyp Mentha piperita se zhlediska odezvy obsahu volnych polyaminu
a aminokyselin na pusobeni solného stresu jevi jako nejvice rezistentni. U stresovanych
rostlin bylo zaznamenano zvySeni koncentrace volnych aminokyselin (zejména
asparaginu, leucinu a histidinu), které ovsem nepatii mezi ukazatele stresu. Signifikantni
zmény nebyly zaznamenany v hladinach polyamind, prolinu a omithinu, typickych
markerit stresu u rostlin, z¢ehoz mize byt usuzovano, ze genotyp M. piperita ma
ze tfi vybranych genotypti maty nejveétSi toleranci vacéi zasoleni. VySSi tolerance

vuéi solnému stresu byla zaznamenana u genotypu M. piperita ve srovnani s genotypy

vvvvvv

5.3 Vliv abiotického stresu na obsah sekundarnich metabolitu

5.3.1 Vliv abiotického stresu na obsah fenolickych slou¢enin

Fenolické slouceniny, které jsou fazeny mezi sekundami metabolity, vykazuji
antioxidacni vlastnosti. Kromé toho se podili na fadé¢ dulezitych procest v buiice,
zejména na rustu a vyvoji rostlin, fotosyntéze a bunééném dychani (Babenko ez al., 2019).
Mezi fenolické slouceniny obsazené v rostlinach maty patii fenolické kyseliny
a flavonoidy. V literatufe je uvadéno, ze majoritnimi fenolickymi slou¢eninami rodu

maty jsou kyselina rozmarynova, luteolin a apigenin (Dorman et al., 2003).

Genotypem s nejvysSim obsahem fenolickych slouéenin v kontrolnich rostlinach byla
M. spicata, ktera se tedy jevi jako nejsilnéjsi antioxidant. Nejniz§i obsah fenolii byl
zaznamenan u genotypu M. piperita. Majoritn¢ zastoupenou fenolickou slouc¢eninou byla
ve vSech genotypech maty kyselina rozmarynova, coz odpovida poznatkim uvedenym
v literatufe a predchozich studiich (Fialova er al., 2015; Riachi a De Maria, 2015;
Bahadori et al., 2018). V porovnani se studii vykonanou v navaznosti na bakalarskou
praci (Cavar Zeljkovic et al., 2021), ktera byla provedena u 13 genotypi maty
péstovanych v pud¢€, bylo mnozstvi kyseliny rozmarynové v hydroponicky péstovanych
rostlinach tfi genotypt maty vyrazné vyssi. Rozdily v obsahu této fenolické slouceniny
mohou byt vysvétleny tak, Ze v pfipad¢ bakalarské prace byly rostliny maty péstovany
v padé (na polich VURV, v.v.i.) a nebylo dosazeno kontrolovanych podminek. Naopak
v pripad¢ diplomové prace probihalo péstovani hydroponicky za kontrolovanych
podminek (stala teplota, intenzita zafeni, péstovani v roztocich s presné definovanym
slozenim). Signifikantn¢ zvySené koncentrace kyseliny rozmarynové byly zaznamenany

u stresovanych rostlin. Roli muze hrat také obdobi sklizn¢. V pfipadé bakalarské prace
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byly rostliny sklizeny v obdobi ¢ervenec—zari 2018. Matefské rostliny pro diplomovou
praci (experiment 3) byly ziskany v fijnu 2020, nasledné byly péstovany hydroponicky
arostlinny material byl sklizen v listopadu. Dle studie provedené Fletcherem et al. (2010)
je obsah kyseliny rozmarynové vyrazné redukovan v rostlinach maty béhem kveteni.
Obdobi kveteni je u rodu maty bézn¢ od cervence do zafi. Snizené mnozstvi kyseliny
rozmarynové zaznamenan¢ u genotypu maty v bakalarské praci muze mit tedy také
pricinu v pravé probihajicim kveteni.

Sekundami metabolity hraji vyznamnou roli pfi odpovédi rostlin na abioticky stres.
Akumulace fenolickych sloucenin v rostlinach je vyznamnym indikatorem tolerance
stresu u dan¢ho genotypu (Sharma ez al., 2019). Pti vysokych koncentracich ROS v buiice
dochazi k oxida¢nimu stresu a k bunéénému poskozeni. Fenolické slouceniny jsou latky
s vyznamnou antioxidacni aktivitou, jez maji schopnost vychytavani ROS. ZvySeni
produkce fenolickych sloucenin je spojovano s obrannymi mechanismy rostlin
a sadaptaci na stres (Cheynier ef al., 2013). V mnoha studiich byla zaznamenana
akumulace fenolickych sloucenin v rostlinach maty vlivem stresu nedostatkem
¢ nadbytkem makroprvki (Chrysargyris et al, 2019) a soln¢ho stresu
(El-Danasoury et al., 2010; Coban a Baydar, 2016). Dusledkem poklesu obsahu

fenolickych sloucenin je snizeni kvality plodin.

V této diplomové praci byl zkouman vliv sniZenc¢ho i zvysencho pifijmu dusi¢nand
a solnc¢ho stresu na obsah fenolickych latek. U genotyplii M. piperita a M. spicata doslo
pti pouziti vSech stresori k signifikantnimu narlstu celkového obsahu fenolickych
sloucenin, coz bylo dle predchozich studii pfedpokladano. Pouze u genotypu M. arvensis
byl detekovan pokles koncentrace fenolickych sloucenin vlivem vsech pouzitych
stresort. Nedo$lo tedy k nadprodukci fenolti a antioxidacni odezva na stres nebyla
dostatecna. Ztéchto vysledka vyplyva, Ze genotyp M. arvemsis neni rezistentni
na pusobeni stresu nizkym ¢i nadmémym prijmem dusi¢nand ani na puasobeni soln¢ho
stresu. JelikoZ doslo vlivem stresu k poklesu obsahu sekundarnich metabolita a tedy
ke snizeni kvality genotypu, neni vyuZiti téchto podminek pro péstovani vhodné. Zjisténé
poznatky u tohoto genotypu jsou v kontrastu s jiz provedenymi studiemi, v nichz byl
disledkem nedostateéného ¢i nadmérného prijmu dusicnanti a solného stresu v rostlinach
maty narast obsahu fenolickych sloucenin. Negativni korelace mezi obsahem fenolickych

vvvvvv

u teplotniho stresu (Fletcher et al., 2005) a stresu suchem (Rahimi ef al., 2018).
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5.3.2 Vliv abiotického stresu na obsah terpenoida

Silice slozen¢ zterpenoidu jsou skladovany ve Zzlaznatych trichomech listi maty.
Terpenoidy bézn¢ obsazenymi v silicich maty jsou menthol, menthon, piperitenon oxid,
cukalyptol, pulegon, karvon a karyofylen. Silice maji antioxidac¢ni a antimikrobialni
ucinky a jsou vyuzivany ve farmaceutickém i potravinarském prumyslu. Bylo zjisténo,
ze abiotické stresové faktory ovliviiuji vynos silic a jejich kvalitu (Biswas ef al., 2011).
Experimenty sledujici vliv abiotického stresu na kvalitu silic maty jsou provadény
se snahou o zvyseni obsahu komeréné vyuzivanych terpenoidu (mentholu a menthonu)
a naopak o pokles obsahu nezadoucich terpenoidu (pulegonu a menthofuranu), které

snizuji kvalitu silice (Davis ef al., 2005).

Mentha arvensis je genotyp s velkou variabilitou ve slozeni silic (Lawrence, 2007).
V provedenych experimentech bylo zjist€no, Ze majoritné zastoupenym terpenoidem
ve slovenském genotypu M. arvensis byl karvon. V némeckém genotypu M. spicata byl
majoritnim terpenoidem piperitenon oxid. Tato zjisténi koreluji s vysledky bakalarské
prace (Siskova, 2019), kdy v piipadé genotypu M. arvensis tvoiil karvon 55.6 % silice
a u genotypu M. spicata predstavoval piperitenon oxid 51,1 % silice. Terpenoidem
snejvys§i koncentraci v rostlinach genotypu M. piperita (Ceskoslovensko) byl
piperitenon oxid, nasledovany pulegonem. Tento genotyp v bakalarské praci zkouman
nebyl, ovSem analyzovan byl Cesky genotyp M. piperita, vnémz byl majoritné
zastoupenym terpenoidem pulegon. Slozeni genotypu maty odpovida predchozim studiim

(Kokkini et al., 1997, Kumar et al., 2011) a vysledkum bakalarské prace.

K vyraznému poklesu koncentrace vlivem stresu doslo v genotypu M. arvensis pouze
u menthofuranu. SniZeni menthofuranu je pro kvalitu silice zadouci, jelikoz se jedna
o latku s hepatotoxickymi ucinky (Khojasteh ez al., 2010). Mirny nartst byl zaznamenan
u karvonu a karyofylenu. Dusledkem stresu bylo v genotypu M. piperita snizeni
koncentrace témér vsech terpenoidu. Vyjimkou byl pulegon, jehoZz obsah byl zvysen
ve druhém experimentu vlivem stresu nizkym i vysokym pfijmem dusi¢nanti a tim doslo
k redukei kvality silice. Ve studii, kterou provedli Sahandi er al. (2019) bylo dusledkem
deficience dusiku snizeni mnozstvi silice v rostlinach M. piperita, zaroven vSak doslo
k naristu obsahu pulegonu, coz koreluje s vysledky diplomové prace. Zvyseni hladiny
jednotlivych terpenoidii v rostlinach M. spicata nastalo pouze u zvySencho piijmu

dusi¢nanti, coz koreluje s jiz existujicimi poznatky. Dle studie David ef al. (2014) mirny
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narust pfijmu dusi¢nanti u hydroponicky péstované maty muze vyustit v nartst obsahu

silice, ovSem nadmérny piijem dusi¢nant zpusobuje redukci obsahu silice.

Pusobeni solného stresu u vSech genotypti obecné vyustilo v mimné snizeni
koncentrace terpenoidu oproti kontrole. Tato skute¢nost byla prokazana v pfedchozich
studiich. Jiz dfive bylo zjisténo, Ze disledkem soln¢ho stresu je sniZeni vynosu silic maty
(Tabatabaie et al., 2007; Aziz et al., 2008; Roodbari et al., 2013), coz muze byt
zpusobeno poklesem obsahu fotosyntetickych pigmenti vlivem stresu a tedy snizenou

mirou fotosyntézy.
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6 ZAVER

Teoreticka cast diplomové prace je zaméfena na rod maty, obsazené¢ sekundarni
metabolity a dusikaté¢ slouceniny. Prace se vénuje abiotickému stresu rostlin,
a to konkrétné nizkému i vysokému piijmu dusi¢nanti a solnému stresu. Provedeno bylo
srovnani metod hydroponického péstovani rostlin. Prace pojednava o vlivu abiotického

stresu na metabolismus dusiku a obsah sekundamich metabolitii v hydroponicky

péstovanych rostlinach maty.

Vybrany byly tfi genotypy maty (M. arvensis; M. piperita; M. spicata). Cilem této
prace bylo optimalizovat hydroponické péstovani vybranych genotypu maty a aplikovat
metody izolace a analyzy sekundamich metaboliti rostlin a dusikatych sloucenin,
konkrétné polyamini a aminokyselin. Byly sledovany zmény vlastnosti hydroponicky
péstovanych genotypi maty podrobenych stresu snizenym i zvySenym pfijmem

dusi¢nanu a solnym stresem.

Optimalizace hydroponického péstovani byla provedena v celkem tfech
experimentech. Z vysledku vyplyva, Ze z hlediska morfologie rostlin bylo nejvhodnéj§im
médiem pro péstovani genotypi M. arvensis i M. piperita /> Hoaglandovo médium. Rast
genotypu M. spicata byl negativné ovlivnén zvySenym piijmem dusiku, proto bylo
pro jeho péstovani optimalni médium se sniZzenou koncentraci dusi¢nani. M¢cfenim
fluorescence chlorofylu ve fenotypizaénim systému Plantscreen conveyor byla u tohoto
genotypu pii zvySeném piijmu dusicnant také detekovana signifikantn¢ sniZzena ucinnost
fotosyntézy. Genotyp M. spicata se z hlediska morfologie jevil jako nejméné tolerantni

vudi solnému stresu.

Pomoci techniky UHPLC-MS/MS byly v rostlinném materialu kvantifikovany volné
polyaminy a aminokyseliny. Z hlediska vlivu abiotického stresu na obsah dusikatych
sloucenin byly mezi jednotlivymi genotypy zaznamenany signifikantni rozdily. Stres
prijmem dusicnanti vyustil v genotypu M. arvensis v pokles celkového obsahu dusikatych
sloucenin, v pfipad¢ genotypu M. piperita doslo k poklesu pouze pfi zvySeném piijmu
dusi¢nant. Disledkem solného stresu bylo u genotypu M. piperita zvySeni obsahu
volnych aminokyselin, které¢ ovSem nepatfily mezi stresové markery. U genotypu
M. spicata vlivem solného stresu naopak poklesl celkovy obsah volnych polyaminu
a aminokyselin. Z téchto vysledka vyplyva, Ze zvybranych genotypu je nejvice

tolerantnim vuci solnému stresu M. piperita, nejméné tolerantnim je M. spicata.
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Analyzou fenolickych sloucenin s vyuzitim UHPLC-MS/MS bylo zjisténo,
z¢ majoritn¢ zastoupenou latkou byla ve vSech genotypech maty kyselina rozmarynova.
Nejvyssi mnozstvi bylo detekovano v genotypu M. spicata. Vyuziti vSech stresovych
faktord vyustilo u genotypi M. piperita a M. spicata v nariist obsahu fenoli. U genotypu
M. arvensis byl stres nepfiznivy a doslo ke snizeni kvality genotypu. Antioxidac¢ni odezva

nebyla dostatecna a doslo tudiz ke sniZeni syntézy fenolickych sloucenin

Identifikace a kvantifikace terpenoida byla provedena s vyuzitim techniky GC-MS.
Majoritné zastoupenym terpenoidem M. arvensis byl karvon. Piperitenon oxid byl
dominujicim terpenoidem v genotypech M. piperita a M. spicata. Obecné bylo disledkem
vSech vyuzitych stresovych faktorii snizeni syntézy terpenoidu. Vyjimkou byl narist
hladiny pulegonu vlivem nutri¢niho stresu u genotypu M. piperita, coZ znehodnotilo

kvalitu genotypu.

V této diplomové praci byl zkouman vliv abiotického stresu na metabolismus dusiku
a obsah sekundamich metabolitii v rostlinach maty. U tii zvolenych genotypu maty byla
zaznamenana zcela odliSna odezva na pusobeni abiotického stresu. Z hlediska obsahu
volnych polyamint, volnych aminokyselin i fenolickych sloucenin byl negativni vliv
nizkého 1 vysokého pfijmu dusi¢nani nejmarkantnéj$i u genotypu M. arvensis,
coz se ovSem neprojevilo signifikantné na morfologii rostlin ani na mife fotosyntézy.
V této diplomové praci byly mezi jednotlivymi genotypy zjiStény zasadni rozdily
v toleranci solného stresu. Ze ziskanych vysledku se jako nejtolerantnéjsi vici solnému
stresu jevi genotyp M. piperita, nejméng tolerantnim genotypem vuci zasoleni je naopak

genotyp M. spicata.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CEC
CHS
DAH
DFT
EDDHA
EDTA
EIl
ESI-MS
FMOC
GC-MS
HILIC
HPLC
HPLC-MS

IAA
MRM
NFT
LC-MS
PAL
ROS
RP-HPLC
RTW
SAM
SPE
UHPLC

kationtova vyménna kapacita

chalkonsynthasa

1,6-diaminohexan

angl. deep flow technique

kyselina ethylendiamindihydroxyfenyloctova

kyselina ethylendiamintetraoctova

elektronova ionizace

hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
fluorofenylmethoxykarbonyl

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
hydrofilni interakéni chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

kyselina indol-3-octova

angl. multiple reaction monitoring

angl. nutrient film technique

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
fenylalaninamoniumlyasa

reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species)
vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi
angl. run to waste

S-adenosylmethionin

extrakce tuhou fazi (angl. solid phase extraction)

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie
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