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Vliv osmotického stresu na akumulaci prolinu u

listové zeleniny

Souhrn

Zasoleni je celosvétovy problém v oblasti zeméd¢lstvi, proto je dilezit¢ zkoumat
odolnost plodin k zasoleni. Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit, jak rozdilné pisobeni
soli ovlivituje obsah prolinu a relativni obsah vody (RWC). K pokustim bylo vybrano pét druhi
listovych zelenin: locika setda "Orion” (Lactuca sativa L.), roketa seta "Astro” (Eruca sativa
Mill.), kozlic¢ek polnic¢ek (Valerianella locusta L.), Srucha zelna "Green Purslane” (Portulaca
oleracea L.), ¢tyibo¢ rozlozita [ Tetragonia tetragoniodes (Pallas) O. Kutze].

Pokus byl zalozen v experimentilnim a pokusném skleniku CZU FAPPZ Katedry
botaniky a fyziologie rostlin 15.3.2016, kde bylo vyseto pét druhi listovych zelenin. Osmoticky
stres byl navozen rliznymi koncentracemi roztoku chloridu sodného NaCl. Kontrolni rostliny
byly zalévany destilovanou vodou, stresované varianty poté ruznymi koncentracemi NaCl
(50 mmol.I"t, 100 mmol.I, 200 mmol.I* a 300 mmol.I).

Mg¢fteni obsahu prolinu byla provadéna na spektrofotometru podle metodiky Batese
(1973). Vse probihalo v laboratornich podminkach, a to po dobu padesati dnti od zaloZeni
pokusu. Dale byl stanoven relativni obsah vody v listech (RWC) podle Smart and Bingham
(1974).

Obsah prolinu u varianty zalévané roztokem soli o koncentraci 300 mmol.I* byl u
Sruchy 11,74 ng.g?, rokety 230,97 ng.g?, salatu 74,14 pg.g? a &tyfboce 66,12 pg.g?, u
polni¢ku vlivem vysoké koncentrace soli doslo k tthynu rostlin. Pfi koncentraci 300 mmol.I*
byly naméfeny nésledujici hodnoty RWC u Sruchy 69,21 %, salatu 61,55 %, rokety 48,4 % a
Styfboce 54,88 %. Cim vyssi byla koncentrace soli, tim vys§i byl obsah prolinu a niz§i hodnota
RWC.

Na zavér mizeme konstatovat, Ze dle obou zpisobli méfeni na zasoleni reagovaly
zZ testovanych rostlin nejcitliveji rostliny polnicku a salatu, jako odolné€jsi k zasoleni se jevily
rostliny Sruchy, rokety a ¢tyrboce.

Kli¢ova slova: osmoticky stres, prolin, RWC, listova zelenina, zasoleni



Effect of osmotic stress on proline accumulation in

leafy vegetables

Summary

The salinity is a global problem in the field of agriculture, so it is important to examine
the resistance of crops to salinity. The topic of this bachelor’s thesis is to evaluate how salinity
affect proline concentration and relative water content (RWC). There were selected five types
of leafy vegetables were selected: lettuce "Orion” (Lactuca sativa L.), rocket salad "Astro”
(Eruca sativa Mill.), lamb’s lettuce (Valerianella locusta L.), purslane 'Green Purslane’
(Portulaca oleracea L.), New Zealand spinach [Tetragonia tetragoniodes (Pallas) O. Kutze]
for this thesis.

The experiment was conducted in the experimental greenhouse of CULS FAFNR
Department of Botany and Plant Physiology, March 15th 2016, where five species of leafy
vegetables were sown. Osmotic stress was induced by different concentrations of NaCl salt
solution. The control plants were watered with distilled water, stressed variants with various
concentrations of NaCl (50 mmol.I, 200 mmol.I%, 200 mmol.I a 300 mmol.I?).

Proline content measurement was performed on a spectrophotometer according to Bates
methodology (1973). It took place in the laboratory conditions, fifty days after the beginning of
experiment. Furthermore, the relative water content of the leaves was determined by Smart and
Bingham (1974) methodology.

The proline content of the variant with a salt concentration 300 mmol.I* was for
purslane 11,74 pg.g™, for rocket salad 230,97 pg.g™?, for lettuce 74,14 pg.g* and New Zealand
spinach 66,12 pg.g™ , in lamb’s lettuce due to high salt concentration, plant death occurred. At
concentration 300 mmol.I* the following values were measured RWC for purslane 69,21 %,
for lettuce 61,55 %, for rocket salad 48,4 % and New Zealand spinach 54,88 %. The higher the
salt concentrations, the higher the proline content and a lower value RWC.

In conclusion, we can state, that according to both methods lamb’s lettuce and lettuce
responded more sensitively, purslane, rocket salad and New Zealand spinach plants were more

resistant to salinity.

Keywords: osmotic stress, proline, RWC, leafy vegetables, salinity
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1 Uvod

Rostliny jsou béhem svého zivota vystaveny celé fad€ neptiznivych faktord, se kterymi
se musi vyrovnat, aby ptezily. Podminky vyvolavajici stres zahrnuji abiotické a biotické
faktory. Problematika osmotického stresu je v oblasti zeméd¢€lstvi velmi feSené téma. ZvySena
koncentrace osmotickych latek v padé, respektive v zalivkové vodé zhorSuje dostupnost vody
pro rostlinu. Deficit vody a zasoleni ovliviiuje zékladni fyziologické procesy rostlin. Vlivem
zasoleni dochazi ke sniZzovani vynosi a biomasy.

Podle schopnosti tolerovat zasoleni se rostliny déli do dvou skupin. Prvni skupinu tvoti
halofyty rostliny, které jsou pfirozené schopné riist v piid€ s vys$si koncentraci iontl a jsou k
soli tolerantni. Druhou skupinou rostlin jsou glykofyty, které jsou na rozdil od halofytii K nizsi
koncentraci iont v roztoku citlivé. A jiz pfi nizSich koncentracich soli v pidé muze dojit
K thynu rostlin. Naprosta vétSina rostlin na nasi planeté je tvofena pravé glykofyty. Rostliny
vyvinuly celou fadu strategii, zpiisobenym zasolenim vypofadat. Pti vysoké koncentrace soli
Vv roztoku rostliny vyrovnavaji vysoky osmoticky tlak ve vakuole, osmoticky aktivnimi latkami
Vv cytosolu. Jednd se prevazn€ o aminokyselinu prolin, kterou rostliny akumuluji jako odpovéd’
na osmoticky stres. Prolin je proto ukazatelem reakce rostliny na zasoleni.

Tato prace se zamétuje na to, jak osmoticky stres ovliviluje obsah prolinu a relativni

obsah vody (RWC) u vybranych druh listovych zelenin.



2 Cil prace

V soucasné dob¢ je problematika osmotického stresu velmi feSenym tématem v oblasti
zemédelstvi. ZvySena koncentrace osmotickych latek v pudé, respektive v zalivkové vode
zhorsSuje dostupnost vody pro rostliny a tim ovliviiuje zakladni fyziologické procesy rostlin.
Cilem této bakalaiské prace je zjistit a zhodnotit, jak osmoticky stres ovliviiuje obsah prolinu a
relativni obsah vody (RWC) u vybranych druhti listovych zelenin. A dale porovnat a

vyhodnotit, které druhy vybranych zelenin jsou citlivé nebo naopak odolné k zasoleni.



3 Literarni prehled
3.1 Zasoleni pid

Zasoleni (salinita) pidy je zptisobenda nahromadénim lehce rozpustnych soli, které
pochazeji ze spodni nebo zalivkové vody, a z mineralnich hnojiv v horni vrstvé pidy (Rod a
kol., 2005). Salinita zahrnuje solné, sodné a alkalické pudy (van Beek and Toéth, 2012). Je
zpusobena akumulaci soli pfevazné sodiku, hotc¢iku, vapniku (Blum, 2013). Zpocatku se
zasoleni pid nevénovala velkd pozornost, dnes je to pro svét hlavni hrozba zptsobujici
degradaci pad (Daliakopoulos et al., 2016). Munns and Tester (2008) charakterizovali salinitu
zasoleni je snizena kliivost semen, snizen vynos rostlin a také omezen jejich rast. Dale je
ovlivnéna fada fyzikalné chemickych vlastnosti pidy a jeji ekologicka rovnovaha. Zasolena
puda je obecné definovana jako takova, v niz je elektricka vodivost (ES) nasyceného roztoku
(EC ¢) V kofenové zoné vyssi nez 4 dS m 1, coz odpovida (40 mM NaCl). Soli v pidé se
vyskytuji jako ionty. Jsou uvolilovany z ptidnich minerali v padé. Do piidy se mohou dostat i
prostiednictvim zavlazovaci vody nebo s hnojivy (Shrivastava and Kumar, 2015).

Zvysujici se koncentrace soli ovliviiuje rostlinu tim, Ze (Hasegawa et al., 2000; Munns,
2002; Munns et al., 1995; Munns and Tester, 2008):

1. je naruSena schopnost kofene pfijimat vodu
2. sl mize byt sama o sobé pro rostlinu toxickd, coz inhibuje nékteré fyziologické a
biochemické procesy v rostliné

Odhaduje se, Ze na svété je zasolenim zasazeno pies 6 % pud (Munns, 2005), v Evropé
je zasazeno asi 3 Mha (Melendez-Pastor, 2012). Situace se rok od roku zhorsuje, podle Jamil
et al. (2011) bude do roku 2050 vice nez 50 % pid ovlivnéno salinizaci. V Ceské republice
uzemi ovlivnéna zasolenim zaujimaji plochu 6 600 ha. Nejednd se o typické zasoleni (zvySené
mnozstvi NaCl), ale o slabé ovlivnéni hlub$ich casti padnich profilt., kde je zvySen obsah
Na;SOs (izemi Saratice, Zaje¢i). Zasoleni ptid v nasi republice neni vaznym problémem,

jelikoz se tykéd velmi malého uzemi (Brtnicky a kol., 2012)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737642
https://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B27
https://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B48
https://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B48
https://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B53

3.1.1 Typy zasoleni

Existuji dva typy zasoleni:

Primarni je zptisobeno akumulaci soli po ur¢itou dobu (v ptidé nebo podzemnich
vodach). Ptirodni zasoleni se vyskytuje, tam kde jsou nizké srazky a stl zlistava uloZena
v kofenech v podlozi (Rengasamy, 2002; Shabala, 2017)

Sekundéarni zasoleni zpisobuje c¢lovék nevhodnymi lidskymi zasahy
(nevhodnym zavlazovanim, nedostate¢né odvodnéni pozemki (Owens, 2001). Podle
Daliakopoulos et al. (2016) sekundarni salinizace postihuje v Evropé 3,8 Mha.
Evropské pudy trpi nizkou az stfedni Grovni salinizace (Van Camp et al., 2004). Jha
(2010) ve své knize uvedl, ze celosvétovy rozsah primarni salinizace ¢ini 955 Mha,

zatimco sekundarnim zasolenim je poskozeno asi 77 Mha (Obrazek 1).
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3.1.2 Rozdéleni rostlin podle schopnosti tolerovat zasoleni

3.1.2.1 Glykofyty

Glykofyty jsou skupinou rostlin, které nejsou tolerantni k zasoleni (Zakharin and
Panichkin, 2009). Naprosta vétsina flory na nasi planeté je tvofena pravé glykofyty. K thynu
dochazi, pokud je ptekroc¢ena koncentrace 100-200 mM NaCl (Carillo et al., 2011). Dajic
(2006) uvadi, Ze jiz pii obsahu soli v pude vyssim nez 0,01 % dochazi u glykofyt ke zpomaleni
rustu. Divodem je, ze se tato skupina rostlin vyvinula za podminek nizké ptidni slanosti. Proto

nejsou tolerantni K zasoleni (Munns and Termaat, 1986).

3.1.2.2 Halofyty

Druhou skupinou rostlin jsou halofyty, tyto rostliny jsou schopné pfirozené rist v padé
s vys8i koncentraci soli, jsou k soli tolerantni (Cheeseman, 2015; Azooz and Ahmad, 2016).
Ned¢la jim problém piezit v pudé, kde se slanost pohybuje nad 300-400 mM. Halofyty tvofi asi
1 % svétové flory (Hasanuzzaman, 2014). Nejvice halofytnich druh nalezneme v celedi
Chenopodiacea (piiblizné¢ 550), dale pak v Celedich Poaceae, Fabaceae a Asteraceae
(Motkova a kol., 2014).

Halofyty Ize rozd¢lit na:

1. Pravé (obligatni) halofyty pro optimalni rist potiebuji koncentraci chloridu sodného
v pudé 0,5-1 %. Do této skupiny patii Suaeda fruticosa, Cressa cretica, Aeluropus
lagopoides, Salsola baryosma, Haloxylon recurvum a Zygophyllum simplex.

2. Fakultativni halofyty rostou dobte v zasolenych ptidach jako pravé halofyty, ale nevadi
jim pida nezasolena. Mezi fakultativni halofyty patfi Trianthema triquetra, Tamarix
dioica, Launaea nudicaulis, Eragrostis ciliaris, E. pilosa, Salvadora persica, Pulicaria
wightiana a mnoho dalsich.

3. Piechodné halofyty rostou na nezasolenych pudach, ale zvladaji i pudy piechodné
zasolené. Patii sem Sporobolus marginatus, S. helvolus, Haloxylon salicornicum a
Datyloctenium sindicum (Sen et al., 1982; Dagar, 2005).



Mechanismy pfizplisobeni rostlin pro rist v zasolenych ptidach jsou na urovni
fyziologické, anatomické a biochemické, a 1ze je délit na (Koyro et al. 2008; Joshi et al., 2015):
1. omezeni piijmu soli kofeny
2. fenologické vyhnuti (rostliny dokoncuji zivotni cyklus riistu a vyvoj v neptiznivém
vegeta¢nim obdobi)
aktivni vyluCovani iontll solnymi vlasky a solnymi zlazami
sukulence

aktivni akumulace a komparace soli (iontil) do vakuoly

o g~ w

biochemicka tolerance prostfednictvim ptizptisobeni organel a makromolekul na
vy$$i obsah soli v butice

7. akumulace kompatibilnich solutti

Z obilnin se podle European Commission (2016) v Evropé nejvice péstuje pSenice,
je€men, triticale a zZito. Tyto rostliny 1ze povazovat za tolerantni k solim. Na rozdil od kukufice,
ktera je k zasoleni citliva. VétSina zeleninovych plodin vykazuje vyssi citlivost k zasoleni,
s vyjimkou chiestu, ¢ervené fepy a tykve ,,squashu* (Shannon and Grieve, 1998; Machado and
Serralheiro, 2017). Shannon and Grieve (1998) uvedli, ze ze zelenin je na sul citliva cibule,

mrkev a fenykl. Oproti celeru, salatu, Spenatu a Sruse, které dokazi riist v mirné zasolené pudé
3.1.3 Omezeni salinizace pud

Rekultivace pady

Zasolenost je problém, ktery se té¢Zko piekonava, vyZzaduje odstranéni soli z kofenové
¢asti (rekultivace). Rekultivace je proto mozna nejefektivngjsi a dlouhotrvajici zptsob, jak
minimalizovat nebo dokonce eliminovat Skodlivy u¢inek zasoleni (Munns et al., 2002).
Nicméné tento proces vyzaduje dostatek kvalitni vody. Odvodnéni plidy je navic velmi
zdlouhavé a nakladné stejné, jako cely proces rekultivace. Neni Casto snadné sehnat kvalitni
vodu, jelikoZ vodni zdroje v blizkosti zasazené ptidy, budou pravdépodobné zasolenim také
zasazeny.

Hnojeni

Hnojeni je dalSi ze zdroj zasoleni ptud. K snizeni slanosti je potieba snizit negativni
dopad hnojeni (zménit zptisob hnojent).

Salinizaci 1ze déle snizit také vhodnym zpisobem zavlazovanim pozemku (Machado

and Serralheiro, 2017). Singh et al. (2015) navrhli jako jedno z opatieni zvysit odbér podzemni



vody, vyuzivat podzemni vodu spole¢né¢ s kvalitni vodou Vv kanalech nebo péstovat rostliny,

které siil toleruji.



3.2 Stres rostlin

Stres ma piesnou definici z fyzikalni védy — jde 0 silu na jednotku plochy, ktera jedna
na zaklad¢ materidlu, navozuje napéti a vede k morfologickym, vyvojovym a metabolickym
zménam (Hnilicka a Stieda, 2016).

Levitt (1980, 1982) poprvé pouzil pojem stres a strain. Stres definoval jako tlak vnéjsiho
prostiedi, které na rostlinu ptisobi. Strain popsal jako fyziologickou zménu, ktera je vysledkem
reakci ptisobeni environmentalniho stresu. Podle autora lze strain (napéti, zatéz, deformaci)
rozdé¢lit na reversibilni, vratnou (elastickou) nebo ireversibilni, nevratnou (plastickou) (Larcher,
2003; Shabala, 2017). Levitt (1980) popisoval lehky stres jako elastickou zatéz rostliny.
Elastickd deformace reprezentuje vratné zmény metabolismu pfi novych podminkach. Pokud
reprezentuji bunéénou smrt.

Larcher (2003) definoval stres jako zménu ve fyziologii, ke které dochazi, pokud jsou
druhy vystaveny neptiznivym podminkam (Karnner et al., 2010).

Grimy (1979) ale chape stres jako jakékoliv pusobeni prostfedi, které omezuje
fotosyntézu (napt. extrémni teploty, nedostatek vlahy ¢i zastinéni). V Grimové teorii Ize pojem
stres nahradit za ,,extrémni podminky*“‘.

Lichtenthaler (1996) a Karnner et al. (2010) vnimaji stres jako kazdy nepfiznivy stav,
ktery néjakym zptisobem ovliviiuje nebo blokuje rist rostlin.

Michel (1994) uvadi, ze anglicky vyraz ,stress‘ lze prelozit jako ,,tlak, diraz, tiseni ¢i
nesndz*‘. Jako technicky termin neoznacuje podnét, pii¢inu nebo posSkozeni organismu, ale jeho
stav. Stres je tedy stav, ve kterém se zivy organismus nachdzi pii mobilizaci, obrannych,
napravnych procesu vu¢i podnétim piesahujicim obvyklé rozpéti homeostaze. Toto pojeti
stresu je naprosto odliSné od Grimovy teorie z roku 1979. Stresové reakce maji obycejné tyz
charakter bez ohledu na druh podnétu (nejsou nijak specifické ve vazb€ na pficinu stresu).
V odolnosti vii€i podnétu se jedinci téhoz druhu znaéné odlisuji. Odolnost viic¢i stresu neni
striktné geneticky determinovéana (mtze byt do urcité miry individualn€é modifikovéana).

Keddy (2007) definoval stres jako jakykoliv neptiznivy faktor, ktery snizuje u rostlin
produkci biomasy. Ke stejné teorii pojeti stresu u rostlin doSel i Buchanan (2001).

Shabala (2017) mluvi o stresu jako o ,,znevyhodiujicim vlivu®, ktery ptsobici na
rostlinu pomoci biotickych a abiotickych faktori (infekce, teplo, voda nebo nedostatek
kysliku).



3.2.1 Rozdéleni stresu rostlin

Bioticky stres (faktor) vznika interakci mezi organismy, zatimco abioticky stres zavisi
na interakci mezi organismy a fyzikalnim prostiedim (Ashraf and Harris, 2006).
Podle Blahy (2003) je stresor abioticky, bioticky nebo komplex faktort, ktery vyvolava
stres u rostlin.
Abioticky stres:
- Teplotni extrémy (vysoka teplota, chlad, mraz)
- Voda (sucho, nadbytek vody)
- Zafteni (UV, svétlo, ionizujici zatfeni)
- Chemicky stres (zasoleni, deficit soli, tézké kovy, pesticidy)
- Vitr, pohyby pud
- Ostatni faktory (magnetické a elektrické pole)
Bioticky stres
- Herbivori
- Parazitismus
- Infekce

- Konkurence, rivalita (Schulze et al., 2005)
3.2.2 Prizpisobeni rostlin stresu

Rostliny vyvinuly riizné mechanismy, aby se vyrovnaly s disledky stresu. VétSinou se
jednd o mechanizmy zahrnujici vyvojové, morfologické, fyziologické, biochemické,
molekuldrni a genetické taktiky, aby se dokazali vypotfadat s negativnimi UCinky stresu
(Redondo-Goémez, 2013; Munns, 2005).

Organismus se tak miize v reakci na stres adaptovat bud’ zvysenim stupné stresu, pod
kterym vznikd zatéz (strain) nebo snizenim zéatéze (strain) produkované urcitym stresem
(Keddy, 2017).

V prvnim piipadé miiZze organismus zabranit pronikani napéti do tkané, pti¢emz vnéjsi
stres zustava stejny-jde 0 tzv. zamezeni stresu (stress avoidace). ,,Tento zpisob obrany obvykle
zahrnuje mechanickou bariéru, kterd mé pfevazné pasivni nebo dlouhotrvajici charakter (silna
vrstva kutikuly na listech, vyraznd impregnace bunécnych stén, rezervoary vody a fada
organickych latek)* (Piterkova et al., 2005). Obvykle je pouzita néjaka prekazka zabranujici
stresu Vv ptsobeni strainu. Nebo miize organismus dovolit stresu v pronikani do tkani, ale

zabranuje vzniku poskozeni (Keddy, 2017).



Organismus s toleranci ke stresu (stress tolerance) je schopen zabranit, omezit nebo
zhojit rany zptisobené stresem. Piterkova (2005) tika Ze tzv. aktivni obrana rostlin (tolerance
mechanism) omezuje negativni dopad stresorti az po jejich proniknuti k plazmatické membrané
bunék a do symplastu. V takovém piipad¢ dojde ke spusténi fetézce zmen (stresova reakce).
Prtbéh a vysledek reakce na stres zavisi na intenzité a délce ptisobeni stresového faktoru a také
na rostliné samotné (stadium vyvoje, vitality atd.). Studium stresoru v pfirodnich podminkach
je obtizné, jelikoz Casto plsobi nékolik stresovych reakci najednou. A stres také ve vétSing

ptipadi pisobi pouze na ¢ast rostliny (Obrazek 2).

Abiotic stress

v A 4

Resistance
» Stress avoidance
* Stress tolerance

Obrazek 2 Ptizptisobeni
se podminkam prostiedi

Lichtenthaler (1998) definoval pozitivni adaptivni stres spuStény malou mirou stresoru
jako ,eustres” a negativni stres zpiisobeny velkou mirou stresoru jako ,,distres. Eustres
zpusobuje upravu metabolismu a vede kK optimalnimu stavu pod novymi okolnimi podminkami,
zatimco distres vede k destruktivnimu vlivu. Rovnovaha mezi t€émito stresy urc¢i, zda bude

rostlina prospivat nebo hynout (Shabala, 2017).
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3.3 Osmoticky stres

Voda difunduje ptes semipermeabilni membranu bunky ve sméru nizsi koncentrace do
mista s vy$$i koncentraci — tento jev nazyvame osmoza. Pokud nastane situace, ze je
koncentrovanéjsi vné¢jsi prostfedi buiikky nez jeji okoli, dochazi k plazmolyze (Munns and
Tester, 2008; Reid, 2012). ZvySena koncentrace soli (iontt Na® a CI") v pidnim roztoku
zpusobuje osmoticky stres, ktery je nékdy nazyvan stresem ze zasoleni (Munns and Tester,
2008). Osmoticky stres je zpuisoben zménami koncentrace rozpusténych molekul v prostredi,
které obklopuje buiiku, ¢imz se méni dostupnost vody. Osmoticky stres zapficini, ze dojde ke
Rostlina se proto snazi vyrovnat hladiny koncentraci tim, zZe vypudi vodu z rostlinného téla do
okolniho prostiedi (El-Hendawy et al., 2005; Tamas and Hohmann, 2003). Dojde ke snizeni
turgoru v bufice a snizeni objemu cytoplazmy. Tim, ze doslo ke snizeni objemu bunky, zvySuje
se koncentrace rtiznych intraceluldrnich iontli, které mohou byt pro buitku toxické. Rostlina
proto zvysuje koncentraci osmoticky aktivnich latek, aby se vyhnula osmotickému stresu
(Verma, 1999). Dle Buchanana (2015) vysoka koncentrace soli v kofenové zoné zpusobi, ze
dochdzi k dehydrataci bun¢k a nastava osmoticky stres. Pokud tento stav pretrvava, mize dojit
K uhynu celé rostliny.

Nekdy byva osmoticky stres oznacovan jako ,,fyziologické sucho®, jelikoz je pro
rostlinu zhorSen piijem vody, ktera je nezbytna pro jeji vyvoj (Venkateswarlu et al., 2011).
Osmoticky stres (osmoticky $ok) je nahla zména v koncentraci roztoku kolem bunky,
zpusobujici rychly pohyb vody skrz membranu (Sejian et al., 2012).

Rostliny vyvinuly celou tadu taktik, aby se dokazaly vypotadat s negativnimi G¢inky
salinitniho stresu (Munns, 2005). Je ziejmé, ze lepsi mechanismy k piizptisobeni osmotickému
stresu maji halofytni rostliny (k soli tolerantni) oproti rostlindm glykofytnim (netolerantni
k zasoleni) (Khan et al., 2006). Halofyty jsou skvéle adaptovany K zasoleni, protoze maji
dokonale fizeny pfijem soli pomoci plazmatické membrany, ktera brani pronikani
nadbytecnych ionti do bunék kotent. Druhym adapta¢nim mechanismem je zvySené ukladani
soli do vakuoly nebo apoplastu, kdy ¢ast soli je transportovana do nadzemni Casti a nasledné i
vyluc¢ovana na povrch listu. Vysoky osmoticky tlak — vakuolni §tavy musi byt vyrovnan
zvysenou koncentraci osmoticky aktivnich latek v cytosolu (Motkova a kol., 2014; Flowers

and Colmer, 2015). Zatimco glykofyty tak dokonale vyvinuté mechanismy vici zasoleni nemaji
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(Acosta-Motos et al., 2017). Problém glykofytd je, ze na rozdil od halofyti nejsou schopny
zabudovat nadbyte¢né ionty Na* do vakuoly (Minhas et al., 2017).

3.3.1 Osmolyty

Osmolyty jsou netoxické, vysoce rozpustné chemické slouceniny, které se vyskytuji ve
vSech organismech (Slama et al., 2015; Taiz and Zeiger, 2006). Aby se burika pii osmotickém
stresu vyhnuly dehydrataci cytoplazmy pii hromadéni Na* uvniti vakuoly, zvysi koncentraci
rozpusténych latek v cytoplazmé (Jenks and Wood, 2009). Vyhodou akumulace osmolytu je,
ze udrzuji hlavni fyziologické funkce bunék aktivni a mohou byt syntetizovany ve vSech
vyvojovych fazich rostlin (Slama et al., 2015). U halofytt je jejich koncentrace mnohonasobné
vys$si (Munns and Tester, 2008). Kompatibilni soluty jsou latky rtzné povahy. Zahrnuji
sacharidy (sacharozu a trehal6zu), cukerné alkoholy (mannitol), aminokyseliny (prolin,

glutamat) a mnoho dalsich (Kalsoom et al., 2016). Prolinu je vénovana nasledujici kapitola.
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3.4 Prolin

Akumulace prolinu je zptisobena narusenim fyziologického stavu (zasoleni, sucho,
extrémni teploty atd.). Aby se rostliny vyrovnaly zménam, hromadi fadu metabolitl, zejména
aminokyselin. Které jsou povazovany za prekurzory a slozky bilkovin a hraji dilezitou roli v
metabolismu a vyvoji rostlin (Hayat et al., 2012). Prolin (Obrazek 3) je jedinou proteogenni
aminokyselinou, kde je a — aminoskupina pfitomna jako sekundarni amin (Verslues and
Sharma, 2010). Patii mezi dilezité kompatibilni osmolyty a osmoprotektivni slouceniny
(Abraham et al., 2010). Prolin je diky amfifilni povaze schopen zadrzovat vodu uvnitf buiiky
za podminek osmotického stresu, ¢imzZ stabilizuje cytoplazmatické proteiny a membrany.
Prolin snizuje kyselost (aciditu) cytoplazmy (Hare et al., 1998; Wang et al., 2003). Po odeznéni
stresu se stava zdrojem uhliku, dusiku, energie a redukujich ekvivalenti, které usnadnuji
obnoveni fyziologickych funkci v buiice (Bartels and Sunkar, 2005; Hare et al., 1998).
Stabilizuje vnitrobunééné struktury a vyrovnava redoxni potencial pii stresu (Chinnusamy et

al., 2005).

OH
N

H
O
Obrazek 3 Molekula prolinu (Kalsoom et al., 2016)
Prolin vznika v cytoplazmé a chloroplastech z glutamatu, naopak jeho degradace je

v mitochondriich zpét na glutamat (Fraire-Velazquez and Balderas-Hernandez, 2013; Mansour
and Ali, 2017)

3.4.1 Syntéza prolinu

Rostliny syntetizuji prolin (Obrazek 4) dvéma biosyntetickymi drahami bud’
z glutamatu, nebo z ornitinu. Podle Buchanana (2001) neni ornitinova draha syntézy prolinu
pro stresované rostliny vyznamna. Pfi vystaveni rostlin stresu pfevazuje glutamatova cesta
syntézy prolinu (Stein et al., 2011). Syntézu prolinu z glutamatu zajist'uji dva enzymy P5CS a
P5CR. P5CS plni dvé funkce. Napied katalyzuje fosforylaci a redukci glutamatu na
glutamat-y-semialdehyd (GSA), ktery se samovolné pfeméniuje na Al-pyrrolin-5-karboxylat
(P5C). Pomoci P5C-reduktazy (PSCR) je pak P5C pfeménén na prolin (Buchanan et al., 2001).
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Plant:
Cytosol / - — Omithine —’—’Arginme
last

and chlorop.
- NADPH, H*

ATP, NADPH, H*
[Csmate] - [G5A] —#-P5C ~proine
P5CS (spontaneous) P5CR

(YGK & GSD)

Obrazek 4 Syntéza prolinu v rostlinach (Stein et al.,2011)
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4 Material a metodika

4.1 Charakteristika jednotlivych druhii listovych zelenin

Locika seta "Orion” (Lactuca sativa L.):

Rany hlavkovy salat maslového typu, ktery je vhodny k rychleni. Vysev provadime od
unora do hloubky 2 cm. Semena kli¢i rychle (7-14 dnt). Vysazujeme na stanovisté s dostatkem
svétla do sponu 25 % 25 cm. Tato odrida vytvari stiedné velké pevné hlavky (Seva Moravia
s.r.0., 2018). Pravdépodobné vznikl z plané lociky kompasové (Lactuca serriola L.). Jde o
jednoletou, chladuodolnou zeleninu (Vogel, 1996).

Roketa seta "Astro” (Eruca sativa Mill.):

Je zndma také pod ndzvem rukev, roketa, rukola nebo eruca. Je to rychle kli¢ici zelenina,
S vysokym obsahem vitaminu C, podporujici chut’ k jidlu a Cistici krev. Lze vysévat celoro¢né
(SEMO a.s., 2018). Vynikajici odriida s atraktivnimi velkymi, lesklymi listy s jemnou Stiplavou
chuti (Dolezalova et al., 2013). Nenaro¢na na pudu, pouze nesnasi zamokiena stanovisté.
Odolna vici pred¢asnému vybihani do kvétu (Biggs, 1997).

Vyséva se ve sponu 25 x 10 cm do hloubky 1 cm, ve sklenicich v tinoru az Cervenci a
pfi polnim péstovani v dubnu az ¢ervenci (KIEPENKERL, 2018).

Kozli¢ek polnic¢ek (Valerianella locusta L.):

Nenaro¢na listova zelenina s kratkou vegetacni dobou, kterd se péstuje pro piizemni
listové ruzice. Listy maji vy$$i nutricni hodnotu nez salat. Vyséva se brzy na jafe nebo
v ¢ervenci. Rostliny vyseté na podzim nechame pfezimovat a listové rtizice sklizime brzy z jara.
Rostlinky sazime 10 x 10-15 cm od sebe, do hloubky 1-2 cm. Sklizime od ledna do dubna podle
vysevu. Listy jsou bohaté na vitamin C. (SEMO a.s., 2018)

Srucha zelna ‘Green Purslane’ (Portulaca oleracea L.):

Léciva rychle rostouci rostlina. Konzumuji se mlade¢ listy s vysokym obsahem minerali
a vody. Je vhodna jako nihrada Spenatu. M4 bézné naroky na zavlahu a je tolerantni k suchu.
Po vykveteni ziskavaji listy ostrou, Stiplavou chut’. Vysev provadime piimo na stanovisté od
dubna do srpna do sponu 20-25 x 4 cm. Sklizime v kvétnu az fijnu v zavislosti na dob& vysevu
(SEMO ass., 2018).

Ctyibo¢ rozloZita [Tetragonia tetragoniodes (Pallas) O. Kutze]:

Cesky nazev &tyibod i védecké pojmenovani rostliny Tetragonia je odvozen od

&tyirohého az osmirohého tvaru plodu, ktery je povazovan za semeno. Ctyibo¢ je rostlina

pravému Spenatu botanicky velmi vzdalend, Spenatem se nazyva jen pro stejny zpusob vyuziti

15



(Welbaum, 2015; Vogel, 1996). Tato jednoleta bylina tvofi mohutné trsy S rozvétvenymi, az 1
m dlouhymi lodyhami. U nas se nejc¢astéji péstuje z predpéstované sadby. Vysévame na zacatku
biezna do patenisté. Rostliny jsou teplomilné a vlhkomilné. Ven vysazujeme, az kdyz nehrozi
mrazy do sponu 80 x 40 cm. Na rozdil od $penatu Vv letnich mésicich nevybiha do kvétu (SEMO
a.s., 2017)

4.2 ZaloZeni pokusu

Pokus byl zalozen v experimentilnim a pokusném skleniku CZU FAPPZ Katedry
botaniky a fyziologie rostlin na pocatku bfezna (15.3.2016). Do vysevnich truhlikd se
zahradnickym substritem byly vysety semena ctyfboce, saldtu, rokety, polnicku a Sruchy.
Kazdy truhlik byl oznafen jmenovkou a datem vysevu (Obrazek 5). Zprvu byly vysevy
zalévany vodou, aby nedochazelo k proschnuti substratu. Po tydnu zacaly kli¢it prvni rostliny
(salat, roketa, ¢tyfboc), polnicek a Srucha vykli¢ily az nasledujici tyden (Obrazek 6). Ve fazi
dvou pravych listi (podle BBCH faze 12 dle Bleiholder et al., 1997) byly rostliny rozsazeny do
samostatnych kvétinaci o rozmérech 10 x 10 cm, vzdy po 3-5 rostlinach (Obrazek 7). I nadéle
byly rostliny zalévany vodou. Po ujmuti byly rostliny rozdéleny do pé&ti variant (Obrazek 8), a
to podle nasledného zplisobu zalivky. Kontrolni varianta byla naddle zalévana vodou,
stresované rostliny byly zalévany 50 ml roztoku NaCl o riiznych koncentracich (50 mmol.I*,
100 mmol.I", 200 mmol.I* a 300 mmol.I"}). Kazda varianta ¢itala 10 rostlin od kazdého druhu,
vyjma Ctyiboce, ktery byl rozdélen po 7 rostlinach (nedostatek semen ve vysevu). VSechny
varianty salatu ¢italy 50 kvétinacu, stejné tak varianty polni¢ku, Sruchy a rokety, varianty
ctyiboce mély pouze 38 rostlin. Celkem bylo osazeno 235 kvétinach. Zalivka byla provadéna
ob dva az tfi dny v zévislosti na pocasi a teploté ve skleniku (za teplého pocasi bylo nutné
rostliny zalévat kazdy den). Béhem celého pokusu nebylo nutné rostliny plit, jelikoZ zapleveleni

bylo minimalni.
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Obrazek 6 Rostliny prvni dny po vzejiti
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Obrazek 8 Rostliny piepichané a rozdélené do jednotlivych variant
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4.3 Zpracovani a vyhodnoceni rostlinného materialu

4.3.1 Stanoveni hodnot prolinu

Pokus byl ukoncen 4.5.2016 (po padesati dnech od zalozeni), kdy byly rostliny
premistény do laboratofe CZU (Katedry botaniky a fyziologie rostlin). Pro vyhodnoceni pokusu
byla zvolena metodika podle Batese (1973) pro stanoveni obsahu prolinu v listech. Probirkou
byly z jednotlivych variant odebrany listy. Bylo navazeno 0,5 g listového pletiva. Listy byly
rozetfeny v roztoku 1 ml 3 % kyseliny sulfosaliciové. Kdyz smés zhomogenizovala, ptidali se
do tfeci misky 4 ml 3 % kyseliny sulfosaliciové. Nasledné se smés prefiltrovala do kadinek.
Byl odebran 1 ml filtratu do oznacené zkumavky (ndzev rostliny a koncentrace NaCl). K filtratu
byla pfidana reak¢ni smés tvofena 1 ml ninhidrinu a 1 ml koncentrované kyseliny octové.
Zazatkované zkumavky byly protfepany na tiepacéce po dobu 20 minut. Poté byly zkumavky
pfemistény do vodni 1azné, kde se 30 minut vatily. Nasledné bylo nutné vzorky zchladit a ptidat
3 ml toluenu a znovu je protiepat. Protfepané zkumavky se nechaly 20 minut odstat, pii odstati
doslo k oddéleni fazi vzorku.

Koncentrace prolinu byla méfena pomoci spektrofotometru (Helios Gamma), kde byla
métena vrchni faze vzorku pii vinové délce 520 nm. Jako blank byl pouZit ¢isty toluen. Méteni
kazdého vzorku bylo tfikrat opakovano, aby se piedeSlo chybam. Vysledky byly zpracovany
do grafi.

4.3.2 Stanoveni relativniho obsahu vody (RWC)

Stanoveni relativniho obsahu vody v listech (RWC) bylo provedeno podle metodiky
Smart and Bingham (1974).

Probirkou byly z jednotlivych variant rostlin odebrany listy. Pomoci korkovrtu bylo
vytiznuto z listli 10 tercika. TerCiky byly ihned zvaZeny na torznich vahach. Poté se terciky
nechaly nasytit vodou po dobu asi 4 hodin. Po uplném nasyceni byly ter¢iky opét zvaZeny a
nasledné dany do susarny na teplotu kolem 85°C. Po Uplném vysuSeni byl vzorek opét zvazen.

Relativni obsah vody byl vyhodnocen podle nasledujici rovnice:
FW-DW
RWC (%) = ————=x 1009
( /0) TW-DW %
FW — fresh weight (Cerstva hmotnost)
DW — dry weiht (hmotnost po vysuSeni)

TW — turgid weiht (hmotnost po nasyceni vodou)
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5 Vysledky
5.1 Hodnoty prolinu

Byly sledovany ménici se hodnoty prolinu a relativni obsah vody (RWC) u péti druhti
listovych zelenin (Sruchy zelné, lociky seté, kozlicku polnicku, rokety seté, ctyiboce rozlozité).
Sledovany byly varianty zalévané vodou (kontrolni) a varianty stresované. Tyto varianty byly
zalévany riznymi koncentracemi roztoku soli NaCl (50 mmol.I*t, 100 mmol.I, 200 mmol.I"t a
300 mmol.I%).

5.1.1 Srucha zelna (Portulaca oleracea L.)

Na Obrazek 9 jsou znazornény hodnoty prolinu u rostlin Sruchy zelné (Portulaca
oleracea), které jsou vystavena osmotickému stresu v disledku zasoleni. Nejniz§i namétena
hodnota ¢&inila u kontrolni varianty 3,02 pg.g™l. Se zvysujici se koncentraci soli v roztoku
dochézelo k nartistu hodnot prolinu. Pro varianty 50, 100, 200 a 300 mmol.1* byly hodnoty
3,79; 5,24; 10,84 a 11,74 ng.g*. Nejvyssi hodnoty prolinu byly naméfeny u varianty 300
mmol.I" . U stresované varianty s koncentraci soli v roztoku 300 mmol.I"* doslo ke zvyseni

hladiny prolinu téméf tyfnasobné oproti nestresovanym rostlinam.

250
200
150

100

koncentrace prolinu [pug.g™]

50

0 50 100 200 300
koncentrace NaCl [mmol.I1 ]

Obréazek 9 Koncentrace prolinu (ug.g™) v zavislosti na koncentraci NaCl (mmol.I ™)
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5.1.2 Locika seta (Lactuca sativa L.)

Obrazek 10 zobrazuje hodnoty prolinu u rostlin lociky seté (Lactuca sativa). Naméiené
hodnoty prolinu se pohybuji od 3,86 do 74,14 ng.g*, pfi¢emz nejvyssi hodnoty byly naméteny
u varianty s koncentraci 300 mmol.1* NaCl. Oproti kontrolni varianté doslo u koncentrace 300
mmol.I"? roztoku soli téméf k dvacetindsobnému zvyseni hladiny prolinu. U vyssich
koncentraci soli v roztoku (100, 200 a 300 varianta) dochéazelo k usychani listti a okrajovym
nekrozam, a to v dusledku poskozeni rostlin vysokou hodnotou soli v ptidnim roztoku (Obrazek
11).
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koncentrace prolinu [pug.g™]
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0 50 100 200 300
koncentrace NaCl [mmol.I1 ]

Obrazek 10 Koncentrace prolinu (ng.g?) salatu v zavislosti na koncentraci NaCl (mmol.1*)

Obrazek 11 Rostliny salatu poskozené vysokou koncentraci soli

5.1.3 Roketa seta (Eruca sativa Mill.)

Obrazek 12 znazornuje ménici se hodnoty prolinu u rostlin rokety seté (Eruca sativa).

Nejniz§i naméfena hodnota byla u kontrolni varianty 45,22 pg.g. Se zvysujici se koncentraci
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soli v roztoku dochézelo k vyraznéjsimu naristu hodnot prolinu u jednotlivych variant. Pro
varianty 50, 100, 200 a 300 vychazely hodnoty prolinu na 85,76; 188,29; 225,5; 230,97 ug.g™.
Nejvyssi hodnotu vykazovala rostlina s koncentraci NaCl 300. Na rostlinach rokety nebylo
nijak viditelné vyrazné poskozeni zpusobené zvySenou koncentraci soli v roztoku (Obrazek
13).
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koncentrace NaCl [mmol.I1 ]

koncentrace prolinu [pg.g]

Obrazek 12 Koncentrace prolinu (ng.g?) rokety v zavislosti na koncentraci NaCl (mmol.l™)

Obrazek 13 Rostliny rokety neposkozené vysokou koncentraci soli

5.1.4 Kozli¢ek polni¢ek (Valerianella locusta L.)

Obrazek 14 ukazuje, jak se ménily hodnoty prolinu u rostlin kozlicku polni¢ku
(Valerianella locusta). U kontrolni varianty byla naméfena hodnota prolinu 6 pg.g? . U
koncentrace 50 a 100 mmol.I"t byla naméfena hodnota 10,7 a 14,51 pg.g™. U nasledujicich

variant nebylo mozné hodnoty zméfit, jelikoz doslo k tthynu rostlin (Obrazek 15).
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Obrazek 14 Koncentrace prolinu (ug.g?) polnicku v zavislosti na
koncentraci NaCl (mmol.I%)

Obrazek 15 Rostliny polni¢ku poSkozené vysokou koncentraci soli
5.1.5 Ctyibo& rozlozita [Tetragonia tetragoniodes (Pallas) O. Kutze]

Obrazek 16 sleduje, jak se méni hodnoty prolinu u rostlin étyfboce rozlozité (Tetragonia
tetragonoides). Mé&fené hodnoty prolinu se pohybuiji od 3,65 do 66,12 6 pg.g™. Pfi¢emz nejnizsi
hodnoty byly neméfeny u kontrolni varianty 3,65 pg.g?. Se zvysujici se koncentraci rostla
hladina prolinu. Rostliny ¢tyiboce plisobily vitadlné a nebyly pozorovatelné zmény poSkozeni
rostlin zpusobené zvySenou koncentraci soli v roztoku (Obrazek 17). Nejvyssi hodnota byla
zméfena u varianty 300 mmol.I? 66,12 pg.g?. U stresované varianty s koncentraci soli
v roztoku 300 mmol.I"! doslo ke zvyseni hladiny prolinu téméf osmnéctindsobné oproti

nestresovanym rostlindm.
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Obrazek 16 Koncentrace prolinu (ug.g?) étyfbode v zavislosti na koncentraci NaCl (mmol.I ™)

Obrazek 17 Rostliny ¢tyiboce neposkozené vysokou koncentraci soli
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5.1.6 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druhi rostlin

Nasledujici grafy zobrazuji, jak se ménily hodnoty prolinu u jednotlivych variant a

druht rostlin.

5.1.6.1 Kontrolni varianta

Pro kontrolni variantu (Obrazek 18) byly naméfeny hodnoty prolinu u Sruchy
3,02 pg.gt, polnicku 6 pg.g?, salatu 3,85 pg.g?, rokety 45,22 ng.gt a &tytboce 3,65 pg.gt.
Hladina prolinu u rokety vysplhala aZ na 45,22 ug.g? , coz byla nejvyssi naméfend hodnota.
Nejnizsi hodnota naopak byla namétena u rostlin Sruchy.
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koncentrace prolinu [pg.g™]

wu
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Srucha polnicek salat roketa Ctyrboc

0

druhy zeleniny

Obrazek 18 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druhti zelenin

5.1.6.2 Varianta zalévana roztokem 50 mmol.I1

U varianty (Obrazek 19) zalévané touto koncentraci soli nejvyssi naméfenou hodnotu

cv v

naméfena u rostlin Sruchy.
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Obrazek 19 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druht zelenin

5.1.6.3 Varianta zalévana roztokem 100 mmol.It

U této varianty (Obrazek 20) miZzeme pozorovat narust hladiny prolinu u rokety téméf
Ctyfnasobné oproti kontrolni varianté. U salatu a ctyiboce byly hodnoty prolinu podobné.

Nejnizsi hodnotu opét vykazovala Srucha.
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druhy zeleniny

Obrazek 20 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druhti zelenin
5.1.6.4 Varianta zalévana roztokem 200 mmol.I*

Srucha u téchto hodnot nevykazovala vyrazné poskozeni zvysenou hladinou soli

(Obrazek 21). Lze tedy piedpokladat, Ze rostliny Sruchy jsou odolné vici zasoleni, i kdyz
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naméfend hodnota byla nejnizsi (Obrazek 22). Naopak u polnicku doslo k thynu rostlin, proto

fv v

hodnoty byly zméteny u Sruchy naopak nejvyssi u rokety.
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Obrazek 21 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druhti zelenin

Obrazek 22 Rostliny Sruchy neposSkozené vysokou koncentraci

5.1.6.5 Varianta zalévana roztokem 300 mmol.I

v

I u této varianty (Obrazek 23) nebylo mozné zmétit hodnoty u rostlin polnicku. Nejnizsi

hodnota byla naméfena u Sruchy, oproti kontrolni varianté dosSlo k nartistu hladiny prolinu
11,74 ng.g*. Hodnota naméfend pro salat 74,14 pg.g? byla piiblizné stejna jako pro &tyfbod
66,12 ng.g.
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Obrazek 23 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druhti zelenin

5.2 Relativni obsah vody (RWC)

5.2.1 Srucha zelna (Portulaca oleracea L.)

Obrazek 24 zobrazuje ménici se hodnoty RWC u sledovanych rostlin Sruchy. Kontrolni
varianta s 0 mmol.I"t byla zalévana destilovanou vodou. Pro tuto variantu byla hodnota RWC
83,78 %. Pro varianty 50,100,200 a 300 vychazely hodnoty relativniho obsahu vody na 80,7;
83,19; 67,19 a 69,21 %. Nejvyssi namétena hodnota RWC byla u nestresovanych rostlin.
Nejniz&i naopak u varianty 200 mmol.1™,
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relativni obsah vody [%]

Obrazek 24 Hodnoty RWC (%) u ruchy pro jednotlivé koncentrace soli v zalivece (mmol.l ™)
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5.2.2 Locika seta (Lactuca sativa L.)

Obrazek 25 zaznamendva ménici se hodnoty RWC u rostlin salatu. U kontrolni varianty
byla naméfena hodnota 75,95 %. Se zvySujici se koncentraci soli v roztoku dochéazelo ke

sniZzovani relativniho obsahu vody u sledovanych rostlin. Rozdil mezi nejvySs$i a nejnizsi
hodnotou ¢inil 14,4 %
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koncentrace NaCl [mmol.I"1 ]

relativni obsah vody [%]

Obrazek 25 Hodnoty RWC (%) u lociky pro jednotlivé koncentrace soli v zalivee (mmol.1})
5.2.3 Roketa seta (Eruca sativa Mill.)

Obrazek 26 sleduje ménici se hodnoty relativniho obsahu vody u rostlin rokety seté. U

nestresovanych rostlin byla namétena nejvyssi hodnota RWC 75,55 %. Jak se zvySoval obsah

hodnota u sledovanych rostlin.
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Obrazek 26 Hodnoty RWC (%) u rokety pro jednotlivé koncentrace soli v zalivce (mmol.I?)

5.2.4 Ctyibo& rozloZita [Tetragonia tetragoniodes (Pallas) O. Kutze]

Obrazek 27 ukazuje hodnoty RWC u rostlin ¢tyfboce. U sledovanych rostlin dochazelo
kK mirnym vykyvim hodnot. U kontrolni varianty byla namétena hodnota RWC 81,29 %. U
koncentrace 50 mmol.I doglo k mirnému zvyseni RWC na 83,55 %. Poté hodnota relativniho
obsahu vody opét klesla na 79,13 % a déle se snizovala na 57,04 a 54,88 %. Rozdil mezi
nejvyssi a nejnizsi hodnotou byl 28,67 %.
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Obrazek 27 Hodnoty RWC (%) u ¢tyiboce pro jednotlivé koncentrace soli
v zélivce (mmol.I?)
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5.2.5 Porovnani jednotlivych variant u vybranych druhii rostlin

Obrazek 28 zobrazuje hodnoty relativniho obsahu vody u vybranych druht listovych
zelenin. U kontrolni varianty byla naméfena nejvy$si hodnota RWC Sruchy, poté nasledoval
Styibog, salat a nakonec roketa. U koncentraci soli v roztoku 50 mmol.I! byla naméfena
nejvyssi hodnota u Styibode, naopak nejnizsi byla u salatu a rokety. Pii 100 mmol.1* NaCl se
hodnota relativniho obsahu vody u Sruchy zvysila na 83,19 %. U salatu doslo ke snizeni na
hodnotu 71,73 %. U stresované varianty s koncentraci roztoku NaCl 200 mmol.1"! byly nejvyssi
hodnoty namétené u rostlin Sruchy a salatu. Nejniz§i hodnoty byly naméfeny u rostlin rokety.
U nejvyssi koncentrace 300 mmol.I"t NaCl nejvyssi hodnotu RWC vykazovaly rostliny $ruchy,
poté salat, ¢tyibo¢ a nakonec roketa. Rozdily RWC mezi kontrolni variantou a nejvyssi
koncentraci roztoku soli u jednotlivych rostlin ¢ini u Sruchy 14,57 %, salatu 14,4%, rokety
27,15 % a ctytboce 26,41 %. Nejvyssi hodnota RWC byla namétena u kontrolni varianty rostlin
Sruchy. Nejnizsi relativni obsah vody byl naméfen u nejvyssi koncentrace soli v roztoku u

rostlin rokety.
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Obrazek 28 Porovnani hodnot RWC u vSech sledovanych druhti zelenin
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6 Diskuze

Utinky salinity jsou vysledkem komplexnich interakci mezi morfologickymi,
fyziologickymi a biochemickymi procesy, které ovliviiuji téméf vSechny aspekty vyvoje rostlin.
Jako je kli¢ivost semen, rust a piijem vody a zivin (Akbarimoghaddam et al., 2011; Singh and
Chatrat, 2001; Shrivastava and Kumar, 2015). Vysoka koncentrace soli v okoli kofent vede ke
snizeni vodniho potencidlu pidy, coz omezuje dostupnost vody pro rostlinu. Dochazi
k dehydrataci bun€k a nastava osmoticky stres (Stepien and Ktbus, 2006).

Je dobfe zndmo, Ze biosyntéza prolinu je obecnou odpovédi na stres ze zasoleni u vSech
druhd rostlin, které ji pouzivaji jako hlavni osmolyt (Boscaiu et al., 2012). V rostlinach tvofi
prolin mén¢ nez 5 % z celkového poctu volnych aminokyselin za normalnich podminek. Pti
stresu se tato uroven muze zvysit az na 80 % (Chen a Dickman 2005). Normalné se vyskytuje
V cytosolu, vyznamné piispiva k vyrovnavani osmotického tlaku, ma funkci ve stabilité
membran a zmirfiuje G¢inky NaCl na bunééné membrany (Parvaizet et al., 2008).

P#i 0 mmol.I"t koncentraci soli v roztoku byl u rostlin &tyfbode rozlozitého [Tetragonia
tetragoniodes (Pallas) O. Kutze] obsah prolinu 3,65 pg.g*. Cim vyssi byla koncentrace NaCl,
tim vysSi byl obsah prolinu. Lamhamdi et al. (2013) ve své praci uvadi, Ze obsah prolinu se u
rostlin Spenatu zvySuje vlivem plisobeni toxickych latek v plidé. Autofi vyzkumu misto roztoku
soli NaCl pouzili roztok soli dusi¢nanu olovnatého [Pb(NO3)2]. Hodnoty prolinu namétené u
Ctyfboce maji obdobny trend jako vysledky, které¢ namétil Yousif et al. (2010) u suché hmoty.
Yousif et al. (2010) oznacil ¢tyfbo€ za halofytni rostlinu a doporucil ji na zasolené stanoviste.

U nestresovanych rostlin kozlicku polnicku (Valerianella locusta L.) byl naméten obsah
prolinu 6 pg.g. Pfi koncentraci 200 a 300 byla vitalita V. locusta tak $patnd, Ze doslo k thynu
rostlin. Zanin et al. (2011) udava snizeni vynosu v diisledku salinity jiz na arovni 30 mmol.I*
NaCl. Coz svéd¢i o vysoké citlivosti V. locusta k zasoleni.

U rostlin lociky seté (Lactuca sativa L.), které byly zalévany destilovanou vodou, byl
obsah prolinu 3,86 pg.g™. Se zvysujici se koncentraci soli v roztoku byl i vys§i obsah prolinu.
Pti zalivee 300 mmol.I! NaCl jsme naméfili koncentraci 74,14 pg.g™. Bartha et al. (2015)
zkoumali, jak se méni hodnoty prolinu u péti kultivara salati a nejvyssi hodnota byla namétena
u Lactuca sativa var. romana "Paris Island’ (salat fimsky). Schrader (2017) porovnaval
odolnost dvou skupin salatt (kultivary fimského a ledového salatu). Jako odolngjsi viici
zasoleni se projevily kultivary salatu fimského, u kterého doSlo oproti kontrole témeétr k
pétadvaceti nasobnému zvyseni koncentrace prolinu pii zalivee NaCl 100 mmol.1"2. Unliikara

et al.(2008) oznacil salat jako rostlinu znacné citlivou k zasoleni. Na stresovanych rostlinach L.
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sativa bylo viditelné poskozeni listd (okrajové nekrdzy listtr), coz je podle Poss et al. (1999)
typicky pfiznak nadmérného zasoleni.

U rostlin rokety seté (Eruca sativa Mill.) byly pfi koncentracich 0 mmol.I'* NaCl
naméfeny hodnoty prolinu 45,22ug.g?. Se zvysujici se koncentraci NaCl dochazelo ke
zvySovani obsahu prolinu. Ashraf (1994) naméfil pfi stejné koncentraci NaCl obsah prolinu
1500 pg.g?, obsah prolinu se oproti kontrole $estinasobné zvysil, coz je srovnatelné s nami
naméfenym nartistem prolinu. Barbieri et al. (2011) uvadéji, ze roketa je citlivad k zasoleni.
S timto tvrzenim se nelze ztotoznit, protoZe na rostlindch nebylo nijak patrné poSkozeni
zvySenou koncentraci soli. Nase vysledky se shoduji s tvrzenim Ashraf (1994), ktery oznacil
roketu za rostlinu odolnou k zasoleni.
varianty byl obsah prolinu 3,02 pg.g. Od nulové koncentrace do 300 mmol.I"* dochazelo ke
zvy$ovani obsahu prolinu na hodnotu 11,74 pg.g?. Kafi and Rahimi (2011) ve své praci
uvadéji, Ze u nestresovanych rostlin P. oleracea nedochazelo k vétsim nardstim obsahu
prolinu, ale pokud byly rostliny vystaveny stresovym podminkam, obsah prolinu se u rostlin
zvysil pii koncentrace soli 120 a 240 mmol.I? na 949 ug.g® a 1841 pg.g*.Obdobny zavér ve
své praci uvadi Rahradi et al. (2012), ktery konstatuje, Ze vlivem zasoleni dochazi u rostlin
Sruchy k nartstu obsahu prolinu. K podobnym zavérim dosli i autofi Yazici and Tiirkan (2007),
ktefi se zabyvali odolnosti Sruchy k zasoleni a nazvali ji halofytem. I kdyz byly hodnoty prolinu
tim, Ze se jedné o halofytni rostlinu, ktera je schopna akumulovat Na* ve vakuole na rozdil od
rostlin glykofytnich (Glenn and Brown, 1999). Glykofytni rostliny nejsou schopny za vysoké
koncentrace soli v roztoku pfijimat vodu kofeny, a to v disledku vysokého osmotického tlaku
v pudé. DalSim problémem soli netolerantnich rostlin spoc¢ivd v tom, Ze nejsou schopny
zabudovat nadbyte¢né ionty Na® do vakuoly, coz je u halofytnich rostlin naprosto bézné
(Sairam and Tyagi, 2004). Obsah prolinu pravdépodobné napomaha rostlindm piekonat
osmoticky stres zpiisobeny zasolenim pomoci rovnovazného stavu udrzovani vody a soli
v bunce (Kili¢, 2008; Kafi and Rahimi, 2011; Yazici and Tiirkan, 2007). Dale autofi oznacili
Sruchu jako rostlinu vhodnou na zasolené stanoviste.

Z vysledkt je patrné, ze u vSech sledovanych variant rostlin se obsah prolinu vlivem
zasoleni zvySoval. Ke stejnému zavéru dosli 1 Tal a kol. (1979), Tarakcioglu and Inal (2002) a
Kafi and Rahimi (2011). VU¢i zasoleni je nejvice odolna roketa, Srucha a ¢tyfbo¢. Naopak

rostliny salatu a polnicku jsou k zasoleni citlivé.
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Rozdil ve vodnim potencialu uréuje smér prutoku: voda se pohybuje spontanné z oblasti
s vysokym vodnim potencidlem do oblasti s nizkym vodnim potencidlem. Kdyz ptijem vody
kofeny tésné odpovida ztraté vody listy hodnota RWC se pohybuje od 85 do 95 %. Pokud dojde
ke snizeni RWC pod kritickou hladinu (50 %), rostlina uhyne. Kritickd hodnota RWC se 1isi
podle druhu rostliny (Buchanan, 2015). Vlivem zasoleni relativni obsah vody v substratu klesa
(Haddadi et al., 2016).

U kontrolnich pokusnych rostlin ¢tyiboce rozlozitého [Tetragonia tetragoniodes
(Pallas) O. Kutze] byly naméfeny hodnoty RWC 81,29 %. Se zvySujici se koncentraci soli
v roztoku dochizelo ke snizovani relativniho obsahu vody na 57,04 % (200 mmol.I?).
K podobnym zavérim dosel i Yousilf et al. (2011), ktery u kontrolni varianty namétil hodnotu
RWC 87% a u varianty (200 mmol.I"}) 72 %.

U nestresovanych rostlin rokety seté (Eruca sativa Mill.) byly pii koncentracich NaCl
(0 mmol.I"Y) namé&feny hodnoty RWC 75,55 %. Ve srovnéni s kontrolou doslo u variant 200 a
300 mmol.I"t ke snizeni RWC .Pokles RWC u téchto koncentraci byl o 22,75% a 27,15 %.
Nebyly zjistény vyznamné rozdily u variant 0,50 a 100 mmol.I"* NaCl. Zatimco Al Gehani and
Ismail (2016) uvedli, ze vyrazngjsi pokles relativniho obsahu vody nastal u rokety kvili
zasoleni jiz pti 40 mmol.I"t NaCl. Oproti kontrole byl u uvedenych autort pokles RWC o0 6 %.
Ve srovnani s nasimi vysledky byl pokles RWC oproti kontrole pii koncentraci 50 mmol.I
NaCl o0 0,65 %.

U kontrolni varianty Sruchy zelné (Portulaca oleracea L.) byla hodnota RWC 83,78 %.
Od nulové koncentrace do 300 dochazelo u rostlin ke snizovani hodnot RWC na 69,21 %. Kafi
and Rahimi (2012) uvedli, Ze oproti kontrole doslo ke snizeni RWC na 79 % (120 mmol.1™),
zatimco pii koncentraci 240 mmol.I"Y nedoslo ani k poklesu ani ke zvyseni hodnot RWC .
Naopak autofi Yazici and Tiirkan (2007) uvadéji, Ze u jejich vyzkumu se relativni obsah vody
oproti kontrole zvysil a az u vyssi koncentrace doslo ke snizeni RWC.

U rostlin lociky seté (Lactuca sativa L.), které byly zalévany destilovanou vodou, byly
hodnoty RWC 75,9 %. Cim vyssi byla koncentrace NaCl, tim se snizovala hodnota RWC na
61,5 %.

Z vysledkt je patrné, Ze relativni obsah vody se vlivem zasoleni snizuje Uvedeny zavér
potvrzuji Al Gehani and Ismail (2016), kteti zkoumali, jak se vlivem zasoleni zméni hodnoty
RWC u rostlin rokety seté.

Z vysledkl je patrné, Ze nejvyssi namétené hodnoty RWC byly u rostlin Sruchy,
¢tyfboce a poté nasledovaly rostliny salatu a rokety. U polni¢ku nebylo mozné zméftit relativni

obsah vody, jelikoz nebyl dostatek rostlinného materialti potfebného pro méteni.
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[ Zavér

V pokusu, ktery probihal po dobu padesati dnt, bylo péstovano pét druhlt vybranych
listovych zelenin, a to locika seta "Orion” (Lactuca sativa L.), roketa seta "Astro” (Eruca sativa
Mill.), kozli¢ek polni¢ek (Valerianella locusta L.), Srucha zelna "Green Purslane” (Portulaca
oleracea L.) a ¢étyibo¢ rozlozita [Tetragonia tetragoniodes (Pallas) O. Kutze]. Kontrolni
varianty byly zalévané destilovanou vodou a stresované rostliny 50 ml roztoku NaCl o riiznych
koncentracich (50 mmol.I"t, 100 mmol.I%, 200 mmol.I* a 300 mmol.I). Cilem této prace bylo
zjistit, jak zasoleni ovliviiuje obsah prolinu a relativni obsah vody (RWC). Ze ziskanych
vysledka vyplyva, ze:

e U rostlin Lactuca sativa bylo zjisténo, Ze se zvysujici koncentraci (50,100,200,300
mmol.I" NaCl) dochézelo k naristu hodnot prolinu: 6,42; 13,68; 21,57 a 74,14 pg.g™* a poklesu
RWC: 74,51; 71,73; 66,89 a 61,55 %

e U rostlin Eruca sativa bylo zjisténo, Ze se zvySujici koncentraci (50,100,200,300
mmol.I"t NaCl) dochazelo k nartistu hodnot prolinu: 85,76; 188,29; 225,5 a 230,97 pg.g’ a
poklesu RWC: 74,9; 72,91; 52,8 a 48,4 %.

e U rostlin Valerianella locusta bylo zjisténo, ze se zvySujici koncentraci (50,100
mmol.I"t NaCl) dochazelo k nartistu hodnot prolinu:10,7 a 14,51 pg.g™. U koncentrace 200 a
300 mmol.I"t NaCl doslo k tthynu rostlin.

e U rostlin Portulaca oleracea bylo zjisténo, ze se zvysujici koncentraci
(50,100,200,300 mmol.I" NaCl) dochézelo k naristu hodnot prolinu: 3,79; 5,24; 10,84 a 11,74
ng.gt a poklesu RWC: 80,7; 83,19; 67,19 a 69,21 %.

e U rostlin Tetragonia tetragoniodes bylo zjisténo, Ze se zvySujici koncentraci
(50,100,200,300 mmol.I" NaCl) dochazelo k nartistu hodnot prolinu: 6,42; 18,8; 31,73 a 66,12
ng.g* a poklesu RWC: 83,55; 79,13; 57,04 a 54,88 %.

e Velice vitalné pusobila Portulaca oleracea, ktera ovsem vykazovala vysoké hodnoty
prekonat osmoticky stres pomoci rovnovazného udrZzovani vody a soli v buiice, coz je typické
pro halofytni rostliny.

e Rovnéz rostliny Eruca sativa a Tetragonia tetragoniodes, mohou byt povazovany za
druhy tolerantni vuci zasoleni.

e Jako nejcitlivéjsi druh vuci zasoleni lze oznadit Valerianella locusta, u kterého doslo
pii vyssich koncentracich soli k thynu rostlin. Znatelné poskozeni v podobé¢ zasychani listu se

projevilo u Lactuca sativa i tento druh lze oznacit za citlivy k zasoleni.
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e Osmoticky stres je dnes aktuadlnim tématem v oblasti zeméd€lstvi., kterému by se
méla vénovat pozornost. Proto by bylo vhodné zkoumat odolnost vii¢i zasoleni i u jinych skupin

rostlin.
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