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ABSTRAKT

Salinita vyvolana riznymi sodnymi solemi (NaCl a NaySO,) indukovala zménu
ristovych parametrti lisicich se v zavislosti na pouzitém kultivaru a pH aplikovaného
solného roztoku. Nejvyssi citlivost k zasoleni vykézal kultivar Radegast, u kterého
doslo k redukei rastu listové i kofenové casti rostlin, snizeni obsahu vody v pletivech,
nadmérné akumulaci sodiku v listech a radikdlnimu formovani ROS v kofenovych
Spickach. Nasledny experiment s pouzitim riznych druht huminovych kyselin (HA)
odhalil, Ze technickd HA (6,0 mg:1™) na rozdil od Lignohuméatu Max® stimuluje rist
rostlin exponovanych NaCl a soufasn¢ ucinné¢ omezuje hromadéni sodiku v jejich
pletivech. HA aplikovana do kultiva¢niho roztoku indukovala zvySeni obsahu nékterych
metabolitll (kyseliny syringové a kyseliny mlécné v listech, kyseliny chinové a jable¢né
v kofenech, v listech dale i kyseliny askorbové, redukované formy glutathionu,
fytochelatinu 2 a volnych aminokyselin). Nicméné NaCl vyvolal pokles obsahu vétsiny
volnych aminokyselin (s vyjimkou prolinu a histidinu), fenolovych kyselin
a antioxidantd v listech. Oproti tomu v kofenech byl pozorovan nartist obsahu kyseliny
mlécné a chinové. Salinita zna¢né¢ indukovala vznik oxidacniho stresu, coz je evidentni
ze zvySené aktivity antioxida¢nichenzymu (APX, CAT, GR a SOD). HA byla schopna
vznikly NaCl-indukovany oxidaéni stres G¢inné omezovat, coz je patrné z fluorescencni
mikroskopie. Soucasné¢ byla HA u kultivaru Radegast schopna sniZzovat nadmérnou

akumulaci sodiku vyvolanou NaCl.

Kli¢ova slova: salinita, huminové kyseliny, jeCmen, riistové parametry, osmoticky stres



ABSTRACT

Salinity induced by various sodium salts (NaCl and Na,SO,) led to changes in growth
parameters that differs depending on used cultivar and pH of applied salt solution.
Cultivar Radegast showed the highest sensitivity to salinity that was reflected
in a reduction of shoot and root growth, a decrease of tissue water content, an excessive
sodium accumulation in shoots and a radical formation of ROS in the root tips.
Subsequent experiment using various types of humic acids revealed that technical
humic acid (HA; 6.0 mg-1™), unlike Lignohumat Max®, stimulates NaCl-treated plant
growth and simultaneously reduces accumulation of sodium in their tissues.HA applied
into culture solution is able to induce an enhancement of certain metabolites(syringic
acid and lactic acid in shoots, quinic acid and malic acid in roots, andascorbic acid,
reduced glutathione, phytochelatin 2 and free amino acids in shoots). However, NaCl
caused a decrease of majority free amino acids (except for proline and histidine),
phenolic acids and antioxidants in leaves. On the other hand, an increase of lactic acid
and quinic acid was observed in roots. Salinity significantly induced oxidative stress; it
is evident from the increased activity of antioxidant enzymes (APX, CAT, GR
and SOD). HA was able to mitigate NaCl-induced oxidative stress, as also evidenced
by fluorescence microscopy. Simultaneously, HA was also able to reduce NaCl-induced

excessive accumulation of sodium content in cultivar Radegast.

Keywords: salinity, humic acids, barley, growth parameters, osmotic stress
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UvVoD

V soucasnosti jsou zemé&d¢€lské plodiny vystavovany nepiebernému mnozstvi riznych
abiotickych a biotickych stresorti. Hlavnim abiotickym stresorem, ktery je schopen
vyrazné omezit celosvétovou zeméde€lskou produkei a rozsifovani plodin, je salinita (Jin
a kol., 2009; Zhani a kol., 2012). Pfi¢inou salinity je zvySena aktivita celé fady riznych
rozpustnych soli v pudnim roztoku (Munns, 2005). Za hlavniho ptivodce salinity je
ovSem povazovan chlorid sodny. Zasoleni postihuje vice nez deset procent orné pudy
arychle se stava vyznamnym faktorem ohrozujicim zivotni prostiedi v globalnim
méfitku. Zasoleni je zplisobovano celou fadou riznych soli, ov§em hlavnim ptivodcem
salinity je chlorid sodny (NaCl).

Mnoho rostlinnych druhti je na vyskyt soli v pudé vysoce citlivych (Szalai a Janda,
2009). Reakce, kterou salinita u rostlin vyvolava, je velmi komplexni a zahrnuje zmény
v jejich morfologii a fyziologii (Masood a kol., 2012). Piikladem pusobeni soli
na rostliny mohou byt sniZeni kliCivosti, retardace rlstu, potlaceni rozvoje nadzemni
biomasy, zvyseni intenzity dychani, iontova toxicita, ale také zmény v distribuci zivin
(Bazrafshan a Ehsanzadeh, 2014; Masood a kol., 2012). Kromé fyziologickych zmén
je salinita v rostlinach zodpovédna za tvorbu reaktivnich kyslikatych ¢astic (ROS),
které vedou u rostlin k poruseni oxida¢ni rovnovahy a jsou pfi¢inou oxida¢niho stresu
rostlin. Nadmémé produkce ROS zplisobuje v rostlinnych tkdnich nezvratna
metabolickd poskozeni vcetné fotosyntézy, syntézy bilkovin a poSkozeni lipidového
metabolismu (Zhani a kol., 2012; Radl a kol., 2013). Faktory, na kterych zavisi mira
poskozeni rostliny, jsou dany vyvojovou fazi rustu a rostlinnym druhem (Jamal a kol.,
2011).

Je¢men (Hordeum vulgare L.) je Siroce rozsifenou obilninou péstovanou pievazné
v susSich azZ stfedné suchych oblastech, kde je poté vyuZivan jako picnina ke krmnym
ucelim nebo jako obilovina v potravinaiské vyrobé, pfedevsim pak k vyrobé sladu
(Al-Karaki, 2001). Je¢men je povazovan za k pfitomnosti Soli tolerantni picninu
a vysoce tolerantni obili, pfesto nalezeneme mezi kultivary zna¢né rozdily (Walia a kol.,
2006; Yousfi a kol., 2009; Cramer, 2003). Podle podobnosti je¢mene s jinymi zastupci
celedi Poaceae (lipnicoviti), nejcitlivéjsim stadiem vyvoje jeCmene K salinité je samotny
vegetativni rist, zejména pak faze kliceni a faze mladych listl, pii kterych je retardace

rustu omezovana nejvice (Cha-um a Kirdmanee, 2009). Nicméné ucinek salinity,
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ktery vyvolavad primarni poSkozeni, se u obou zminénych vyvojovych fazi lisi.
Zatimco poskozovani mladych listii je ddvano do souvislosti s iontovou toxicitou, faze
kli¢eni je ovliviilovana zménami osmotického potencidlu. Tolerance je¢mene k salinité
pudy nartsta az se starnutim rostliny a tvorbou nescetnych obrannych mechanismu
(Walia a kol., 2006).

Samotné péstovani kulturnich plodin na zasolenych pudach zavisi nejen
na vyuzivani vysoce odolnych geneticky upravenych kultivara a hledani novych metod
v oblasti mechanizace, ale také na zlepSovani vlastnosti orné pidy. Jednou z moznosti
Kk zajisténi ochrany pudy je jeji obohacovani o organickou hmotu, kterd pozitivné
ovliviiuje jeji chemické, fyziologické a biologické vlastnosti. Pidni organickd hmota
nemd konkrétni chemické slozeni, ovSem jejimi hlavnimi slozkami jsou huminy,
huminové a fulvonové kyseliny (Gulser a kol., 2010). VSechny uvedené slozky lze
souhrnn¢ oznacovat jako tzv. huminové latky. Chemické slozeni, struktura i zastoupeni
funkénich skupin se u huminovych latek mtze zna¢n¢ lisit. Tato rozmanitost zavisi
predev$im na pivodu huminovych latek a podminkachhumifika¢niho procesu (Chen
a kol., 2007).

Huminové latky aplikované do piady jsou schopny zlepSovat fyziologicky stav
rostlin, zejména Vv disledku  zvySovani  permeabilitybunéénych  membran,
aindukovatfadu nezbytnychbiochemickych a metabolickych procesi rostlin, jako jsou
napiiklad dychani a fotosyntéza (Gulser a kol., 2010; Zandonadi a kol., 2013; Haighighi
a kol., 2013).

10



1 CILE PRACE

Disertacni prace s nazvem ,,Uloha huminovych latek ve zmirnovani negativnich dopadi

pusobeni soli na rostliny je¢mene jarniho“ je rozdélena do dvou zakladnich celkt

tzv. teoretické a praktické ¢asti. Pro kazdou z téchto ¢asti jsou stanoveny cile, které jsou

nasledné Vv praci plnény.

Cile teoretické ¢asti prace

vypracovat literarni reSersi zabyvajici se je¢menem jako pokusnou plodinou;
zpracovat téma salinity jako vyznamného stresového faktoru rostlin;
vytvofit literarni prehled o problematice huminovych latek, jejich vzniku a vlivu

na rostliny.

Clile praktické ¢asti prace

posouditvliv vybranych sodnych soli na fyziologické parametry rostlin jeCmene
jarniho a zmény obsahu vybranych mineralnich prvk;

stanovit parametry kli¢ivosti riznych kultivarti je¢mene jarniho vystavenych
plsobeni vybranym sodnym solim pfi rizném pH kultivacniho roztoku;

posoudit tvorbu reaktivnich kyslikatych ¢astic v kofenovych $pickach vybranych
kultivard je¢mene jarnihovystavenych pasobeni NaCl,

vybrat vhodny kultivar jeémene jarniho pro nasledné posouzeni vlivu
huminovych latek na rostliny péstované v pfitomnosti vy$sich koncentraci soli;
posouditacinky riznych druhGt huminovych latek aplikovanych spolu s NaCl
v riznych koncentracich na fyziologické parametry rostlin je¢mene jarniho
a obsah sodiku, drasliku a vapniku v listové ¢asti téchto rostlin;

vybratvhodnou huminovou latku pro nasledné posouzeni metabolickych
odpovédi rostlin je¢mene jarniho;

posouditvliv huminovych latek na rostliny je¢mene jarniho vystavenych
pusobeni NaCl,

porovnatvliv huminovych latek aplikovanych foliarn¢ a hydroponicky na NaCl-

exponované rostliny.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Historie, vyznam a postaveni je¢mene

Kulturni jeCmen je druhou nejstarsi péstovanou plodinou. Z archeologickych vykopavek
vyplyvé, Ze jeémen byl péstovan na uzemi [ranu jiz 8000 let pi. n. 1. (Curtis a kol.,
2014). Prvni pisemné zminky o je¢meni miizeme vystopovat do oblasti Egypta, kde jiz
v 8. stoleti pf. n. L. byl jeémen vyuzivan jako kulturni plodina a pouzivan jako potravina,
a antiseptickymi ucinky (Zimolka, 2006). V minulosti byly osevni plochy stiedni
Evropy osety prevazné vicetadymi jeCmeny, od novovéku jiz pievazuje péstovani
kulturn¢ mladsiho dvoutadého je¢mene (Dreslerova a Kocar, 2013).

JeCmen sety (Hordeum vulgare L., Poaceae) je na nasem uzemi péstovan
jako chlebovina od roku 500 let pf. n. 1.AZ pozdéji zacal vytlaCovat pii vyrobé sladu
Siroce vyuzivanou pSenici. K rozkvétu sladovnictvi doSlo az v 70. letech 19. stoleti.
Pro Slechténi jeCmend byly vybrany hanacké je¢meny, které se vyznaCovaly vysokou
hmotnosti zrna, mirnym a vyrovnanym odnozovanim a vétsimi, vyrovnanéj$imi zrny
sjemnymi pluchami, které pevné pfisedaly ke klaskovému vieténku (Janova a kol.,
2011; Dreslerova a Kocar, 2013).

Vroce 1921 jiz bylo na naSem uzemi dvacet jedna Slechtitelskych podnikd.
K upadku sladovnictvi doSlo béhem druhé svétové valky, kdy se u nas péstovaly
pfevazné zahrani¢ni, méné vhodné odridy. Po roce 1950 se u nds rozsifila Spickova
odrida jeCmene jarniho Valticky, kterd zaujimala az 50 % vSech osevnich ploch.
K nejvyznamnéjsim $lechtitelskym stanicim soucasnosti patii Plant Select v Hrub¢icich
na Hané. Tento region patii diky kvalitnim pidam a klimatickym podminkdm
k nejlepsim a nejvhodnéjsim pro péstovani sladovnického je¢mene v Ceské republice.
Cilem $lechténi jarnich jeément jsou sladovnické odridy s vysokou sladovnickou
kvalitou a velmi dobrymi péstitelskymi a agronomickymi vlastnostmi (Zimolka, 2006).

V soucasnosti je jeCmen po pSenici druhou nejpéstovangj$i obilninou na sveté
(Mrizova a kol., 2014). V Ceské republice je péstovana asi na 550 tisicich ha (Dreiseitl
and Jurecka, 1996, CSU 2003). V roce 2013 byl je¢men jarni vyset na plochu 242,7 tisic

ha pii vynosu zrna 4,73 t-ha™. Obecné Ize konstatovat, e vynosovy nartist a jeho mirna
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meziro¢ni kolisavost mezi lety 2003 a 2013 je dana zuZzenim sortimentu vhodnych
ptedplodin pro péstovani je¢mene (Vanova, 2014).

2.2 DalSi mozné vyuziti jecmene

Nejvétsi perspektivou z hlediska péstitelsko-slechtitelského a je¢menaiského vyzkumu
je vyuziti je¢mene ve sladovnictvi a pii vyrobé ¢eského i zahrani¢niho piva (Dong
a kol., 2015). Znacné odlisna technologie péstovani jeCmene je pouzivana pfi péstovani
této zemédélské plodiny na jadrmné krmivo pro hospodarska zvirata. K piimému
zkrmovani se vyuziva nejen jeCmen v podob¢ jadrného krmiva, ale 1 jeCny odpad
z prumyslového zpracovani obilek. Nejvice se vyuzivaji mlato (tuhé zbytky po filtraci
piva), zkrmujici se mléénym plemeniim skotu, a sladovy kvét (suché kotinky sladu),
ktery je nejcennéjSim odpadem pii zpracovani sladu a je vhodné ho ptidavat
do krmnych davek nejen skotu, ale i rostoucim konim ¢i laktujicim klisnam (Philippeau
a kol., 2014; Jo a kol., 2014). V krmivatrském pramyslu Ize vyuzit i je¢né otrubyjakozto
nosi¢e pro nizce davkované komponenty krmnych smési a zbytky pfi zpracovani
jec¢mene na kroupy, tzv. je¢né omelky. Obé zminéné komponenty se vyznacuji vysokym
podilem vlakniny, ale nizkou vyzivovou hodnotou (Janova a kol., 2011).

Je€men se kromé& krmivaiského primyslu uplatiiuje i v primyslu potravindiském.
Hlavnimi produkty uréenymi pro lidskou vyzivu jsou alkoholické napoje jako pivo
a whisky (Dong a kol., 2015; Zhang a kol., 2013). Ve starsich dobach se ¢asto vyrabélo
jecné vino, rozmanité nealkoholické népoje a €aje ve formé je¢nych vyluht. K dal§im
nealkoholickym napojim patii i prazené je¢né obilky vyuzivané jako kavoviny (Heo,
2014). Jen mala cast jeCmene je vyuzivana k potravinafskym ucelim, piedev§im se
jedna o kroupy, které jsou ve vychodni Evrop€ pouzivany jako zavarka do polévek
a pii ptipraveé duSenych pokrmi. Diky extruznim technologii je mozné vytvofit 1 jenou
mouku, vlocky, extrudované vyrobky ¢i prazené extrudované vlocky. Typickym
pokrmem v arabskych zemich jsou je¢na kaSe a je¢né placky. V poslednich letech je
zajimavou aplikaci je¢mene jeho vyuziti pfi vyrobé téstovin a pekatskych vyrobkl
(napf. vicezrnny jecny chléb) (Mariotti a kol., 2014).

Dal$i moznosti vyuziti jeCmene pifinaSi Skrobarensky a chemicky primysl,
jehoz produkty maji Siroké uplatnéni. JeCmen je pouzivén i pro primyslové zpracovani
v drozd’arnach a pii vyrobé 1éCiv (1éCebné zédbaly). V kosmetickém pramyslu se s nim
muzeme setkat ve form& extraktu, jenz byva soucasti pletové vody, Samponi
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a sprchovych geld. Jeémen nachazi své uplatnéni i pfi Slechténi novych druhti obilnin
(Tritordeum) a v genovém inzenyrstvi pii tvorbé geneticky modifikovanych plodin
(Mrizkova a kol., 2014; Vamadevan a Bertoft, 2015).

2.3 Uzitkové sméry

Moznost vyuziti jeémene, jak na produkci biomasy, tak na zrno, s sebou pfinasi zvyseni
pozadavki na kvalitu obou surovin, odpovidajici morfotyp rostliny a optimalni
organizaci porostu. Pro zvyseni produkce je pfedpokladem péstovani kvalitnich odrad
aslechténi odrid novych, které Dby zminénym pozadavkim vyhovovaly.

Podle nasledného vyuziti v praimyslu se je¢men fadi do nasledujicich uzitkovym sméru:

» sladovnicky;
=  krmny;
*  primyslovy;

» picninaisky (Zimolka, 2006).

2.3.1 Sladovnicky je¢men

Sladovnicky je¢men mize byt péstovan jako jarni nebo ozimy podle doby odnoZovani.
Ve stiedni Evropé pfevazuje jarni varianta, v zapadni Evropé se péstuje jako ozimy.
Bézné lze odridy je¢mene délit podle bodového hodnoceni ukazatele sladovnické
jakosti, ktery se fidi kritérii jako obsah bilkovin, podil pfedniho zrna, obsah B-glukant,
zvySena KkliCivost aj. Zpracovatelé jeCmene poté zarazuji piislusSnou odridu
mezi sladovnickou ¢&i nesladovnickou. Pro pfifazeni ke sladovnickym odridam musi
je¢men ziskat minimalné 4 body. Jakost odriidy je ze dvou tfetin ovlivnéna vné&jSimi
podminkami (ptida, pocasi, agrotechnika), zbytek tvoii vliv odridy. Podle ranosti lze
rozdélit odriidy na rané, stiedné rané, polopozdni apozdni (Cerny a kol., 2007; Zimolka,

2006).

2.3.1.1 Vybrané sladovnické odriidy
Xanadu

Xanadu je stfedné rand odriida je¢mene registrovana v Ceské republice od roku 2006.
Jejim udrZzovatelem je NORDSAAT Saatzucht GmbH. Rostliny této odrudy

se vyznacuji stfednim vzriistem a tvorbou stfedné velkych az velkych zrn s vysokym
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podilem ptfedniho zrna. Zdravotni stav porostl je dobry. Odrada je sttedné odolna vici
poléhavosti, odolna viic¢i chorobam jako padli travni (Blumeria graminis, syn. Erysiphe
graminis), stfedné¢ odolnd proti komplexu hnédych skvrnitosti (Pyrenophora
teres)a napadeni rhynchosporiovou skvrnitosti (Rhynchosporium secalis). Prednosti
odridy Xanadu je vysoky vynos zrna ve vsech vyrobnich oblastech a témér zadna

péstebni rizika (Saaten Union, 2007).

Bojos

Bojos je polopozdni odriida je¢mene jarniho registrovana v Ceské republice roku 2005.
Jeho rostliny se vyznacuji sttedné vysokym az vysokym rdstem, stiedni odolnosti proti
poléhani. Zrno je sttedné velké a podil pfedniho zrna je sttedné vysoky. Zdravotni stav
rostlin je dobry, odrida je stfedn€é odolné viici komplexu hnédych skvrnitosti a vysoce
odolna vici padli travnimu. Prednosti této odridy je vysoky az velmi vysoky vynos
zrna Vv kukuficné oblasti, pii soucasn¢ vysokém vynosu zrna v ostatnich vyrobnich
oblastech. Pé&stebnim rizikem odrudy je vyssi citlivostvii¢inapadeni rhynchosporiovou
skvrnitosti. Udrzovatelem odrudy Bojos je Limagrain Central Europe Cereals, s.r.o.

(Limagrain Central Europe Cereals, 2005).

Radegast

Radegast je polopozdni odriida registrovana v Ceské republice od roku 2007 a jeho
udrzovatelem je rovnéz Limagrain Central Europe Cereals, s.r.o. Stiedné vysoké
rostliny této odridy jsou velmi odolné vii¢i poléhavosti. Zrna této odridy jsou velka,
S vysokym podilem piedniho zrna. Rostliny jsou také odolné vii¢i houbovym chorobam
jako padli travni, velmi odolné proti komplexu hnédych skvrnitosti a napadeni
rhynchosporiovou skvrnitosti. Prednosti této odridy je vysoky vynos zrna ve vSech
vyrobnich oblastech. Jedinym péstebnim rizikem u odrtidy Radegast je vyssi nachylnost

ke rzi je¢né (Puccinia hordei) (Limagrain Central Europe Cereals, 2005).

2.4 Pozadavky na podminky prostiedi a rajonizace péstovani

PoZzadavky na péstovani je¢mene se nijak nelisi od pozadavkl kladenych na péstovani
jinych druhii obilnin. Samotny je¢men nemd striktné vyhranéné poZzadavky
na péstovani, lze ho péstovat ve velmi rozdilném prostiedi. Muzeme se s jeho
péstovanim setkat ve vSech klimatickych pasmech. Tato chladnomilnd plodina je
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péstovana na jafe a v Iét¢ v mirnych oblastech, ale také v zimé v tropickych
a subtropickych oblastech. Tolerance k chladnéjsim klimatickym podminkam je nizsi
nez U pSenice (Triticum aestivum), Zita (Secale cereale) nebo triticale (Triticosecale).
Druhy, tvofici mens$i obilky, jsou velmi dobie adaptovatelné na chlad, vétsi sucho
I zasoleni pudy. Jarni typy je¢ment jsou k chladu tolerantnéjsi (Poehlman, 1985).

Je¢men je plodinou péstovanou na mirn¢ zasolenych ptudach, jelikoz se vyznacuje
vyS$8i toleranci k salinité nez pSenice, coz také vysvétluje jeho péstovani v oblastech
Mezopotamie 5000 lety pi. n. 1. V takovychto susSich oblastech lze péstovat vyjma
je€mene i pSenici tvrdou (Triticum durum) (Dreslerova a Kocar, 2013).

Rozdily lze pozorovat i mezi jednotlivymi uzitnymi sméry je¢mene, u kterych jsou
vyzadovany odlisné znaky zrna i jakostni parametry. Téchto odliSnosti 1ze dosahnout
pti dodrzovani vhodnych agroekologickych podminek péstovani, pficemz je€men je
obecné na tyto podminky nejnaro¢néjsi plodinou. Je¢men jarni lze péstovat ve vSech
rajonech s vétsimi ¢i mensimi Gspéchy. V fepaiskych oblastech vyznacujicich se
c¢ernozemémi, hnédozemémi a pldami sprasového charakteru pfi nadmoiské vySce
250 m n. m. je vytéZnost péstované¢ho jeCmene nejvyssi. Tato skuteCnost je davéna
do souvislosti s péstovanim cukrové fepy (Beta vulgaris var. Altissima)
jakozto nejvhodnéjsi  predplodiny  pro  péstovani  sladovnického  jeémene.
Ve vyznamnych fepatfskych oblastech, jako jsou Polabi a Hana, zaujima je¢men
nejrozsahlejsi osevni plochy. Je€men je pomérné rozsifen 1 v kukufi¢né oblasti, kde je
péstovan s vyjimkou extrémné suchych a teplych rajonti, kde hrozi zaschnuti rostlin,
niz8i vynosy a sniZzena jakost zrna. Dalsi oblasti péstovani jecmene je obilnarska oblast,
kde ovSem hrozi nebezpeci nevyrovnané jakosti zrna. Nejméné vhodnou pro péstovani
sladovnického je¢mene je oblast bramboraiska, ktera je pak hojné vyuzivana
Kk péstovani je¢mene pro krmné, potravinarské a praimyslové ucely (Zimolka, 2006).

JeCmen jarni je velmi citlivy na kyselou pidni reakci a na utuzeni puady,
na niz rostliny reaguji zakrnénim, vadnutim a snizenim celkové vitality porostu.
Na téchto pidach dochdzi k rapidnimu sniZzeni vynosu a zhorSeni uZitné jakosti.
Z tohoto divodu je nutné vyloucit stanovisté s vyskytem kyselychdestd. Pokud rostliny
pestujeme na acidni pudé s pH = 4,5 — 6,5, je nutné pouzit opatieni ke zlepSeni pH
pudy. Vapnéni pudy a listova vyziva vapnikem jsou ve vyrobnich oblastech typickymi

feSenimi pro kyselé pldy. Pro péstovani sladovnického je¢mene je typické pH
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v kukufi¢né a fepaiské oblasti 6,2 — 7,2, v obilnafské a bramboraiské oblasti pak pH 5,8
— 6,2 (Curaqueo a kol., 2014; Zimolka, 2006; Michalovicz a kol., 2014).

JeCmen neni vhodné péstovat v oblastech s vyskytem ranni mlhy a silné rosy,
které mohou spolu s nizkymi rannimi teplotami podporovat tvorbu zahnédlych $picek,
zvySovat uroven zapleveleni porostu a rozvoj houbovych chorob. Pro zajisténi
kvalitniho a zdravého stavu porostu a zrna je nezbytné péstovat rostliny ve vhodnych
pudnich 1 klimatickych podminkach. Kvalita a vynos zrna jeCmene jsou tedy ovlivnény

jak ptdnimi vlastnostmi, tak klimatickymi podminkami (Zimolka, 2006).

2.5 Efekt abiotickych stresorii na je¢men

Nejvyznamnéj$imi abiotickymi stresovymi faktory ovliviiujicimi je¢men i ostatni
zemédéelské plodiny jsou piidni salinita, sucho, nedostatek zivin a toxicita nékterych
prvkll. Sama salinita je celosvétové rozsifenym problémem, ktery ovliviiuje bezmala
100 zemi a okolo 800 milionti hektari zemédélské plidy, coz odpovidd asi Sesti
procentim veSkeré pudy (Munns a Tester, 2008). Sucho je velmi neurcity pojem,
na ktery lze pohlizet hned z n€kolika thld. V podstaté se jedna o nedostatek vody
VvV atmosféte, pidé C¢i rostlindch. Tento nahodily jev vyskytujici se nepravidelné
V obdobich s podprimérnymi srdzkami zptisobuje u je¢mene 1 jinych plodin deficienci
vody vedouci kbunécné dehydrataci a nekontrolovatelné produkci reaktivnich
kyslikatych c¢astic (ROS) podilejicich se na vzniku oxidacniho stresu, poSkozeni
enzyml a bunécnych struktur, uzavieni stomat, omezeni rychlosti rlstu rostliny
a vynosu zrna (Gill a Tuteja, 2010).

Rozsitfujici se negativni dopady environmentalnich strestt vedou stale k veétsi
potiebé zkoumat fyziologické, biochemické a molekularné biologické aspekty odpovédi
rostlin na tyto stresory (Manai a kol., 2014). V disledku vystaveni abiotickym
stresorim si samy rostliny dokazi vytvareti¢inné obranné mechanismy jako ochranu
proti jejich Skodlivému pisobeni. Vytvafenim tolerance k danym stresorim dochazi
ke zna¢né vnitrodruhové genetické diverzité, ktera se projevuje v aktivaci fady gend
regulujicich signaliza¢ni a regulacni mechanismy rostlin, jeZ se mohou ve svém
disledku projevovat na Urovni ovlivnéni funkce pfijmu mineralnich latek a jejich
transportu, osmotické rovnovahy, aktivity chaperonii a jinych ochrannych funkci

(Munns a Tester, 2008; Atkinson a Urwin, 2012).
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2.5.1 Salinita pady

Pojem salinita je definovan jako mira zasoleni piidy vznikajici nezddoucim zvySenim
obsahu rozpustnych soli v pudé, ktera vede ke zhorSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti
pudy a sekundarné¢ tak plisobi na omezovani ptijmu vody z ptidniho roztoku rostlinami.
Salinita je sama o sob¢ znamkou dehydratace ptidy (Munns, 2005). Za zasolené pady
jsou povazovany pudy s elektrickou vodivosti pidniho extraktu v&tsi nez 4 dS.m™.
Tyto fyziologicky suché pidy vzniklé v disledku zvySené osmotické vazby vody
obsahuji minimalné¢ 2,6 g.l'1 rozpustnych soli. Podle druhu obsazenych soli lze
rozliSovat pady s vysokymi koncentracemi draselnych (K*), hofecnatych (Mg),
véapenatych (Ca?"), chloridovych (CI), siranovych (SO,%), uhliGitanovych (CO3%),
hydrogenuhli¢itanovych (HCOs) a sodnych (Na') iontd (Khaled a Fawy, 2011).
Hromadéni sodiku se rovnéz nazyva sodifikace. K salinizaci pidy dochazi vlivem
hromadéni soli ve svrchni ¢asti pady, jejimi pfi¢inami jsou vlivy pfirodni

a antropogenni.
a) prirodni ¢initelé ovliviiujici salinizaci (tzv. primarni salinizace):

» pudni faktory:
- vn¢j$i a vnitini geologické jevy odpovidajici za nardst koncentrace soli
ve vodeé a nasledné i v pudé (Douaik a kol., 2008);
- vysoky obsah soli v mate¢ni hornin¢ (Allbed a kol., 2014);
- prosakovani podzemni vody na povrch sredukovanym odparem (Allbed
a kol., 2014);

= klimatické faktory:

- faktory pfivadéjici vodu bohatou na soli na povrch pidy (napf. nadmérny
vypar vody z piidy) (Tavakkoli a kol., 2012);

- vétrem zavaté soli z pobieznich oblasti do vnitrozemi (Douaik a kol., 2008);

- krajinny pokryv, vegetacni stupniovitost a topografie reliéfu krajiny (Allbed
a kol., 2014).

b) antropogenni ¢initelé prispivajici k salinizaci (tzv. sekundarni salinizace):

» zavlazovani vodou S vysokymi obsahy soli (Douaik a kol., 2008);
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» lidskou cinnosti zpisobené zvySeni hladiny podzemni vody (vsakovani
Z neopevnénych nadrzi, nevhodné zavlazovaci postupy, nespravné odvodnovani
aj.) (Douaik a kol., 2008);

» npadmérmné vyuzivani podzemni vody pro zavlazovani, pramysl a lidskou
spotiebu v piimoiskych oblastech vedouci k prisakim vody motské (Douaik
a kol., 2008);

= nevhodné hnojeni a aplikacezakazanychlatek na plidy v oblastech intenzivni
zemé&délské produkce (Kume a kol., 2007);

» kontaminace pidy produkty obsahujici vysoké koncentrace soli a odpady

z prumyslu (Douaik a kol., 2008).

Salinizace, jakozto nezadouci proces s Sirokosahlymi nasledky, postihuje
okolol- 3 miliontt ha pudy na evropském kontinentu. V Evropé se zasolené pudy
vyskytuji hojné ve statech jako Madarsko, Rumunsko, Recko, Italie a staty
Pyrenejského poloostrova, kde ptevladaji vysoké teploty s malym uUhrnem rocnich
srazek. Vyznamnym puvodcem zasoleni pud je v dne$ni moderni dobé i aplikace
posypovych soli a jejich naslednd kumulace v okolni krajin€, ¢imz dochézi k lokalnimu

zasoleni.

Vyskyt zasoleni/sodifikace

B Zasoten: 50 % ablasti
[ Sodicis >50 % odlast
Zasokené <50 % oblasti
[ Sodické <50 % oblasti
[ Potencidn zasatent oblasti

g
Zdroj: Téth a kol. (2008)

Obr. 1 Oblasti vyskytu zasoleni a sodifikace v Evropé.
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Snahou zeméd€lct je snizeni rizik plynoucich ze zasolovani pudy, mezi které patii
snizeni kvality ptidy, redukce vegetatniho pokryvu a vyrazné€jsi vodni a vétrna eroze.
Tento v aridnich, semiaridnich a subhumidnich oblastech casty jev vede ve svém
disledku az k tzv. desertifikaci, vyznacujici se snizenim tGrodnosti pudy, ktera piechazi
pfes naprosté zniCeni plidni struktury a ztuhnuti pidy az k tvorbé pudni Krusty

na povrchu pudy (Salvati a Ferrari, 2015; Gunal a kol., 2015).

2.5.2 Vliv salinity pudy na rostliny

ZvySovanim koncentraci soli v pudé je negativné ovlivnéna nejen tvorba biomasy,
ale také vynos plodin (Ashraf a Fooland, 2007). Vlivem pfirozenych a antropogennich
Ciniteld dochdzi k omezeni piijmu vody a zivin zpudniho roztoku a rostlina
tak postupné¢ dehydruje. Mnoho rostlin neni schopno se takovymto podminkam
ptizplsobit. Salinitu v piidé lze zméfit pomoci stanoveni elektrické vodivosti smési
vody s ptdou. Podle elektrické vodivosti pidniho roztoku a jeho G¢inki na vynos

polnich plodin lzerozdé¢lit ptidy podle obecné systematiky na pudy, kde:

= 0-2dSm™ rostliny prospivaji bez problémd;
= 2-4dSm™ citlivgjsi rostliny neprospivaji;

= 4-8dSm™ vdtsina rostlin neprospiva;

= 8-16dSm™ jen n&které rostliny piezivaji;

VW v

= >16dSm?  témdF zadné rostliny zde neziji (Zimolka, 2006).

Vysoka urovenl salinity pidy vyvoldva thyn rostlin jednak vinou osmotického
stresu a jednak toxickym ucinkem obsazenych soli. Dochazi-li k témto u¢inkim
soucasné€, maji mnohem dramatictéjsi vliv, nez kdyby pusobily oddélené. Zasolené pidy
jsou preferovany halofyty, mezi které patii mimo jiné i sukulentni rostliny. Hromadéni
soli v pidé¢, zejména pak soli sodiku, je jednou z hlavnich fyziologickych hrozeb
pro vSechny druhy ekosystému. Zasolenim zemédélské pudy dochazi ke snizeni jeji
urodnosti a ztraté schopnosti podporovat riist rostlin a Zivocicha.

Na urovni rostlinnych t&l je fyziologické sucho zodpovédné za bunécnou
dehydrataci, nerovnovdhu vodniho potencidlu mezi vnitinim prostfedim bunky
a okolnim pudnim roztokem, redukci turgoru (Zimolka, 2006), snizeni osmotického
potencidlu vlivem schopnosti rostliny akumulovat Na* a Cl” ionty. Vysoka koncentrace

iontd v pldnim roztoku vede kinhibici pfi{jmu minerdlnich latek rostlinami,
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dezintegraci cytoplazmatické membrany, inaktivaci a degradaci cytoplazmatickych
enzymd, inhibici energetického metabolismu bunky (ATP syntéza, respirace),
sacharidového a lipidového metabolismu, syntézy proteinti, hormont (napi. jasmonova,
giberelinova a abscisova kyselina) a sekundarnich metaboliti (Marschner, 2005;
Kosova a kol., 2013; Jaarsma a kol., 2013).

U béznych rostlin akumulace sodikovych iontt v listech vede k mén¢ efektivni
fotosyntéze atim padem k nizké asimilaci uhliku, ktera ma vliv na obsah Skrobu
v zrnech ajejich celkovy vynos. Salinita pudy je v nizkych koncentracich schopna
zpusobit ztratu az 50 % na vynosu u kukufice (Zea mays). Pfi mirné koncentraci mtize
zpusobit 1 50% ztratu na vynosu ovsa (Avena sativa), pSenice, Zita a jeémene (Temel
a Gozukirmizi, 2015).

Ptitomnost vySSich koncentraci soli zplUsobuje u rostlin fyziologické zmény.
Zasoleni se projevuje mimo jiné inhibici d€leni bun¢k a jejich ristu, redukovanym
rustem listl, ktery omezi fotosynteticky aktivni plochu listl, odumienim pletiv listi
a poskozenim kotenového systému. Postupné dochazi tedy k oslabovani rostliny a mize
dojit az k jejimu uhynu.

Pfi vystaveni rostlin stresovym podnétim, jako jsou patogeny, poranéni, sucho,
chlad ¢i salinita pady, jsou schopny rostlinysamy ovliviiovat expresi gend, proliferaci
bunck, vyvoj a jejich samotné pieziti nebo pfizpiisobeni se podminkam nového
prostfedi pomoci tzv. mitogenem aktivovanych proteinkinaz (MAPKs). Samaj a kol.
(2014) zjistovali tc¢innost MAPKs pomoci stresem indukovanych kinéz pti vystaveni

rostlin zasolené pudé.

2.5.3 Faktory ovliviiujici toleranci plodin k zasoleni pudy

Tolerance rostlin k zasoleni pudy se 1i§i v zavislosti na pouzitém druhu a jeho odrude,
ale také v zavislosti na podminkach prostiedi. Ke zménam v toleranci K salinité ptdy
muze také dochéazet v ramci odlisnych vyvojovych fazi ristu konkrétniho druhu plodiny

(Zimolka, 2006).

a) vliv faze ristu

Zdrojem salinity ve svrchnim profilu pudy je zvySeny odpar piidni vody. VétSina rostlin
je na takovéto podminky citlivd. Kritickym obdobim ristu, které je davano

do souvislosti s vyssi koncentraci soli v plidnim roztoku, je samotné kliCeni semen.
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Nicméné existuji velké rozdily v citlivosti kli¢icich semen k zasoleni ptidy. Pfikladem
senzibilngjsich rostlin jsou fazole (Phaseolus) a cukrova fepa (Beta vulgaris var.
Altissima), ve srovnani s nimi jsou tolice vojtéska (Medicago sativa) a jeémen vyrazné
tolerantn&jsimi rostlinami (Cha-um a Kirdmanee, 2009).

Asik a kol. (2009) zkoumali toleranci zemédélskych plodin k salinit¢ ve vztahu
k fazi ristu rostliny a zjistili, ze jeCmen, pSenice a kukufice reaguji na ptitomnost
vyS8§ich  koncentraci soli vpudé obdobné¢ jako ryze (Oryza sativa).
Vétsina publikovanych praci tykajicich se tolerance ryze k zasoleni ptidy ukazuje na jeji
vysokou toleranci (aZ do 30 dS.m™). Citlivé4 je na zasoleni pouze v po&ate¢nich fazich
rustu, ale s vékem v pribéhu odnozovani tato tolerance roste. U ryze ovSem nelze
posuzovat vztah salinity pady ke kli¢eni zrna, jelikoZ na rozdil od ostatnich obilovin
je ryze ptedpéstovavana v dobré pudé a az nasledné jsou 20 — 40 denni rostliny
ptesazeny do pudy méné vhodné. Tolerance ryze opét klesd ve fazi kveteni, coz ma
za nasledek snizeni vynosu zrna. Bylo zjisténo, ze hmotnost slamy a celkovy pocet
odnozi je obecné méné postizeny nez vynos zrna, jelikoz vlivem salinity dochézi
ke snizovani poétu produktivnich odnozi rostliny a zvySuje se pocet sterilnich klaska
(Zimolka, 2006).

Dalsi plodiny jako cukrova fepa nebo svétlice barviiska (Carthamus tinctorius)
jsou na rozdil od obilovin k salinit¢ béhem faze kliceni semen velmi citlivé,
zatimco U s6je  (Glycine max) senzibilita rostlin vaci salinit¢ v obdobi kli¢eni

a dozravani zavisi na odrud¢ plodiny (Dogan a kol., 2011).
b) vliv prostiedi

Klimatické podminky jsou jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich odpovédi rostlin
na salinitu pidy. Bylo zji§téno, Ze v pudé s elektrickou vodivosti 1dS.m™ doslo ke
snizeni vytéznosti plodin az o 25 % ve srovnani s kontrolou, zejména pak V teplych a
suchych mistech. Vétsina studovanych druhti rostlin vykazala ve vlh¢im a chladnéj$im
prostiedi vyssi toleranci k salinit¢ pidy. U sledovanych rostlin se tolerance meénila
v chladnéjsich oblastech v pofadi cibule (Allium cepa)>cukrova fepa > fazole a na
teplej$im stanovisti v poradi cukrova fepa > cibule > fazole (Zimolka, 2006). Podle
Tacka a kol. (2015) doslo v obdobi sucha k intenzivnéjsimu poklesu vynosu jako
odezvé na rostouci zasoleni. Na zaklad¢ studieAhmeda a kol. (2015) bylo zjisténo, ze

rostliny péstované v teplejSich oblastech, kde je vypar vody ze svrchnich Castech pudy
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vyrazngj$i, je koncentrace soli v pidé vyssi, nez je tomu v pudach se srovnatelnou
elektrickou vodivosti ptidniho roztoku v oblastech chladnéjSich. Na zdkladé téchto
vysledkit mizeme vysvétlit rozdilné odpovédi rostlin k zasoleni v raznych klimatickych
podminkach.

Kromé¢ vyparu vody zpudy byla sledovana i odezva rostlin k salinit¢ pady
vzhledem K arovni zneciSténi ovzdusi. Gerosa a kol. (2014) zjistili, Ze znecisténi
ovzdusi muze zvysit zdanlivou toleranci rostliny k zasoleni pudy. ZvySeni vynosu bylo
pozorovano u Triticum aestivum péstovaného na mirné zasolené pudé v oblastech
postizenych vys$im obsahem ozonu v atmosféte, kde za normalnich okolnosti dochazi
k redukci rustu rostlin (Gerosa a kol., 2014). Tato zdanliva tolerance je pozorovana

pouze u rostlin péstovanych v nefyziologickém roztoku.
c) vliv odridy

Tolerance odrid k salinit¢ pidé a k dalSim nepfiznivym podminkam prostfedi je
pfedmétem soudasného vyzkumu. Usilim je vyuzit geneticky potencial na soli
tolerantnéjsich odrid obilovin a pomoci Slechtitelskych programii vytvofit takovou
odrtdu, ktera by byla odolna vici vyssim koncentracim soli v ptidé€ a spliiovala kritéria
jakosti a soucasné pfindSela vysoky vynos zrna. Nejpéstovangjsi obilovinou na svété je
ryze, ta je Casto péstovana v ptimotskych oblastech, kde je pronikani soli z motské vody
do zeméd¢lské ptidy znacnym problémem. Z tohoto divodu doslo u ryze k diferenciaci
nckolika genotypii s extrémni toleranci k zasoleni ovSem S negativnim dopadem
na vynosovy potencial rostlin (Khan a kol., 2014). N¢které z téchto genotypu byly
posléze vyuzity v Slechtitelskych programech, které mély za cil vytvofit vysoce
produktivni linie s toleranci k salinit¢ pudy. Podstatou nizkych vynost plodin je
tedypéstovani v zasolenych oblastech nevhodnych genotypi s nizkou toleranci
K salinité.

V soucasnosti je proti salinit¢ pidy tolerantni pouze nové vyslechténaTriticum
durum, ktera je ve své pavodni podob¢ jednou z citlivéjSich plodin. Nové objeveny
specificky gen, kterym pSenice disponuje, ovSem zohlediiuje pouze toxicitu vysokého
obsahu sodikovych ionti v piadé. Zaklad vyvoje rezistentnéjSich odrid jec¢mene
vuci zasoleni polozili Zhou a kol. (2012) objevem péti lokust pro toleranci k salinité
na chromozomech 1H, 2H, 5H, 6H a 7H, které ptredstavuji vice nez 50 % z fenotypové
variability rostlin. Stejné tak byly objeveny i dvé oblasti na chromozomech H2 a H3,
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které kontroluji obsah Na™ a CI iontli u poc¢ate¢nich vyvojovych stadii hydroponicky
péstovaného je¢mene odrudy Stephoe (Long a kol., 2013).

Usilim $lechtitelskych stanic v riznych &astech svéta je zvysit toleranci plodin
k salinité. Moznosti je vyuziti polyploidi, které jsou vhodné pro problémové pudy.
Testovana je i tolerance rajéete, prosa (Panicum miliaceum), jeCmenice (Agropyrum
elongatum), listové zeleniny a ovocnych stromi k péstovani na salinifikovanych pudach

(Kosova a kol., 2014).
2.6 Pudni humusové latky

Pidni organickd hmota vznikd odumienim rostlin a zivocichti vyskytujicich se v pudée
ana jejim povrchu. Pidni organickou hmotu Ize rozdélit podle pribéhu humifika¢niho
procesu na tzv. primarni organickou hmotu, u které nedoslo k ukonceni tohoto procesu,
a podléha proto snadno procesu mineralizace. Pfi mineralizaci dochazi za ptiznivych
teplotnich a vlhkostnich podminek Vv rozmezi nékolika tydnti az nékolika let ¢innosti
aerobnich mikroorganismi k rozkladu této hmoty na jednoduché chemické latky (COp,
H.O, NHj aj.). Mineralizaénim procesem se ov§em mohou rozkladat i humifikované
organické zbytky v rtizném stupni degradace, oznacované jako tzv. vlastni humus.
Humusové latky jsou velmi stadlé a odolné vGc¢i humifikaci a ztohoto davodu
tento proces probiha podle odhadu desetileti az stoleti (Gobat a kol., 2004).

Humifikace za tvorby pravého humusu probihd v podminkach stfidani aerobniho
a anaerobniho prostfedi. Z meziproduktd rozkladu organické hmoty jsou tvoieny nové
latky vyznacujici se vysokym podilem uhliku, souhrnné oznaované jako tzv. huminoveé
latky. Po chemické strance obsahuji ve své molekule huminové latky struktury
aromatickych kruhti. Tyto energeticky bohaté hnéd¢ aZz cernohnédé zbarvené organické
dusikaté polyfunkéni slouceniny se vyznacuji koloidnim a amfoternim charakterem,
vysokou molekulovou hmotnosti a schopnosti vytvaiet vazbu na mineralni podil puady.
Huminové a ulminové latky tmavohnédych aZz cernych barev s vysokym obsahem
uhliku vznikaji anaerobni ¢innosti bakterii v procesu raselinéni. Tento rozklad je velmi
pomaly, netiplny a probiha pfi kyselém pH, nizké teploté a vysoké vlhkosti. Vysledkem
raSelinéni probihajiciho v extrémnich podminkach muze byt i vznik humusového uhli.

Obecné lze huminové latky rozdélit podle jejich odlisného chemického slozeni
na nespecifické a specifické. Nespecifické huminové latky jsou lehce rozlozitelné

asnadno mohou znovu vstupovat do humifikaéniho procesu. Radime zde organické
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kyseliny, nukleové kyseliny, bilkoviny, peptidy, tuky, tfisloviny, vosky, pryskyfice ad.
Jejich pfitomnost v pd¢ je nezbytnou podminkou pro biologickou aktivitu. Oproti tomu
specifické huminové latky se vyznacuji vysokou odolnosti vici mikrobidlnimu
rozkladu. Jsou tvofeny komplexem vysokomolekularnich latek a celkové tvoii asi6b —
70 % organické hmoty (Gulser a kol., 2010). Specifické huminové latky fadime
do skupiny polyfenoltt a polykarboxylovych kyselin. Jsou charakteristické zlutym,
hnédym az ¢ernym zbarvenim, kyselinovym charakterem a schopnosti vazat tézké kovy
jak pii komplexotvornych, tak pifi sorpcnich procesech. (Steinberg a kol., 2006; Vesela
a kol., 2005; Kaschl a Chen, 2005).

2.6.1 Rozdéleni huminovych latek

Huminové latky lze rozdé€lit dle nékolika hledisek. Vsoucasnosti je nejpouzivanéj$im

délenim jejich rozdéleni dle rozpustnosti v riznych typech rozpoustédel:

* huminové kyseliny — rozpustné v zdsadach a nerozpustné v kyselinach;
= fulvonové kyseliny — rozpustné v zasadach i v kyselinach;
* hymatomelanové kyseliny — rozpustné v etanolu;

* huminy a humusové uhli (Skokanova a Dercova, 2008).

Vsechny tyto latky se liSi nejen svymi vlastnostmi, ale také svou samotnou
strukturou a molekulovou hmotnosti. Z této skutecnosti vychazi teorie, dle které dochazi
S nariistem molekulové hmotnosti ke zméndm obsahu uhliku a kysliku, kyselosti
a stupné polymerace (Obr. 2). Vysokomolekularni huminové kyseliny, vyznacujici se
vy$§im obsahem uhliku, obsahuji méné kysliku, nezli je tomu u nizkomolekuldrnich
fulvonovych kyselin. Jak jiZ bylo zminéno, tak i1 acidobazické vlastnosti huminovych
latek souvisi s jejich strukturou. Huminové kyseliny, které obsahuji mens$i pocet
funk¢nich skupin kyselého charakteru, se tedy od fulvonovych kyselin odliSuji 1 vyrazné
nizsi kyselosti (Vesela a kol., 2005).

Sinesi a kol. (1991) rozd¢lili huminové latky do péti zakladnich skupin dle jejich
fluorescencni délky a relativni fluorescencni intenzity na pravéké soli huminovych
latek, huminové latky pochazejici z raseliny, jili, vodnich sedimenti, luzni pudy
a hnédého uhli, soli z jilovych sedimentli a soli huminovych latek pochazejici
z kompostt, hub a raseliny. Do paté skupiny bylypoté zatazeny vlastni huminové

a fulvonové kyseliny pochazejici z kalti odpadnich vod charakteristické Aemisni< 400 nm
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s hlavnim excitaénim maximem okolo 390 nm a relativni fluorescen¢ni intenzitou 4 —

13 (u huminovych kyselin v rozmezi 1 — 7).

HUMINOVE LATKY
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Zdroj: Stevenson (1994)

Obr. 2Déleni huminovych latek podle chemickych viastnosti.
2.6.1.1 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny, jakozto nejhodnotnéjsi produkty ptidnich humifika¢nich procest,
vyrazné ovliviiuji vlastnosti pudy (pufrovaci schopnost, kationova vyménna kapacita
aj.), které nasledné podminuji jeji vlastni urodnost (Rosa a kol., 2005). Mohou byt
ziskavanyz celé ftadyzdroji, vcetnéligniti(hnédé uhli), raseliny, zeminy,
kompostiia surovinorganickych odpada (Rose a kol., 2014).

Tyto tmavohnéd¢ az Sedocerné zbarvené organické latky lze charakterizovat jako
aromatické slouceniny fenolového nebo chinoidniho charakteru obsahujici ve své
molekulové struktufe celou fadu cyklickych 1 alifatickych dusikatych sloucenin
s nejjednodussim hypotetickym sumarnim vzorcem C10H1,0sN (Stevenson, 1982). Diky
postupnému rozvijeni metod fesici chemickou strukturu latek (infracervena a UV/VIS-
spektrometrie, nukledrni magnetickd rezonance, spin elektronovd rezonance,
fluorescence a pyrolyzni plynova chromatografie)byla navrzena cela fada hypotéz
popisujicich samotnou strukturu huminovych kyselin (Milori a kol., 2002; Rosa a kol.,
2005). Nejznamgjsi takovato hypoteticka struktura byla navrzena Stevensonem roku
1982 (Obr. 3). Pomoci stale se zdokonalujicich instrumentalnich metod bylo zjisténo,
ze huminové kyseliny jsou v roztoku schopné vytvaret smiSené agregaty obdobné
miceldm, jez jsou stabilizované slabymi vazebnymi interakcemi (Sutton a Sposito,
2005). Na zaklad¢ poslednich poznatki byl definovan novy koncept prostorového
uspotfadani huminovych kyselin, na které je tak nahlizeno jako na supramolekulytvofené

fragmenty relativné malych molekul (s M,< 1000 Da), které¢ jsou stabilizované
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vazebnymi interakcemi typu Waalsovy sily, vodikové mistky, -t a =n-CH

vazby(Piccolo a kol., 1993; Simpson, 2002).
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Zdroj: Ouni a kol. (2014)
Obr. 3 Hypoteticky strukturni model huminové kyseliny dle Stevensona (1982).

Znalost chemické struktury, respektive funkéniho sloZeni, je nasledné rozhodujici
pro stanoveni chemickych a chemicko-tyzikalnich vlastnosti huminovych kyselin,
mezinéz patii kyselinovych charakter, iontové-vyménné schopnosti, omezena
nebo velmi slaba rozpustnost ve vodé(pii pH < 2 nerozpustné), dobra rozpustnost
V hydroxidu sodném a roztocich hydrolyticky zasaditych soli, porézni stavba a vysoka
sorpéni schopnost (350 — 500 mmol-100g™) (Chung a kol., 2005). Koagula&ni schopnost
huminovych latek se odviji od jejich zbarveni. Sedé zbarvené huminové kyseliny se
srazeji pridavkem elektrolytu v alkalickém prostiedi a vyznacuji se silnou sorpéni
schopnosti s Ca®* ionty, s nimiz tvofi neutralni humus. Oproti tomu hnédé zbarvené
huminové kyseliny snadno s pfidavkem elektrolytu koaguluji a jsou zdkladem pro
kysely nenasyceny humus. DalSi neopomenutelnou, ale zdaleka ne posledni vlastnosti
huminovych kyselin je schopnost vytvaret organomineralni komplexy, které se podile;ji
na kvalitnim pfisunu zZivin (Vesela a kol., 2005; Vrba a Hules, 2006).

Vychozi chemické sloZzeni huminovych kyselin je zavislé na zastoupeni Ctyf
zakladnich stavebnich prvku: uhliku (52 — 62 hm. %), kysliku (31 — 39 hm. %), vodiku
(2,8 — 5,8 hm. %) a dusiku (1,7 — 4,0 hm. %). Elementarni sloZeni zavisi piedevs$im
naslozeni ptvodni organické matrice, pudnim typu a  podminkach
humifikace(Steinbiichl aHofrichter, 2001). Tyto rozdily jsou patrné zejména na Urovni
hodnot obsazeného dusiku, které jsou niz§i u geologickych a vodnich huminovych

kyselin (Tan, 2003).
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Obr. 4 Mechanismus syntézy huminovych latek v piiddch.

2.6.2 Tvorba huminovych latek

Huminové latky jsou vysledkem mnoha biochemickych reakci, které jsou souhrnné
oznac¢ovany jako tzv. proces humifikace. Pfi humifikaci dochazi k rozkladu organickych
biopolymeri odumfielych tél rostlin a Zivo¢ichti v pidé (Obr. 4). Rostlinné a zivocisné
tkané jsou tvoreny celou fadou organickych sloucenin, které davaji v degradacnich
a rekombinac¢nich procesech humifikace vzniku Sirokému spektru rtiznych molekul

(Steinblichel a Hofrichter, 2001).
2.6.2.1 Degradacni cesta humifikace

Za hlavni zdroj huminovych latek v pad¢ je povazovan dle Waksmanovy ,,ligninové*
teorie z roku 1932 rostlinny lignin (Obr. 4; cesta 4). Pti pozvolné degradaci rostlinnych
zbytkli jsou plné rozloZzeny pouze labilni makromolekuly, pficemz stabilngjsi
biopolymery zlstavaji zachovany (lignin, kutin, suberin aj.) a mohou tak tvofit zakladni
kostru huminovych latek. Ne zcela degradovany lignin miiZze prochézet dalSimi
modifikacemi, pfi kterych dochazi ke ztraté methoxylovych (-OCHj) skupin, vzniku
hydroxylovych skupin (-OH) oxidaci postrannich alifatickych fetézci, ale také
ke tvorb¢ karboxylovych funkénich skupin (-COOH) §tépenim jeho aromatickych kruhi
(Steinblichel a Hofrichter, 2001). Cely proces je poté slozen ze seskupovani
modifikovanych molekul ligninu s dusikatymi slou¢eninami typu proteint (obsahujici

-NH; skupiny) syntetizovanych mikroorganismy (Stevenson, 1994) podle rovnice:
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(modifikovany lignin)-CHO + R-NH; — (modifikovany lignin)-CH=NR + H,0

2.6.2.2 Kondenzacni cesta humifikace

Zde jsou za hlavni zdroj huminovych latek povazovany slozité biopolymery, které jsou

nejprve rozlozeny na jednodus$si molekuly, popf. az na své monomerni jednotky.
a) Amino-sacharidova teorie

Amino-sacharidova kondenza¢ni teorie (Obr. 4; cesta 1) je zalozena na kondenzaci
monomertt redukujicich cukrti s aminokyselinami, které vznikaji mikrobialnim
rozkladem a degradaci pidniho organického materidlu (Jokic a kol., 2001). Naslednou
adici aminoskupin (-NH3) na karboxylové skupiny (-COOH) monosacharidu vznikaji
N-substituované  glykosylaminy.  Ndaslednymi  reorganizacemi,  cyklizacemi
a dekarboxylacemi v molekule, dochazi ke vzniku t¥i uhlikatych kyslikatych zbytka
(glyceraldehyd, dihydroxyaceton), kter¢é mohou polymerizovat V pfitomnosti
aminokyselin za vzniku hnéd¢ zbarvenych produkt, svou strukturou podobnych

huminovym latkdm (Steinbiichel a Hofrichter, 2001).
b) Polyfenolova teorie

Polyfenolova teorie zahrnuje jak polyfenolové latky, tak chinony odvozené od ligninu
(Obr. 4; cesta 2 a 3). Tyto slouceniny jsou z rostlinnych zbytkli nejcastéji syntetizovany
pomoci mikroorganismt (Pena-Méndez a kol., 2005). Dochazi zde k rozkladu
rostlinnych biomolekul na jejich monomerni jednotky, pfi¢emz je lignin zbaven vazeb
na celulozu a nésledn€é chemicky modifikovan (oxidace, demetylace).
Vzniklé polyfenoly jsou enzymatickou cestou pfeménovany na chinony reagujici
S N-slouceninami a nasledné¢ pak polymeruji na huminové latky (Huang, 2000;
Steinberg a kol., 2008). Ztéto teorie vyplyva, Ze nejdiive dochazi k syntéze
fulvonovych a aZ poté huminovych kyselin, nakonec pak samotnych nerozpustnych

humint (Stevenson, 1994).

2.6.3 Extrakce huminovych latek

K izolaci huminovych latek se pouZzivaji nejriznéjsi rozpoustédla. Organicky material
ovSem obsahuje celou fadu anorganickych a organickych necistot. K odstranéni

anorganickych necistot se nejCastéji pouziva piresrdzeni minerdlnimi kyselinami
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a nasledna Giprava iontoméni¢em. Pro odstranéni organickych necistot je vhodné pouzit
hydrolyzu s minerdlnimi kyselinami, gelovou filtraci nebo fenolovou extrakci

(Stevenson, 1994).
2.6.3.1 Alkalicka extrakce

Alkalicka extrakce je nejcastéji pouzivanou extrakéni metodou pro separaci
huminovych latek. Pouzita alkalicka extrakéni ¢inidla by méla mit nizkou koncentraci
-OH iontd, nebot’ jejich vyssi koncentrace by mohla zpusobit $tépeni huminovych
kyselin a ptechod jesté nerozlozenych zbytkt rostlin do roztoku. Pro vysokou vytéznost
extrakce (tj. odstranéni CaCOs) je vhodné nejdiive pouzit zfedénou HCIl a az poté
vlastni extrakéni rozpoustédlo, kterym je videalnim ptipadé 0,1 — 0,5 M vodny
alkalicky roztok (nejlépe NaOH) a extrakci nékolikrat opakovat (Piccolo a kol., 1993).
Vysledkem extrakce je zisk zhruba 75 hm. % organické hmoty (Gaffney a kol., 1996).
Ovsem i tato metoda s sebou pfindsi fadu nevyhod, mezi které patii i poSkozeni ptivodni
matrice, jez kontaminuje organicky vytézek, oxidace organickych slozek pii styku
se vzduchem (nutnost inertni atmosféry), rozpousténi slozek rostlinnych zbytkl aj.
(Stevenson, 1994). Na ucinnost extrakce ma vliv i samotna doba extrakce, ktera musi
byt pro zajisténi optimalni vytéZnosti dostate¢n¢ dlouhd, aby doslo k co nejvétsi

vytéznosti, ovSem S ohledem na nebezpeci stépeni pivodni matrice.
2.6.3.2 Neutralni ,,mirna*“ extrakce

Jako nédhradu klasické alkalické extrakce lze vyuzZit mirngjSich a selektivnéjSich
extrakénich metod, které vyuZivaji odliSnd extrakéni rozpoustédla. Mezi nejCastéji
aplikovana patii NasP,07, oxalaty alkalickych kovl, smési organickych rozpoustédel
asoli slabych organickych kyselin (napf. NaF). Nevyhodou téchto metod je nizsi

extrakéni vytéznost nez 30 hm. % (Stevenson, 1994; Piccolo a kol., 1993).
2.6.3.3 Kysela extrakce

Extrakci huminovych latek 1ze také provadét v kyselém prostiedi. Piidavek organickych
kyselin za jistych okolnosti peptizuje huminové kyseliny a tim je ptevadi do koloidnich

roztokll. Nejcastéji pouzivanou organickou kyselinou je kyselina mravenci s ptidavkem

30



LiF, LiBr nebo HBF,;. Nicménévytéznost pudni organické hmoty zde c¢ini pouze
55 hm. % (Weber, 2003).

2.6.4  Vliv huminovych latek na rostliny

Fyziologicky vliv huminovych latek na rist a vyvoj rostlin je znamy jiz dlouhou dobu
a byl popsan celou fadou autori (Nardi a kol. 2002). Studie provedené s huminovymi
latkami  prokédzaly, Ze jsou na rostliny schopny plsobit piimo, ¢i
nepiimoprostiednictvim pudy (Asik a kol., 2009).

Neptimy vliv huminovych latek spociva v jejich schopnosti ovliviiovat fyzikalni
a chemické vlastnosti pidy. Mimo jiz vySe zminénych vlastnosti piidy jsou huminové
latky schopny pozitivné ovliviiovat schopnost ptidy zadrzovatvodu, zlepSovat strukturni
vlastnosti, zvySovatpro rostliny dostupnost zivin a stopovych prvki a zmirfiovat
salinitou negativné ovlivnénou trodnost. Obecné tak jsou huminové latky schopné
piispivat k vyssi produktivitézemédélské pudy (Ouni a kol., 2014).

Tchiadje (2007) popsal situaci, kterd nastava v ptudach s vySsim zastoupenim soli,
kde je zvysena tendence Na* ionti adsorbovat se na humusovy komplex, coz nasledné

vede ke zvySeni salinizace pldy a jeji toxicity pro rostliny, jak to popisuje rovnice:
2 Na* + Ca(humus) — (humus)Na + Ca*?

Jednou z moznosti jak predchazet takovémuto stavu je zména iontového sloZeni
pudy, ktera miZe byt zajisténa zapracovanimhumatti (soli huminovych kyselin). Ty jsou
pak schopny v ptidé snizovat nejen obsah Na" ionti, ale i jeji elektrickou vodivost a pH.

Ve vysledku pak kationtyCa*?, Mg*? a K* vazané na huméty zabraiiuji absorpci Na*.
2 K" + Na(humus) — (humus)K + Na*

Nektefi autofi také zminuji moznost pouziti huminovych latek jako hnojiva
(Arancon a kol., 2004; Madejon a kol., 2001). Zde je nutné piipomenout, ze huminové
latky nelze povaZovat za hnojiva, pfestoZze maji pozitivni vliv na rlst a vyvoj rostlin.
Mohou byt aplikovany spolu s pfirodnimi nebo syntetickymi hnojivy, ¢imz navySuji
jejich stimulaéni ucinek a snizuji jejich potiebné davky (Khaled a Fawy, 2011).

Ptimy efekt huminovych latek na rostliny spo¢ivd zejména v ovlivnéni rostlinného
metabolismu, ktery souvisi nejcastéji s piijmem organickych makromolekul, jako jsou

huminové a fulvonové kyseliny. Tyto latky jsou schopny vstoupit do rostlinnych bunék
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a ovlivnit jejich komponenty. Na fyziologické trovni jsou huminové latky schopny
ovlivitovat fotosyntézu, respiraci, syntézu nukleovych kyselin a pfijem iontt (Cimrin
a kol., 2010; Aydin a kol., 2012; Nardi a kol., 2002). Podle Trevisana a kol. (2010) jsou
huminové latky schopny ovlivnit i produkci RNA, ktera je nezbytna pro mnoho
biochemickych procest probihajicich v bunikdach. Dalsi vlivy huminovych latek

na rostliny jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1 Viiv huminovych latek na rostliny.

Efekt huminovych latek na rostliny Literarni zdroj

stimulace kli¢eni Orlova a Arkhipchenko, 2009; Asik a kol.,
2009; Aydin a kol., 2012

podpora riistu rostlin Brunetti a kol., 2007; Paksoy a kol., 2010;
Cimrin a kol., 2010

stimulace piijmu Zivin Chen a kol., 2002; Tirkmen a kol., 2004;
Aydin a kol., 2012

stimulace syntézy proteinti Canellas a kol., 2002; Carletti a kol., 2008;
Dantas a kol., 2007

hormonalni aktivita Piccolo a kol., 1993; Trevisan a kol., 2010

Zdroj: Ouni a kol. (2014)

Huminové latky hraji dulezitou roli pfi kli¢eni semen zvySenim piijmu vody
a mikronutrienti. Soucasné také zvySuji respiraci semen a podporuji bunécné déleni,
¢imz podporuji formovani kofenti. V1iv huminovych latek na kli¢ivost Lepidum sativum
a Zea mays v pidé s elektrickou vodivosti 4 mScm™ zkoumali i Masciandaro a kol.
(2002). Orlova a Arkhipchenko (2009) zjistili u Lepidium ruderale ptimou zavislost
mezi intenzitou klieni a koncentraci aplikovanych huminovych latek. K zavéru,
Ze huminové latky stimuluji kli¢ivost semen, doSel i Piccolo a kol. (1993). Na druhou
stranu nadbytek huminovych latek mize vyvolat inhibici kli¢eni a redukovat rostlinny
rust.

Stimulaéni vliv huminovych latek na riist kofent a pfijem makro- a mikronutrient
pozoroval i Cimrin a kol. (2010) v paprice seté¢ (Capsicum annuum). Tento efekt mize
byt vyvoldn narGstem permeability membrdn bunék kofeni a/nebo schopnosti
huminovych latek pilisobit jako specifické iontové pienasece (Ouni a kol., 2014).
Podpora rozvoje postrannich kotfentl, prodluzovaciho ristu kofent, stejné€ jako stimulace
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pfijmu Zivin ma pozitivni vliv na zvySovani odolnosti rostlin vici abiotickym
a biotickym stresim (Trevisan a kol., 2010; Piccolo a kol.,, 1993). Vyjma vyse
uvedenych jsou huminové latky schopné pozitivné ovliviiovat Cerstvou a suchou
hmotnost, pocet kvétnich pupenti a koncentraci chlorofylu v listech (Chen a kol., 2002;
Nardi akol., 2002; Carletti a kol., 2008). Podle Paksoye a kol. (2010) aplikace
huminovych kyselin pozitivné ovliviiuje 1 vynos péstovanych rostlin. Pozitivni korelaci
mezi vynosem Triticum aestivum a aplikaci huminovych a fulvonovych kyselin zjistili
i Brunetti a kol. (2007).

Huminové latky jsou také schopny ovliviiovat aktivitu celé fady enzymu. Podileji
se naptiklad na zvySeni aktivity cytochrom oxidazy a fosfatazy a inhibici aktivity
peroxidazy a fytdzy (Dantas a kol., 2007). Huminové latky mohou také hrat roli
jako rustové regulatory s auxinovym pusobenim jak pozorovali Muscolo a kol. (2013)
a Pizzeghello a kol. (2013) na kli¢icich semenech fefichy rumni (Lepidium ruderale)

a lociky seté (Lactuca sativa).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material a experimentalni design

Experiment |

Pro experiment byly pouzity obilky tfi vysoce vynosnych kultivar (Bojos, Xanadu
a Radegast) je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.), které byly nejprve povrchové
sterilovany po dobu 1 minuty v 70% etanolu (Obr. 5). Po nasledném oplachu
deionizovanou vodoubyly obilky vysuSeny. Takto pfipraveny sterilni material byl vyset
na Petriho misky s filtranim papirem a deionizovanou vodou, ptic¢emz byly obilky
nakli¢ovany po dobu 48 h. Po uplynuti této doby byly vyselektovany uniformni rostliny,
které byly premistény do experimentalnich plastovych boxid. Plastové boxy byly
opatfeny opét filtraénim papirem a zvlh¢eny roztoky 100 mM NaCl a 50 mM Na,SO,4
(S upravenymi pH na 4a 7). Hustota vysevu v jednom plastovém boxu ¢inila 25 rostlin.
Kontrolni rostliny byly péstovany pouze v deionizované vodé¢. Experiment byl ukoncen
po sedmi dnech expozice roztokd. Nasledné byly rostliny rozdéleny na kofenovou
alistovou (listy v¢. stonku) cast. Kofeny byly oplachnuty deionizovanou vodou
aosuseny. U rostlin byly poté sledovany vyska listd, délka kofenli, obsah vody
v pletivecha obsah vybranych mineralnich prvki (sodiku, drasliku a vapniku) v listech.
V kotenovych $pickach bylasoucasné fluorescenéné vizualizovanatvorbaROS a oxidu
dusnatého.

U vSech tfi kultivarti byly také stanovovany parametry klic¢ivosti. Pro stanoveni
téchto parametri byly etanolem oSetiené obilky ihned vystaveny pusobeni
experimentalnich roztokd. Kontrolni obilky byly nakliCovany pouze v deionizované
vodé¢. Pribeh kliceni byl sledovan po dobu tii dnti. Nasledné byly vysledky pozorovani

vyhodnoceny.

Bojos Xanadu Radegast
Zdroj: vlastni foto

Obr. 5 Obilky vybranych kultivarii jecmene jarniho.
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Experiment 11

Pro experiment byly vybrany obilky jeémene jarniho kultivaru Radegast. Ty byly
nejprve povrchové sterilovany (jak jiz bylo uvedeno vyse), oplachnuty deionizovanou
vodou a nasledné¢ vysuSeny. Nakli¢eni obilek probihalo v deionizované vodé
s filtratnim papirem. Dvoudenni uniformni rostliny byly poté pfeneseny do plastovych
boxti s filtranim papirem zvlhéenym 100 mM roztokem NaCl, samostatné
a/nebo v kombinaci se 1 a 10 ml-l"'Lignohumatu Max® (Amagro, Humic Substances,
Ceska republika)nebo6a 60 mg-1*huminové kyselinyv technické kvalité (SigmaAldrich,
Ceska republika), pii upravé na neutralni pH. Oba tyto produkty jsou jedny z mnoha
komeréng dostupnych vyrobkt obsahujicich huminové latky. Lignohumat Max®
(Amagro, Humic Substances, Ceska republika) (Tab. 2) deklaroval minimalné90%
obsah huminovych a fulvonovych kyselin v susiné. Experiment byl ukoncen po sedmi
dnech expozice roztokti. Oddélené listy (v¢. stonku) byly potéproméfovany pro
stanoveni vysky, obsahu vody a obsahuvybranych mineralnich prvku (sodiku, vapniku a
drasliku).

Tab. 2 Fyzikalni a chemické viastnosti,, Lignohumdtu Max®“.

Fyzikalni a/nebo chemicka vlastnost

vahovy podil vlhkosti max. 80 %
vahovy podil popelovin na suSinu max. 25,07 £ 0,25 %
vahovy podil huminovych a fulvonovych latek na suSinu min. 90 %
vahovy podil soli vysokomolekuldrni huminovych kyselin max. 50 %

na susinu

vahovy podil nizkomolekularnich casti a fulvonovych kyselin min. 50 %

na susinu

pH 9-10
opticka hustota 0,02% roztoku D400, D440 0,250 - 0,570
vahovy podil celkové siry na susinu min. 3 %

stopové pritomné prvky v chelatové formé: Mg, Si, Ca, Fe, Mn, Cu, Zn, Mo

Zdroj: Amagro, Humic Substances(2008)
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Experiment 111

S cilem potvrdit skute¢nosti pozorované u rostlin péstovanych v malych plastovych
boxech byly navrzeny experimenty s rostlinami kultivovanymi v zivném médiu (Obr.
6). Homogenni dvoudenni kli¢enci kultivaru Radegast byly pifemistény do 1/10-silného
Hoaglandova roztoku (obsahujiciho 403 uM Ca(NOg3),-4H,0, 52,2 uM NH4H,POy,
604 uM KNOs, 199 uM MgSO,4-7H,0, 35,6 uM NaOH, 28,8 uM KOH, 8,92 uM
EDTA, 8,96 uM FeSO,4 7H,0, 9,68 uM H3BOs;, 2,03 uM MnCl,-4H,0, 0,314 uM
ZnS0O4-7H,0, 0,210 uM CuSO4-5H,0, 0,139 uM Na,Mo0O, a 0,0859 uM CoCl, 6H,0,
s konstantnim pH 6,0) (Kovacik et al., 2014a) v 7-1 tmavych plastovych kultiva¢nich
boxech (s hustotou 25 rostlin-box™) opatfenych kontinuélni aeraci (Obr. 6). Po sedmi
dnech kultivace byly roztoky vyménény a obohaceny o 100 mM NaCl nebo 0,01% HA
(6mg-1™ technicka huminova kyselina). Oba roztoky byly aplikovany také v kombinaci.

Pro srovnani efektivnosti folidrntho a hydroponického zplisobu aplikace
huminovych kyselin byly rostliny péstovany bud’to v kombinovaném zivném médiu,
obsahujicim jak NaCl, takhuminovou kyselinu, nebo v kultivaénim roztoku s NaCl,
zatimco huminova kyselina bylav tomto piipadé 1x denné postiikovanana listy
(5 ml-list™). Pro lepsi ulpivani roztoku na listech bylok zasobnimu roztoku huminové
kyseliny ptidano100 pL Tritonu X-100. Kontrolni rostliny byly péstovany Vv zivném
roztoku bez jakychkoli dalSich ptidavk.

.\L | i{ | \\*/‘,‘ |
' %

—

S

S|

Zdroj: vlastni foto

Obr. 6 Hydroponicka kultivace jecmene jarniho.

Experimenty byly ukonéeny po sedmi dnechptisobeni zasahi. Ke zjisténi ¢asové
dynamickych zmén v obsahu vybranych antioxidantii, byly vzorky odebirany také

po 24 a 72 h trvani experimentu. Po rozdé¢leni rostlin na kofenovou a listovou c¢ast byl
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U kotenti proveden oplach deionizovanou vodou s osusenim. U listi a kofent je¢mene
byly nasledn¢ sledovany fyziologické parametry jako vyska a obsah vody a dale pak
obsah vybranych mineralnich latek, rozpustnych proteini a organickych kyselin.
Dale byly v listové ¢asti rostlin stanovovany obsah volnych aminokyselin, antioxidantu,
fenolovych kyselin a antioxida¢ni aktivita vybranych enzymi. Soucasné byly
také fluorescencné vizualizovany ROSa oxid dusnaty v kofenovych Spickach.

Vsechny vyse zminéné experimenty byly provedeny v kultivatni mistnosti
s kontrolovanymi podminkami: 12 h den (8:00 — 20:00); hustotou fotoni dopadajicich
na list ~250 pmol'm2s' PAR dodavanou studenou bilou Zarovkou L36W/840

(Lumilux Osram, Némecko); denni/noc¢ni teplotou 25/20 °C; a relativni vlhkosti ~60%.
3.2 Prehled pouzitych metodik

Méieni ristovych parametrit a stanoveni obsahu vody

Po ukonceni experimentu byly rostliny sesbirany, vysuSeny a nasledné rozdéleny
na listovou a kotfenovou c¢ast. U takto pripravenych vzorkd byla zméfena délka kofent,
vyska listii a hmotnost &erstvé biomasy. Udaje naméfené v Cerstvém materialu byly
nasledné vyjadieny v jednotkdch suché hmotnosti pomoci procentudlniho obsahu susiny
v prislusném dni sbéru, ¢imz byl soucasn¢ stanoven i1 procentudlni obsah vody

v rostlinnych pletivech dle rovnice,

s.hm.-100
Obsah vody v pletivech = 100 — (—j
¢.hm.

kde ,,s. hm.* vyjadiuje suchou hmotnost a ,,¢. hm.* ¢erstvou hmotnost vzorku.

Pro stanoveni suché hmotnosti byly Cerstvé vzorky vysusSeny pii teploté 75 °C
do konstantni hmotnosti. Suchévzorkybyly nasledné¢ rozemlety najemny prasek
a pouZity pro stanoveni vybranych parametrii analyzovanych v suchém materidlu.
Pro stanoveni parametri v Cerstvych vzorcich byly listy (v¢. stonkll) anebo kotfeny
rozbity na jemny praSek pomoci tekutého dusiku a pfislusSné navazky byly
ihned extrahovany ve tfecich miskach s tlou¢kem po ptidavku malého mnozstvi

inertniho motského pisku (Kovacik a kol., 2014a).
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Stanoveni parametra klicivosti

Pro stanoveni parametrii kli¢ivosti byly obilky je¢mene vystaveny pusobeni pokusnych
zasahu jiz od samého zaloZeni experimentu (viz Experiment 1). Parametry kli¢ivosti
byly stanoveny dle CSN 46 1011-13 o zkouseni obilovin, lu§ténin a olejnin, asti 13:
zkouseni obilovin - stanoveni kli¢ivosti sladovnického je¢menez roku 2005 s u¢innosti
od 1. ledna 2006.

Po dobu tfidenni inkubace bylo sledovano kli¢eni intaktnich obilek tii kultivari
sladovnického je¢mene (Bojos, Xanadu, Radegast) uloZzenych po sklizni do hluboko
mraziciho boxu pii teploté -70 °C. Testovani probihalo na Petriho miskach s filtracnim
papirem (20 obilek-miska '), zvlh¢enym destilovanou vodou. Takto pfipravené misky
byly kultivovany pfi konstantnich laboratornich podminkach (viz vySe). V case
24,48 a 72 h bylo zaznamenano kliceni obilek, pficemz za nakli¢ené byly povazovany
obilky, u nichz radula prorostla obalovymi vrstvami obilky. Nasledn¢ byla ziskana data

vyhodnocena v podob¢ parametra kli¢ivosti, kterymi jsou:

Energie kli¢eni (%) vyjadiuje procento obilek vyklicenych po 72 h,

n24 + n48 + n72 . 100

Energie kliceni =
kde ,,n“ je pocet obilek vyklicenych v ¢ase 24, 48 a 72 h.

Index kli¢eni vychazi z primérné doby klicent,

N, +2-Ng+3-n
Index kliceni = Nil'—o MGT = 24 48 72

GT N,, +N,g + N,y

kde ,,n“ je pocet obilek vykli¢enych v Case 24, 48 a 72 h a ,MGT* je primérna

doba kliceni.

Rychlost kli¢eni (%) charakterizuje 1épe procento vykli¢enych obilek po 72 h, zahrnuje

také parametr rychlosti,

5n,+3-n,+n,
20

Rychlost kliceni =

kde ,,n“ je pocet obilek vyklicenych v case 24, 48 a 72 h.
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Stanoveni rozpustnych proteinii metodou dle Bradfordové (1976)

Cerstvé listy je¢mend byly homogenizovany v tfecich miskach s tloudky (s
pomociinertniho moiského pisku) za pritomnostiSOmMpolyfosfatového (PPB)pufru (pH
7;19¢. hm-5 ml!'). Ziskany homogenizat byl doplnén do 2 ml PPB pufrem
a centrifugovan (12 000 otacek-minuta') po dobu 10 minut (Boeco U-32R,
Boeckel& Co., Némecko). Supernatant (20 ul) byl nasledné smichan s 980 ul Bradford
Reagent (Sigma Aldrich, Ceska republika) a vznikla smés inkubovéana po dobu 15 minut
pfi laboratorni teploté(~20 °C). Nasledné¢ byl obsah rozpustnych proteinti stanoven
spektrofotometricky na pfistrojiAgilent/HP DAD UV/VIS 8453 Spectrophotometerpii A
= 595 nm.Jako standard pro sestrojeni kalibrac¢ni kiivky byl pouzit hovézi sérovy
albumin. Vysledky byly pfepocitany na jednotku suché hmotnosti (Kovacik a kol.,
2009).

Stanoveni volnych aminokyselin

Volnéaminokyselinybyly extrahovanyz 50 mg s. hm. v 80% vodném roztoku etanolu
v Soxhletoveé aparature (IKA-Werke 50, Némecko)pii teploté 130 °C po dobu 70 minut
(Kovacik a kol., 2009). Takto ziskany roztok byl odpatfen na vakuové odparce do sucha
a rozpuStén s500 pl 0,1 M HCIL Nasledna analyza byla provedena na
HP1100kapalinového chromatografu (Hewlett Packard, Waldbronn,
Némecko)s fluorometrickymdetektoremHP1100 apiedkolonovouderivatizacis o-
ftalaldehydema9-fluorenylmetylchloroformatem. Pro stanoveni byla vyuzita kolona
Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm; 3,5 um; Agilent Technologies, USA) a mobilni faze
(40 mM Nay,HPO, pii pH 7,8 (solvent A) a acetonitril/metanol/voda 45:45:10 (v/v)
(solvent B) sprutokem 2 ml-min'. Detekce probihalapii konstantni teploté 40 °C
s gradientem mobilni faze (pro solvent B): 0 % (0 — 1,9 min), 0 — 57 % (1,9 — 18,1 min),
57 — 100 % (18,1 — 18,8 min), 100 % (18,8 — 22,3 min), 100 — 0 % (22,3 — 23,2 min)
a 0 % (23,3 — 26 min) (Kovacik a kol., 2009; Kovacik a kol., 2014a).

Kvantifikace minerdlnich latek

Obsah vybranych mineralnich latek byl v listech a kofenech je¢mene stanoven
atomovou absorp¢ni spektrometrii s pouzitim piistroje AA30 (Varian Ltd., Mullgarve,
Australie). Vzorky byly méfeny s vyuzitim kysliko-acetylenového plamene.
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Vzorky v suchém stavu (10 mg), pfipravené viz vySe, byly rozlozeny v mikrovinném
extraktoru (Ethos Sel Microwave Extraction Labstation, Milestone Inc.) pii teploté
200 °C po dobu 1 h pomoci mineraliza¢ni smési tvofené 4 ml koncentrovanéultra-Cisté
HNO; a 4 ml deionizované vody. Vysledny mineralizat byl doplnén do 10 ml
deionizovanou vodou.

Obsah sodiku (Amax = 589 nm) a drasliku (Amax = 766,5 nm) byl stanovovan
V emisnim modu, oproti tomu obsah vapniku (Amax = 422,7 nm), meédi (Amax = 324,8
nm), zeleza (Amax = 248,3 nm) byl méfen v modu absorpnim. Obsah vapniku a hoiciku
(Mmax = 285,2 nm) byl stanoven pomoci piidavku Sr?, jakozto ionizaéniho pufru.

Vysledna koncentrace Sr*?

2014b).

V analyzovaném roztoku c¢inila 1 g'17 (Kovacik a kol.,

Fluorescenéni vizualizace ROS a oxidu dusnatého

Pro fluorescenéni vizualizaci byly z kofend rostlins opatrnosti ustfizeny kotenové
Spicky, které byly nasledné inkubovany s riznymi fluorescenénimi barvivy.
Pro stanoveni ROS a oxidu dusnatého byly vzorky obarveny barvivy CellROX" Deep
Red Reagent (644.,/665m, Life Technologies Corporation) a diacetaitem 2°,7°-
dichlorodihydrofluoresceinu (H,DCF-DA; Sigma Aldrich, Ceska republika), ktery
vstupuje pasivné do rostlinnych bunck, kde je deacetylovan a oxidovan za vzniku
vysoce fluorescen¢niho 2',7'-dichlorofluoresceinu (488¢x/525¢m; DCF).Pro obarveni NO
bylo pouzito barvivo 2,3-diaminonaftalen (DAN; Sigma Aldrich, Cesk4 republika)
tvoricis nitrozoniovym kationtem vysoce fluorescen¢ni produkt 1H-naftotriazol
(365ex/415¢m). Cela procedura byla provedena dle instrukei stanovenych vyrobcem.
Zasobni roztok CellROX® Deep Red Reagent byl rozpuitén v dimetylsulfoxidu
(DMSO; Sigma Aldrich, Ceska republika) a ziedén 50 mM fosfatového pufru s 0,15 M
NaCl (. PBS pufr) (pH 6,8) na finalni koncentraci 5 pM. Kofenové Spicky byly
inkubovany spolu s barvivem pfi teploté 37 °C po dobu 60 minut. Zasobni roztok DAN
v 0,62 M HCI byl zfedén 50 mM PBS pufru (pH 6,8) na finalni koncentraci 250uM.
Kofenové $picky byly spolu s barvivem inkubovany po dobu 15 minut pti laboratorni
teploté. Zasobni roztok H,DCF-DA v DMSObyl rozpustén Tris/KCl pufrem (pH 7,2)
azfedén na finalni koncentraci 50uM. Kotenové Spicky byly spolu s barvivem
inkubovany pfi laboratorni teplot€ po dobu 10 minut. Po inkubaci, byly kotenové spicky

tiikrat promyty pfisluSnym fedicim pufrem a pozorovany pomoci Axioscop 40
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microscope (Carl Zeiss, Germany) vybavenym vhodnym souborem excitacnich

a emisnich filtrti (Kovéacik a kol., 2014a; Han a kol., 2009).

Stanoveni fenolovych a organickych kyselin

Celkovy obsah vybranych derivati kyseliny skoficové a benzoové byl stanovovan
v 80% metanolovych extraktech (10 mg s. hm.-ml ). Kvantifikace fenolovych kyselin
prob&hla na pfistroji Agilent1200SeriesRapidsystém(Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko) vybaveném odplynovacem, binarniméerpadlem, vysoce
vykonnymSLautomatickym davkovafems termostatem aUV-VISdetektorem. Systém
bylspojenon-line s detektorem MS Agilent 6460 Triple quadrupole LC-MS/MS
s Agilent Jet Stream Technologies. Slouceniny byly stanoveny na zaklad¢é konkrétni
hodnoty m/z a reten¢niho ¢asu (Tab. 3).

Tab. 3 Prehled retencnich casiu, prechodii, fragmentaci a koliznich energii

stanovovanych fenolovych kyselin.

Retenc¢ni ¢as Prechod Fragmentace Kolizni

Fenolova kyselina (min) (m/2) V) energie (eV)
gallova kyselina 0,25 169 — 125 100 10
protokatechova kyselina 0,39 153 — 109 100 10
p-hydroxybenzoova kyselina 0,62 137 — 93 100 10
p-hydroxybenzaldehyd 0,87 121 — 92 120 20
vanilova kyselina 0,89 167 — 152 100 10
syringova kyselina 1,21 197 — 182 100 10
vanilin 1,30 151 — 136 100 10
p-kumarova kyselina 1,66 163 - 119 100 10
salicylova kyselina 1,97 137 — 93 100 10
ferulova kyselina 2,21 193 — 134 100 10
sinapova kyselina 2,47 223 — 208 100 10

Zdroj: Kovacik a kol. (2007)

Vlastni separace probehla na kolon¢ Zorbax SB-C18 (50 x 2,1 mm, velikost ¢éstic
1,8 um). Mobilni fazi byla 0,2% kyselina octovaa metanol (solvent A; 95 : 5 (v/v))
a 0,05% kyselina mravenc¢i (solvent B). Slozeni mobilni faze se ménilo nasledovné
(pro solvent B): 10 — 20 % (0 — 8 min), 20 — 85 % (8 — 13 min), 85 — 10 %
(13 — 20 min). Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,6 ml-min ' a teplota pfi separaci
45 °C. Pro kalibraci a kvantifikaci byly vzdy nové pfipraveny standardy separovanych
latek (Kovacik a kol., 2007; Kovacik a kol., 2008; Klejdus a kol., 2013).
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Vybrané organické kyseliny byly z Cerstvych vzorkli extrahovany pomoci 0,1 M
HCI a kvantifikovany pomoci systému LC-MS/MS (Agilent 1200 Series Rapid
Resolution LC systém spojeny on-line s detektorem Agilent 6460 Triple quadrupole
s Agilent Jet Stream Technologies). Pro separaci byla pouzita kolona Zorbax SB-C18
50 x 2,1 mm (1,8 um velikost ¢astic) a mobilni faze tvorena 0,1% Kkyselinou mravenci
s prutokem 0,4 ml-min . Teplota pfi separaci byla 20 °C. Organické kyseliny byly
detekovany v negativnim ESI modu (Tab. 4) pfi téchto operacnich parametrech: prutok
plynu 11 I'min!, napéti kapilary 4000 V a napéti trysky 500 V. Pro Kkalibraci
a kvantifikaci byly vzdy nové pfipraveny standardy separovanych latek (Flores a kol.,
2012).

Tab. 4 Prehled retencnich casii, prechodii, fragmentaci a koliznich energii sledovanych

organickych kyselin.
Retenc¢ni ¢as  Prechod Fragmentace Kolizni

Organicka kyselina (min) (m/z) V) energie (eV)
mlécna kyselina 3,82 179 — 89 70 10
chinova kyselina 4,84 191 — 85 110 20
a-ketoglutarova 70 2
kyselina 9,02 145 — 101

pyrohroznova kyselina 9,73 175 — 87 100 4
jable¢na kyselina 12,60 115— 71 70 10
citronova kyselina 12,70 191 — 111 70 10
fumarova kyselina 14,07 115 —» 71 70 2
jantarova kyselina 14,20 117 — 73 70 6

Zdroj: Flores a kol. (2012)
Kvantifikace redukované formy glutathionu, kyseliny askorbové a fytochelatinu 2

Redukovany glutathion (GSH) a kyselina askorbova (AsA) byly z Cerstvych vzorku
extrahovany pomoci 0,1 M HCI (0,2 g ¢. hm-2 ml ') a kvantifikovany pomoci systému
LC-MS/MS (Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC system spojeny on-line
s detektorem Agilent 6460 Triple quadrupole s Agilent Jet Stream Technologies) pii
m/z hodnotach 308/76, 177/95 v pozitivnim MRM modu. Pro separaci byla pouzita
kolona Zorbax SB-C18 50 x 2.1 mm, 1,8 um velikost ¢astic, a mobilni faze skladajici se
z 0,2% kyseliny octové a metanolu (95 : 5(v/v)). Pritok mobilni faze byl 0,6 ml'min ' a

teplota pii separaci 25 °C (Kovacik a kol., 2013).
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Fytochelatin 2 (PC2) byl stanovovan ve stejnych 0,1 M HCIl supernatantech,
jak jiz bylo uvedeno vyse. Kvantifikace byla provedena pomoci LC-MS/MS systému
Agilent (viz vySe), za pouziti kolony Zorbax SB-C18 (50 x 2,1 mm, velikost Castic
1,8 um) a mobilni faze slozené¢ z 0,2% kyseliny octové (solvent A) a acetonitrilu
(solvent B). Slozeni mobilni faze se ménilo nasledovné (pro solvent B): 5 % (0 — 0,4
min), 5—30 % (0,4 — 1 min), 30 — 50 % (1 — 1,5 min), 50 — 60 % (1,5 — 2 min), 60 -5 %
(2 — 3 min). PC2 byl detekovan v kladném ESI modu pii m/z 540/76 (fragmentor 140
V, kolizni energie 76 eV), prutoku plynu 12 1'min !, pfi napéti kapilary 4000 V a trysky
500 V a teploteé 35 °C (Kovacik a kol., 2014b). Pro kalibraci a kvantifikaci byly vzdy

nove¢ pripraveny standardy separovanych latek.
Stanoveni aktivity vybranych antioxidacnich enzymii

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity enzymt byly vzorky v erstvém stavu
homogenizovany v tieci misce stlouckem s piidavkem inertniho moiského pisku
zapomoci50 mM PPB pufrem (1 g¢. hm'5 ml") obsahujiciho5 mM nerozpustného
polyvinylpolypyrrolidonu. Homogenizat byl doplnén do 2 ml PPB pufrem
a centrifugovan (viz vyse). Vysledny supernatant byl pouzit pro nasledné stanoveni.

Aktivita askorbat peroxidazy (APX; EC 1.11.1.11.) byla stanovena jako oxidace
askorbatu (pokles absorbance) pii A = 290 nm v reakéni smési skladajici se z1 ml
100 mM PPB (pH 7), 270 ul 0,5 mM kyseliny askorbové, 115 pl supernatantu a 115 pl
250 mM peroxidu vodiku, jehoZ ptfidani zahdjilo reakci. Aktivita ve vzorcich byla
urc¢ena pomoci molarni absorptivity 2,6 mM 'cm .

Aktivita glutathion reduktazy (GR; EC 1.6.4.2.) se stanovila ve vysledné reak¢ni
smési o objemu 3 ml, ktera obsahovala 1 mM 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoové kyseliny)
(DTNB), 1 mM oxidovaného glutathionu (GSSG) a 1 mM NADPH (vSechny latky byly
nejdiive rozpustény vel00 mM PPB). Reakce byla zahajena piidavkem 100 pl
supernatantu. Nartst absorbance v disledku vzniku GSH byl méten pii A = 412 nm
podobu 1 minuty. Kvypoctu aktivity byl pouzit molarni extinkéni koeficient
3600 M -cm .

Aktivita katalazy (CAT, EC 1.11.1.6.) byla stanovena ve vysledné reakéni smési
3,42 ml, ktera obsahovala 2,95 ml 100 mM PPB (pH 7), 7,0 ul peroxidu vodiku a 40 ul

supernatantu. Pokles absorbance v dasledku redukce peroxidu vodiku byl méfen
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pii A =240 nm po dobu 1 minuty. K vypoctu byl pouzit molarni extinkéni koeficient
6,22 mM '-cm ' (Kovacik a Backor, 2007; Kovacik a kol., 2009).

Aktivita superoxid dismutazy (SOD) byla stanovena pii jeji reakci se superoxidy,
¢imz dochazi K inhibici pfemény chromogennich substrati na jejich barevné produkty.
Pro stanoveni SOD byl v nasem ptipadé vyuzit ,,19160 SOD determination kit* (Sigma
Aldrich,  Ceskd  republika),  vyuZivajici2-(4-jodfenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolium sodny, jenz vytvaii ve vodé
po redukcisesuperoxidovymaniontemrozpustnéformazanovébarvivo. Aktivita SOD pak
muze byt kvantifikovana métenim poklesu vyvoje zbarveni pii A = 440 nm po dobu 2

minut (Sigma Aldrich, 2014).
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XO - xantin oxidaza, SOD — superoxid dismutaza, WST-1 — 2-(4-jodfenyl)-3-(4-
nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium sodny, WST-1 formazan — formazan

Zdroj: Sigma Aldrich — 19160 SOD determination kit (2014)

Obr. 7 Princip SOD Kkitu.
Statistickad analyza dat

Signifikance ziskanych dat byla vyhodnocena pomoci analyzy variance (ANOVA)
s naslednym Tukeyovym testem na hladin€ vyznamnosti P< 0,05 pomoci programu
MINITAB Release 11 (Minitab Inc., State College, Pensylvanie). Pocet opakovani ,,n‘
uvedenych v grafech a tabulkach v ¢asti Vysledky a diskuze udava pocet individualnich
rostlin jeCmene jarniho, resp. listi (v€. stonkil) a kofenli proméfenych pro kazdy
sledovany parametr. Pro kazdy z kultivari a/nebo pro dany zasah byly pouzity

minimalné tfi kultiva¢ni nadoby.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv pouzitych druhi soli na vybrané fyziologické parametry
riznych kultivari je¢mene jarniho

Klicovym aspektem pro stanoveni tolerance plodin vic¢i environmentalnim stresovym
faktorim je identifikace interspecifickych rozdili projevujicich se v rastovych
schopnostech rostlin (Tavakkoli a kol., 2012). K naplnéni cile, kterym bylo v prvni fazi
zkoumani vlivu salinity na specifické fyziologické parametry rostlin, je nezbytné
vhodné vybrat postup, kterym bychom tyto rozdily mezi jednotlivymi kulturnimi
rostlinami zkoumali, jelikoz mechanismy pusobeni salinity na rostliny se 1i$i nejen
V ramci pouzitych rostlinnych druhti, ale také trovni jejich variant (Radl a kol., 2013).
BéZnou praxi pro monitorovani odolnosti rostlin k salinit¢, umoziujici zkoumat
mechanismus tolerance rostlin, je vyuzivani hydroponicky péstovanych kli¢enci
po kratkou dobu vystavenych riznym urovnim zasoleni. Hydroponicka kultivace totiz
umoznuje predvidat chovani rostlin vystavenych stresovym podminkdm v laboratornich
podminkach, coz polni pokusy neumoziuji.

V predkladané praci se zabyvame vlivem mirné Urovné salinity zplsobované
dvéma riznymi druhy soli na rostliny tii kultivari jeCmene jarniho péstovanych
s vyuzitim hydroponickych metod Kkultivace. Po sedmidenni expozici rostlin
experimentalnim zasahiimbyly u rostlin sledovany fyziologické parametry jako vyska
list, délka kofenti a obsah vody (Tab. 5). Ze ziskanych dat lze obecné tvrdit,
7ze 100 mM NaCl, stejné jako 50 mM Na,SOg,inhibuje ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami rtst je¢mene. NicménéNaCl omezilprodluzovaci riist u vSech studovanych
kultivarg.

Rozdil mezi ristem je¢menti péstovanych v kyselych a neutralnich podminkach lze
pozorovat jiz u kontrolnich rostlin. JeCmen, pfestoze je velmi odolnou plodinou
vici podminkam mirné acidy pidy, dosahuje maximalnich vynost na padach s pH 6,2 —
7,2 (Michalovicz a kol., 2014). Tuto skute¢nost potvrzuji i studii ziskana data, ktera
ukazuji na intenzivnéjsi formovani rostlinné biomasy pii neutralnim pH (Tab. 5). Data
od kliCencti (Xanadu a Radegast) vystavenych pusobeni NaCl pi#i ruzném pH
kultivacniho roztoku opét ukazuji na pravdépodobny stimula¢niu¢inek neutralniho pH

na rostlinny rust (Tab. 5, Ptiloha 2).
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Tab. 5 Vybrané fyziologické parametry rostlin jecmene jarniho (Hordeum vulgare) exponovanych NaCl nebo Na,SO4 po dobu 7 dni.

Kontrola 100 mM NaCl 50 mM Na,SO4
pH 4 pH 7 pH 4 pH 7 pH 4 pH 7
listy vyska (cm) B 10,20+036b 12,20+ 0,60b 323 +0,15d 597+040c 7,37 +0,25¢ 8,70 + 0,27bc
X 11,83+0,74b 13,23 £1,21ab 1,13+0,31e 6,87 +£0,31c 3,17+0,51d 10,30+ 0,46b
R 11,23+0,25b 14,07 + 0,35a 1,37 +£0,29¢ 8,40+ 0,76c 7,73 +0,76¢ 11,13 £0,72b
obsahvody (%) B  84,85+6,05ab 88,13 +3,39ab  81,30+5,44bc 81,63 +3,41bc 75,87 £528c 86,10+ 4,42ab
X  7797+2,72cd 84,97 +1,36b 63,77 +5,51de 79,39+ 191c 69,60 +£520d 87,17+ 5,10ab
R 85,70+ 0,30b 91,53 +1,25a 58,87 £3,85¢ 77,6 = 1,13¢ 71,57 +£4,08d 82,33+ 1,90b
kofeny délka (cm) B 6,32+0,42b 8,07 + 0,68a 1,78 £ 0,16¢ 1,87 +0,11e 2,96 +0,19d 3,31 +0,30d
X  447+0,23¢ 6,43 +0,41b 0,635 +0,039¢g 2,32 +0,08e 1,22 +0,10f 3,96 + 0,28cd
R 8,13+ 0,74a 8,71+ 0,76a 1,03 +£0,07f 2,97 £0,14d 2,94 £0,21d 4,07 £0,33cd
obsah vody (%) B 87,34 +6,75ab 88,23 +6,14a 80,67 +7,56ab 83,37 +6,10ab 81,13 +5,07ab 84,53 + 4,60ab
X 8587+492a  86,61+7,26ab  8594+512ab 81,10+6,68ab 81,16 +4,62ab 86,64 +4,81a
R 8510+547ab 90,83+ 7,60a 77,81 + 3,09b 86,13+ 4,41a  87,47+6,47a 87,60 + 6,74ab

Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3).

Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-y) se signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05).

Kofeny a listy byly hodnoceny oddé¢lené.

Pro experiment byly pouzity dvé riznd pH kultivaénich roztokd (pH 4 a pH 7) a tii odlisné kultivary je¢mene (B- Bojos,

X - Xanadu a R -

Radegast).
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Omezeni ristu rostlin vyvolané salinitou snizujici turgor ve vyvijejicich se
rostlinnych tkénich je pravdépodobné vysledkem snizujiciho se vodniho potencialu
Vv kofenech vystavenych zasolenému kultivaénimu médiu (Jamal a kol., 2011). U rostlin
péstovanych v roztoku obsahujicim NaCl doslo pti pH 4 ke snizeni obsahu vody
v listech u kultivari Xanadu a Radegast (Tab. 5). Podobné snizeni obsahu vody bylo
pozorovano v kotfenech kultivaru Radegast vystavenych kyselému pH. Ostatni kultivary
nebyly rozdilnymi pH kultivaénich roztoka signifikantné ovlivnény (Tab. 5). Zmény
v relativnim obsahu vody nebyly pozorovany ani u kofent tficeti pétidennich je¢ment
péstovanych V kultivacnich roztocich obsahujicich dvojndsobné koncentrace NaCl

(200 mM) s riznou tpravou pH (Ahmed a kol., 2013).

4.2 VIliv NaCl a Na,SO, na parametry kli¢ivosti vybranych kultivaria

sladovnického je¢mene

Krom¢ rtstovych parametr a obsahu vody v rostlinnych tkanich byly u obilek je¢ment
sledovany parametry klicivosti jako kli¢iva energie, index kli¢eni a rychlost kliceni
(Tab. 6). Piestoze jsou rostliny jeCmene ve své podstaté odolné vici pisobeni nizkych
koncentraci soli, stejn¢ jako jini zastupci druhu Triticeae, byl u obilek péstovanych
v pritomnosti 100 mM NaCl a 50 mM Na;SO,zjistén pokles vSech parametri klicivosti
(Tab. 6). Energie kliceni byla u vSech tfi kultivari vystavenych plsobeni NaCl
(ptiobou pH) ve srovnani s kontrolnimi obilkami snizena bezmala o polovinu,
Vv piipad€ Na,SO4 pak u kultivarti Bojos a Radegast péstovanych v kyselém pH i o vice
nez 60 % (Tab. 6). Obilky kultivaru Bojos vykdzaly nejniz§i index klicivosti
Vv kultivac¢nich roztocich obsahujicichNa,SO,4, pii pH 7se tento trend projevil
I U kultivaru Xanadu (Tab. 6). Naopak u kultivaru Radegast index kli¢ivosti vyrazné
poklesl u obou aplikovanych soli v kyselém pH (Tab. 6). SniZeni klicivosti bylo
pozorovano i u obilek Oryza sativa péstovanych po dobu 18 dni pti 100 mM NaCl
s upravou pH na 5,8 (Jamal a kol., 2011). Pozorované omezeni kli¢ivosti obilek mutize
byt zptisobeno osmotickym stresem nebo iontovou toxicitou NaCl (Yousfi a kol., 2010).
Z vysledkl také vyplyva, ze klicivost zavisi nejen na sloZeni hydroponického roztoku

a pouzité upravé pH, ale také na samotném kultivaru.
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Tab. 6 Stanoveni parametrii klicivosti sladovnickych jecmenii exponovanych 100 mM

NaCl a 50 mM Na,SO4 po dobu 7 dni.

Kultivar pH Energie kli¢eni (%) Index kli¢eni Rychlost kli¢eni (%)
Bojos 4  kontrola 90,67 £2.31a 0,621 + 0,065ab 2,02+ 0,15a
NaCl 60,67 + 3,06b 0,618 £ 0,051ab 1,72 +£0,13b
Na,SO4 35,33 +£3,06¢ 0,594 + 0,023ab 0,241 £ 0,002f
7 kontrola 90,67 £ 1,15a 0,620 + 0,034ab 2,01+0,17a
NaCl 66,00 &+ 3,46b 0,631+ 0,027a 1,78 £ 0,02b
Na,SO4 35,33 £4,16¢ 0,592 + 0,034ab 0,253 £0,012f
Xanadu 4  kontrola 85,33 +4,16a 0,627 = 0,020a 2,20 £ 0,20a
NaCl 45,33+ 1,15¢ 0,608 + 0,045ab 0,761 +0,034d
NaSO4 50,67 £ 4,16¢ 0,602 £ 0,021ab 1,04 £ 0,092¢
7 kontrola 85,33 £ 3,06a 0,628 + 0,037ab 2,18 £ 0,02a
NaCl 49,33 + 6,11c 0,602 £+ 0,010ab 1,02+ 0,01c
Na,SO, 40,00 + 5,29¢ 0,604 + 0,059ab 0,562 + 0,030e
Radegast 4 kontrola 90,00 £+ 2,00a 0,633+ 0,027a 1,92 +0,148b
NaCl 40,67 + 4,62¢ 0,611 + 0,035ab 0,528 £ 0,029¢
Na,SO, 20,67 +£5,03d 0,568 £ 0,031b 0,481 +0,138¢
7 kontrola 95,33+ 231a 0,659 + 0,054a 2,40+0,11a
NaCl 46,00 = 2,00c 0,601 £+ 0,026ab 0,783 + 0,058d
Na;SO4 55,33 + 3,06bc 0,598 + 0,047ab 0,685 + 0,037d

Data jsou vyjadiena £+ SDs (n = 3).

Hodnotypro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-y) se signifikantné nelisi podle Tukeyova
testu (P < 0,05).

Pro experiment byly pouzity dvé rizna pH kultivaénich roztokt (pH 4 a pH 7) a tfi odlisné kultivary
jeémene.

4.3 Zmény obsahu sodiku a dalSich mineralnich prvki u je¢mene

jarniho exponovaného NaCl a Na,SO,

Studovan byl také vliv pouzitych soli a riznych pH na zménu obsahu vybranych
minerdlnich prvkl v listech je¢meni (Tab. 7). Dle Colmera a kol. (2006) jsou zastupci
eledi Poaceae schopni omezit rychlost vstupu Na* iontll do listd. Vysledky studie
ukazuji, Ze akumulaci sodikuznacné ovliviiujepH aplikovanych kultivaénich roztokd.

Nejvyssi akumulované mnozstvi Na* bylo pozorovano u rostlin kultivaru Radegast
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péstovanych v NaCl roztoku (Tab. 7). Ve srovnani s kontrolou byla u listd kultivaru
Radegast pozorovana negativni korelace mezi obsahem vody a obsahem sodiku (Tab.
7). Pii¢inou této skuteCnostimize byt citlivost daného kultivaru vaéi NaCl-stresu.
Yousfi a kol. (2010) uvadi, ze redukce obsahu vody v listech ve vétSin¢ ptipadt odrazi
schopnost ne¢kterych rostlinnych druht efektivnéji nakladat s pfitomnymi solemi véetné
jejich zabudovani do vakuol. Tvrzeni, Ze je kultivar Radegast potencialné k NaCl
citlivéjsim kultivarem koreluje s vysledky fluorescenéni mikroskopie, kde byla
ve srovnani s pravdépodobné tolerantnéjSim kultivarem Xanadu, po vizualizaci
fluorescenénim barvivem DCF (2,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetat; zeleny
signal), zaznamenana vyssi aroven tvorby ROS (Obr. 8).

Vysledky dale ukazuji, ze pii aplikaci NaCl i Na,SO4 (pfi obou pH) dochazi
v listech je¢mentl k narGistu obsahu Na® iontl a soucasné k poklesu obsahu K ionti
(Tab. 7). Toto naruseni iontové rovnovahy vlivem piisobeni soli bylo pozorovano nejen
u je¢mene (Jin a kol., 2009; Zagorchev a kol., 2014), ale i u mnoha jinych rostlinnych
druhti (Jamal a kol., 2011). Snizeni koncentrace K' iontl v pletivech miize byt
zpusobeno kompetetici mezi K™ a Na* v plazmatické membrané, inhibici Na* iontd
na transport K* iontfi v xylému pletiv a/nebo Na* ionty indukovanym exfluxem K" iontl
z koteni.

K* ionty spolu s Ca* ionty jsou u rostlinvystavenych stresovym podminkam
hlavnimi aktéry pii nastavovani osmotické rovnovéhy. V pedkladané praci hladina K a
Ca*? iontl v buiikéch listi jeémene kultivarii Bojos a Radegast poklesla zatimco Na®
iontt dramaticky vzrostla (Tab. 7). Pokles v obsahu K* a Ca*? iontt pod vlivem stresu
zpusobeného soli byl jiz diive zaznamendn v n€kolika dalSich rostlinnych druzich
(pSenice, kukufice, ryze), zejména pak v jejich na NaCl citlivych liniich (Asik a kol.,
2009; Cimrin a kol., 2010). Tato skute¢nost opét potvrzuje, ze Kultivar Radegast je
na ptitomnost NaCl citlivejsi nez kultivar Xanadu, jak jiz bylo zminéno vyse.

Navyseni obsahu Na* iontii v butikach vedouci k jejich poskozeni je ¢asto davano
do souvislosti se strukturni a funkéni integritou bunécnych membran (Radl a kol.,
2013).Podle Jamala a kol. (2011) vysoky obsah Na" iontii uvniti bun&k inhibuje piijem
K" iontil, coz ve svém disledku zptisobuje zvyseni Na'/K* poméru.

Cilem vySe zminénych experimentll bylo vybrat nejvhodnéjsSikultivar pro dalsi
zkoumani. Ze vSech uvedenych dat vyplyva, Ze nejvice citlivy na ptitomnost NaCl je
kultivar Radegast. Tento pomérné¢ novy cesky kultivar se sladovnickou kvalitou
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vhodnou pro vyrobu Ceského piva (Limagrain CentralEurope Cereals, 2005) se tak stal

optimalnim materidlem pro nasledné testovani vlivu huminovych latek na zmiriovani

negativnich dopadit mirného zasoleni (100 mM NaCl).

Tab. 7 Obsah vybranych minerdlnich prviii (mg-g* s. hm.) v listech jecmene jarniho

(Hordeum vulgare) exponovanych 100 mM NaCl a 50 mM Na,SO4 po dobu 7 dni.

Kultivar
pH
Bojos Xanadu Radegast
sodik 4 kontrola 0,329 +£0,077h 0,753 +£0,078g 0,965 + 0,139f
NaCl 26,49 +£0,77cd 21,96 +0,23d 27,29 +£0,59¢
Na,SO; 24,80 +0,15d 14,47 £ 0,58¢ 24,37 +£1,38cd
7 kontrola 0,857 +0,031f 0,681 +0,075¢g 1,16 £ 0,28f
NaCl 37,01 + 1,45b 37,99 = 1,92b 43,17 +2,82a
Na,SO4 24,95+0,60cd 22,48 +2,42d 28,22 +1,50c
draslik 4 kontrola 2,51+ 0,20a 1,65 £ 0,05b 2,57 £0,22a
NaCl 1,37+0,11c 1,36 £ 0,14c¢ 1,35+ 0,11c
Na,SO, 1,94 + 0,17ab 1,49 +0,12bc 2,31+024a
7 kontrola 2,29+0,19a 1,95 £ 0,10ab 2,74 £0,25a
NaCl 1,28 +0,15¢ 1,23 +0,07¢ 1,82 + 0,14ab
Na,SO4 1,83 = 0,09b 1,72+ 0,17b 2,21 +£0,22ab
vapnik 4 kontrola 0,410 +£0,047ab 0,343 +£0,028b 0,508 + 0,045a
NaCl 0,229 £0,026cd 0,348 £0,031b 0,284 £ 0,031ab
Na,SO4 0,353 £0,035bc 0,289 £0,027¢ 0,316 £0,030c
7 kontrola 0,266 +£0,013¢ 0,293 £0,022¢ 0,597 £ 0,042a
NaCl 0,359 £0,020bc 0,386 +0,039b 0,380 + 0,034b
Na,SO4 0,266 £0,019¢ 0,189 +0,007d 0,188 £0,020d

Data jsou vyjadiena £+ SDs (n = 3).

Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-y) se signifikantné neli§i podle Tukeyova

testu (P < 0,05).

Pro experiment byly pouzity dvé rtizna pH kultiva¢nich roztokd (pH 4 a pH 7) a tfi odlisné kultivary

jecmene.

50



Xanadu Bojos Radegast

Obr. 8 Fluorescencni mikroskopie reaktivnich kyslikatych castic v korenovych Spickdach

Kontrola

100 mM NacCl

171 kultivaru jecmene jarniho exponovanych po dobu 7 dni 100 mM NaCl (pri pH 4)

pomoci diacetatu 2,7 -dichlorodihydrofluoresceinu (zeleny signal).

4.4 Vliv riznych druhi huminovych latek aplikovanych v odliSnych

davkach na rostliny jeCmene jarniho exponované NaCl

V ekologickém zemédélstvi je neustaly tlak na vyuzivani specialnich vyrobki na bazi
HA a fulvonovych kyselin. Nyni takovéto latky dodava cela fada firem po celém svéte.
Mezi nejznaméjsi patii Daymsa (Spanélsko), Humintech (Némecko), Tradecorp
(Spanélsko), Omnia (Australie), Colloids (USA), mimo jiné i Amagro Humic
Substances (Ceska republika). Huminové latky 1ze dodavat v riznych formach: tekuté,
praskové, granulaty atp. Pro studium vlivu huminovych latek na kliCence jeCmene
kultivaru Radegast byly vybrany dva druhy huminovych latek —Lignohumat Max®™
(Amagro Humic Substances, Ceska republika), hnédogerna kapalina piedstavujici smés
huminovych, fulvonovych kyselina a jejich soli (Na*, K" a Ca'?), a technickd huminova
kyselina (Sigma Aldrich, kat. ¢. 53680). Z literatury vyplyva, Ze oba druhy huminovych
latek maji dopad na fyziologické, chemické a biologické vlastnosti piid a také primy
vliv na rostliny (Cha-um a Kirdmanee, 2009).

Vysledky mnoha studii ukazuji na negativni dopady plisobeni vys$Sich koncentraci
soli na rostliny, zejména pak na omezeni ristu, sniZzeni pifijmu minerdlnich prvki

a mnozstvi suSiny (Szalai a Janda, 2009; Jamal a kol., 2011). Cimrin a kol. (2010)
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uvadi, ze huminové latky jsou schopny zpétnéstimulovat rlst i pfijem nutrientd takto
zasazenych rostlin.

V predkladané praci byla studovdna interakce mezi riznymi koncentracemi
Lignohumatu Max® a technické HA a aplikovanym NaCl pii Gpravé na pH 7 (Tab. 8,
Ptiloha 2). Ze ziskanych dat vyplyva, Ze technickd HA je schopna lépe stimulovat rust
nadzemni biomasy ve srovnani s kontrolnimi rostlinami i Lignohumatem Max®(Tab. 8).
Pti sledovani obsahu vody nebyly mezi obéma typy zasahli pozorovany vyznamné
rozdily. Vyjimkou pak byla pouze technickd HA, ktera u NaCl-listi ve vyssi
koncentraci (60 mg-1™) vyvolala oproti kontrolnim rostlinam pokles obsahu vody (Tab.
8).

Rostliny jsou schopny pfijimat vétsi mnozstvi minerdlnich prvkld diky lepSimu
rozvoji kotfenového systému, jehoz formovani huminové latky samy podporuji (Asik
a kol., 2009). Zvyseni ptijmu iontd kovl rostlinami uzce souvisi s povrchovou aktivitou
aplikovanych huminovych latek, diky niz jsou huminové latky schopny interagovat
s fosfolipidovymi membrénami rostlinnych bunék a ovlivilovat tak jejich permeabilitu
(Cimrin a kol., 2010).

Ziskana data ukazuji, ze dramaticky néariist obsahu Na' ionti oproti kontrole je
Vv listech zplsobovan obéma typy huminovych produkti. Prekvapivé je zjisténi,
7e technicka HA ve srovnani s Lignohumatem Max® omezila negativni hromadéni Na*
iontli v rostlinném pletivu. Pozorovan byl také pokles obsahu K* iontli, ktery byl
ve srovnani s kontrolnimi listy vyvolan obéma typy huminovych produkta (Tab. 8).
Rozdily v pasobeni produktii byly zaznamenany pouze na urovni obsahu Ca*? iontd,
kdy aplikace technické HA vyvolala pii pH 7pokles jeho obsahu (Tab. 8).Lignohumat
Max®oviem takovéto snizeni obsahu Ca*? jontd nevyvolal (Tab. 8). Tato skute¢nost
huminové latky nejen ve forme kyselin, ale také jejich soli.

Na zaklad¢ vSech vyse uvedenych vysledkii 1ze konstatovat, Ze huminové latky
stimuluji rist nadzemnich ¢asti je¢mene a navySuji pfijem vybranych mineralnich
prvkl. JelikoZz technickd huminova kyselina vykdzala pozitivnéj$i vliv na rast listh
a efektivnéji snizovala obsah sodiku v listech, byla vybrana pro dalsi vyzkum, kde byla
aplikovana spolu s NaCl do Hoaglandova roztoku, nebo postfikovana pfimo na listy

(foliarni aplikace).
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Tab. 8 Vybrané fyziologické parametry a obsah vybranych mineralnich prvkii v listech
jecmene jarniho (Hordeum vulgare, cv. Radegast) vystavenych 100 mM NaCl +
0,01% HA nebo 100 mM NaCl + 0,1% HA po dobu 7 dni.

100 mM NaCl + 100 mM NaCl +

Kontrola
0,01% HA 0,1% HA

LH  vyska (cm) 16,37 +£0,49a 14,13+0,31b 14,33 £ 0,29b

obsah vody (%) 89,71+0,16a 89,64 +1,42a 89,67 + 2,28a

Na (mg-g's.hm.) 1,66+0,16b 29,94+ 1,82a 27,99 + 0,62a

K (mg-g's. hm.) 2,84+0,11a 1,82 +0,03b 1,74 + 0,09b

Ca(mg-g's.hm.) 0,742+0,042a 0,703 + 0,020a 0,711+ 0,024a
HAr vyska (cm) 18,23+ 1,12a 15,77 £ 0,76a 16,27 +1,10a

obsah vody (%) 90,14 £ 0,20a 89,34 + 0,43ab 88,99 + 0,37b

Na (mg-g's. hm.) 0,457 +0,058¢c 20,78 +0,90b 27,01 +£2,64a

K (mg-g"s. hm.) 2,93+0,14a 1,27 +0,02b 1,23+ 0,01b

Ca(mg'g's.hm.) 0,679+0,071a 0,438 = 0,043b 0,493 + 0,024b

Data jsou vyjadfena + SDs (n = 3).

Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-y) se signifikantné nelisi podle Tukeyova
testu (P < 0,05).

Pro experiment byly pouZity dvé rizné huminové kyseliny (LH - Lignohumat Max® (Amagro Humic
Substances, Ceska republika) a HA; - huminové kyselina v technické kvalité (Sigma Aldrich, kat. &.
53680)) ve finalni koncentraci 6nebo 60 mg-1" (0,01% a 0,1%) (pti pH 7).

45 Vliv huminovych Kkyselin a NaCl na metabolické odpovédi

hydroponicky kultivovaného je€mene jarniho cv. Radegast

45.1 Vliv na vybrané fyziologické parametry

Soucasti studie bylo také zkoumat vliv huminovych kyselin na metabolické odpovédi
rostlin hydroponicky péstovaného je¢mene jarniho cv. Radegast vystavenych po dobu
7 dni ptsobeni 100 mM NaCl (Pfiloha 2). Na zékladé ziskanych dat bylo zjisténo,
ze vlivem 100 mM NacCl dochazi oproti kontrolnim rostlindm k signifikantnimu poklesu
vysky listi a délky kofenti (Tab. 9), stejné tak jako to bylo pozorovano i u jinych druht
¢eledi Poaceae (lipnicovité), napf. u Triticum aestivum péstované po dobu 55 dni v 1/5-
Hoaglandové roztoku obsahujicim 80 a 120 mM NaCl (Jamal a kol., 2011). Redukce
rustu listh vystavenych ptsobeni NaCl byla také pozorovana u dvou dalsich kultivart

je€mene vystavenych 150 mM NaCl po dobu 25 dni (Zheng a kol., 2011). Ochranny
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ucinek huminovych kyselin vic¢i salinité byl pozorovan u mnoha obilnin, jako napt.
U kukufice a pSenice (Khaled a Fawy, 2011). Aydin a kol. (2012) také zjistili, ze
huminové kyseliny neptlisobi pozitivné pouze na rostliny vystavené NaCl-stresu,
ale zvySuji odolnost rostlin i viéi jinym environmentalnim stresortim.

Vysledky vyzkumu ukazuji, ze formovani listové ¢asti rostlin vystavenych stresu
zpusobenému soli je pozitivné ovliviiovano ptisobenim HAs, oproti listim z rostlin
exponovanych pouze NaCl (Tab. 9). V kofenech rostlin péstovanych v Kultiva¢nim
roztoku obsahujicim NaCl nebyl zmirnujici vliv HAs pozorovan. Tato skuteCnost je
podporovana také pozorovanim Hossaina a kol (2004), kteti zminény fakt pfipisuji
vyssi citlivosti experimentalnich rostlin k pfitomnosti soli. Samotny negativni vliv NaCl
na rust kofentl byl ozfejmén na kotenech kukufice, u nichz doslo vlivem NaCl k redukci
prodluzovaci zony kotenovych $pic¢ek (Zidan a kol., 1990). K omezeni prodluzovaciho
rustu kofenovych $pi¢ek mize dochazet také v dusledku vznikajiciho oxida¢niho stresu
(Obr. 8).

Ziskana data ukézala, Ze obsah vody v listech je ovlivnén salinitou vice nez jeho
obsah v kotfenech (Tab. 9). Ke stejnému zavéru dosli i Yildiz a Terzi (2013),
ktefi pozorovali oproti kontrolnim rostlinam signifikantni snizeni obsahu vody v listech
u NaCl-tolerantnich i NaCl-citlivych kultivart je¢mene, které se u kofenové ¢asti rostlin
neprojevilo. HAs neovlivnily obsah vody ani u rostlin kultivovanych v pfitomnosti
samotné HA, ani aplikované v kombinaci sNaCl (Tab. 9). Podle Cha-uma
a Kirdmaneeho (2009) je nizky osmoticky potencial v kultivacnim médiu obsahujici
NaCl jednim z hlavnich faktort ovliviiujicim vyuziti vody rostlinami je¢mene, kukutice
| pSenice.

U rostlin je¢mene jarniho péstovanych v zivném médiu obsahujicim NaCl,
samostatné¢ nebo v kombinaci s HAs aplikovanymi hydroponicky, nebo foliarné byla
také sledovana stabilita obsahu rozpustnych proteind. Zjisténim bylo, ze u kotfeni
vystavenych piimému ptsobeni 100 mM NaCl doslo ve srovnani s kontrolnimi koteny
k mirnému sniZeni obsahu rozpustnych proteinii (Tab. 9). Po Sestnéctidenni expozici
NaCl (80 mM) byla inhibice obsahu rozpustnych proteinli pozorovana také v kotenech

tolerantnich kultivart Triticum aestivum (Radl a kol., 2013).
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Tab. 9 Vybrané fyziologické parametry u rostlin jecmene jarniho (Hordeum vulgare, cv. Radegast) vystavenych 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo
100 mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky nebo foliarné po dobu 7 dni.

Kontrola 100 mM NacCl 0,01% HA 100 mM NaCl + 0,01% HA 100 mM NacCl + 0,01% HAfol.

listy vyska (cm) 19,37 £1,90a 12,23 £0,42¢ 21,00 £ 0,66a 16,23 £ 0,66b 18,00 £ 0,45ab
obsah vody (%) 89,18+ 0,27a 86,29 +0,49b 88,83 + 1,04a 85,17 +£0,70b 86,06 + 1,33b
rozpustné proteiny 1495+0,71a 17,09+0,99a 16,06 + 1,38a 17,96 + 0,50a 17,95 £2,12a
(mg-g’'s. hm.)

kofeny délka (cm) 12,80 + 0,36a 7,20+ 0,60b 13,37 +0,35a 7,80 + 0,40b 8,07 £ 0,42b
obsah vody (%) 92,96 £0,12a 90,01 £0,49a 93,58 +£0,76a 93,21 £4,76a 90,37 +0,28a
rozpustné proteiny 4,34 +0,27ab 3,80+ 0,61b 4,43 +£0,70ab 4,64 £ 0,25ab 5,06 £0,27a
(mg-g’'s. hm.)

Data jsou vyjadiena + SDs (n = 3).

Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-Y) se signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05).
Kofeny a listy byly hodnoceny oddélené.

HA - huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pii pH 7).
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DleQueiroze a kol. (2012) by mélo vlivem puisobeni NaCl dochazet k intenzivni
proteolyze, coz by mélo mit za nasledek intenzivni pokles obsahu rozpustnych proteini.
Tento trend ovSem ziskand data neukazala (Tab. 9), divodem k tomuto zjiSténi muze
byt pravdépodobné kompenzacni efekt proteosyntézy jinych stresové specifickych
proteinti. V listech jeCmene nebyl obsah rozpustnych proteind ovlivnén ani salinitou
ani pritomnymi HAs (Tab. 9). K jeho mirnému narGstu doslo u rostlin vystavenych

soucasnému pusobeni NaCl a folidrn¢ aplikované HA (Tab. 9).
4.5.2 Vliv na zmény obsahu vybranych mineralnich prvki

U rostlin je¢mene péstovanych v Hoaglandové roztoku byl obsah sodiku bezprostiedné
navySovan ptitomnosti NaCl (Tab. 10). NavySeni obsahu sodiku bylo pozorovano
i U jinych kultivart jeémene, které byly ovSem vystaveny pasobeni vyssich koncentraci
NaCl (150 mM) (Ahmed a kol., 2013; Kamboj a kol., 2015). Velmi zajimavé je zjisténi,
7e HAs jsou schopny snizovat nadmérnou akumulaci Na'iontd V rostlinnych pletivech
(Tab. 10), které byly vystaveny podminkam ptisobeni NaCl, coz je ovSem v rozporu
S ptedchozim pozorovanim U jinych rostlinnych druhi. Khaled a Fawy (2011) zjistili, ze
u rostlin kukufice vystavenych po dobu 60 dni témét poloviéni koncentraci NaCl
(60 mM) spolu s 0,1% HA dochazi k nardstu obsahu sodiku. Z vyse uvedeného tedy
vyplyvéa, Ze navySovani obsahu sodiku zavisi nejen na rostlinném druhu a jeho
kultivaru, ale také na pouZzité koncentraci NaCl a dob¢€ expozice zasahu.

V listech je¢meneNaCl negativné ovliviioval obsahy drasliku, vapniku, Zeleza
a zinku (Tab. 10). Na druhou stranu, antagonisticky efekt sodiku vyvolal snizeni obsahu
hot¢iku v kofenech (Tab. 10). Tento nezadouci dopad ptisobeni vlivu NaCl na obsah
mineralnich prvka byl pozorovan u mnoha dalSich rostlinnych druht véetné rtiznych
kultivar Triticum durum vystavenych 60 mM NaCl po dobu 35 dni (Asik a kol., 2009).
Snizeni v pfijmu nutrieth miZe byt pfipisovdn0 sniZeni osmotického potencialu
kultiva¢niho média zptisobeného zvysenim koncentrace NaCl (Khaled a Fawy, 2011).

Ve srovnani s NaCl interakce mezi NaCl a huminovymi kyselinami neovlivnila
vétSinu ze sledovanych makro- a mikronutrienti (Tab. 10). V kofenech péstovanych
Vv pfitomnosti NaCl vyvolala hydroponicky pfidand HA narGst obsahu Zeleza,

zatimco foliarn¢ aplikovanid HA stimulovala akumulaci zinku (Tab. 10).
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Tab. 10 Obsah vybranych minerdlnich prvkii (mg-g* s. hm.) stanoveny u rostlin jecmene jarniho (Hordeum vulgare, cv. Radegast) vystavenych
100 mM NacCl, 0,01% HA nebo 100 mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky nebo foliarné po dobu 7 dni.

100 mM NaCl + 0,01% HAfol.

Kontrola 100 mM NaCl 0,01% HA 100 mM NaCl + 0,01% HA
listy sodik 0,409 £ 0,063c 48,88 +2,34a 0,838 £0,081c 22,71 £3,36b
draslik 4,09+ 1,85a 2,03 +2,34b 3,65 £ 0,40ab 1,94 +0,21b
vapnik 0,516+ 0,036a 0,317 +0,025b 0,625 + 0,068a 0,260 £+ 0,076b
hot¢ik 2,17 +£0,19ab 1,58 £0,10ab 2,42 +0,22a 1,39 + 0,48b
zelezo 0,101 £0,001a 0,066 + 0,002b 0,084 + 0,007ab 0,064 £ 0,003b
zinek  0,055+0,002a 0,036 +0,008b 0,035 + 0,009b 0,029 + 0,002b
kofeny  sodik 3,28+0,32¢ 20,38 £3,70a 2,93 +£0,74c 11,47 +£2,09b
draslik  2,99+0,76a 1,24 +0,04a 4,16 + 0,88a 0,393 £ 0,054a
vapnik 0,749 £0,155a 0,561 £ 0,087ab 0,565+ 0,016ab 0,588 £ 0,070a
hot¢ik 1,54 +0,37a 0,439 +0,036b 1,96 + 0,015a 0,737 £0,076b
zelezo 2,92 +0,74b 3,21 £0,52b 2,48 £ 0,29b 5,05+0,25a
zinek 0,046 +0,011b 0,048 + 0,007b 0,071 = 0,010ab 0,067 £ 0,009b

22,90 + 3,05b
2,01 +0,22ab
0,275 + 0,021b
1,57 £ 0,45ab
0,070 + 0,002b
0,028 + 0,006b

14,85 + 0,84b

0,434 + 0,046a
0,335 + 0,041b
0,587 + 0,029b
433 +£0,51ab
0,093 +0,011a

Data jsou vyjadiena + SDs (n = 3).
Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-Y) se signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05).
Kofeny a listy byly hodnoceny oddélené.

HA - huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. &. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1"(0,01%) (pii pH 7).
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4.5.3 VIliv na zmény obsahu volnych aminokyselin

Mnozstvi aminokyselin v rostlinach je¢mene vystavenych ptisobeni NaCl odhalilo,
ze kultivaéni medium obsahujici NaCl signifikantné snizuje obsah asparaginu, glycinu,
threoninu, argininu a alaninu v jejich listech (Tab. 11). V dasledku toho doslo vlivem
NaCl ke snizeni celkového obsahu aminokyselin. Oproti tomu obsah histidinu a prolinu
nebyl ptisobenim NaCl ovlivnén. Vyrazny pokles celkového obsahu aminokyselin byl
pozorovan i u jinych kultivarti je¢mene vystavenych mirné salinit¢ (100 mM NaCl)
po dobu 60 h (Yousfi a kol., 2010). Nicméné tyto vysledky neodhalily zadné zvyseni
obsahu aminokyseliny prolinu. Pozitivni korelace mezi rozsahem akumulace prolinu
a koncentraci NaCl byla zjisténa u papriky kiovité (Capsicum frutescens) exponované
po dobu 5 mésicl sedmi riznymi koncentracemi NaCl (Zhani a kol., 2012). Prolin je
vyznamna aminokyselina, hrajicidilezitou roli v antioxidaénim systému rostlin,
kde pisobi jako vychytava¢ volnych radikala (Yildiz a Terzi, 2013). Nicméné je nutné
podotknout, Zze obsah prolinu se u jeémene zvySuje v zavislosti na citlivosti daného
kultivaru k NaCl (Chen a kol., 2007).

HAs maji zlepSujici vliv na vétSinu monitorovanych volnych aminokyselin
s vyjimkou histidinu, tyrosinu, valinu, leucinu a isoleucinu (Tab. 11). Interakci mezi HA
a NaCl doslo ke zvySeni akumulace asparaginu, glutamové kyseliny, glycinu a alaninu
(Tab. 11). Mimoto foliarni aplikace HA na rozdil od hydroponické aplikace vyvolala
zvySeni obsahu lysinu a fenylalaninu (Tab. 11), ktery je kli€ovym prekurzorem
fenylpropanoidové drahy. V obou kombinovanych zasazich ve srovnani s NaCl-listy
signifikantn¢ poklesl obsah prolinu (Tab. 11). Vysledky naznacuji, ze vyssi koncentrace
prolinu nema souvislost se zvySenou toleranci jeémene k NaCl, ale jedna se pouze

0 disledek dehydratace listti (De Lacerda a kol., 2006).
4.5.4 Vliv na zmény obsahu fenolovych kyselin

Soucasti vyzkumu bylo také zkoumat vliv huminovych kyselin a NaCl na obsah
fenolovych kyselin. Z deseti monitorovanych fenolovych kyselin NaCl snizilo v listech
jeCmene obsah p-hydroxybenzaldehydu, p-kumarové,p-hydroxybenzoové,
protokatechové, salicylové, sinapové a vanilové kyseliny (Tab. 12). Tato data jsou
v rozporu s vysledky zjiSténymi v jinych rostlinnych druzich, jako napiiklad v raj¢atech
(Ali a Ismail, 2014) a hefméanku (Kovéacik a kol., 2009), kde jejich obsah vlivem NaCl
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naopak narostl. Rozdily v biosyntéze fenolovych kyselin mohou také souviset
S pouzitymi experimentalnimi podminkami (doba expozice, NaCl koncentrace,
nadobovy/hydroponicky pokus), popfipadé i1 pouzitym rostlinnym druhem. Podle
Ksouriho a kol. (2008) a Radla a kol. (2013) mohou abiotické stresové faktory,
mezi které fadime také salinitu, zvySovat biosyntézu fenolovych kyselin jako odpoveéd
na vznikly oxidaéni stres. Z tohoto diivodu bylo piekvapujicim zjisténim, ze vlivem
100 mM NaCl doslo po sedmidenni kultivaci je¢émene v jeho listech k akumulaci
kyseliny syringové (Tab. 12). Dle Stanikunaiteho a kol. (2009) tato kyselina vykazuje
Vv rostlinach silnou antioxidacni aktivitu, stejné jako je tomu napf. u jelenky obecné
(Elaphomyces granulatus).

Aplikovand HA v kombinovaném zasahu s NaCl vykéazala zlepSujici efekt
na kvantitativni zmény obsahu p-hydroxybenzoové, salicylové, sinapové, syringové
kyseliny a vanilinu oproti NaCl-rostlinam. Vzniklé fenolové kyseliny se tak mohou
ucinné¢ zapojovat do antioxidaéniho systému rostlin. Predklddané vysledky
tak naznacuji, ze aplikovana HA je schopna zvySovat biosyntézu fenolovych kyselin

u rostlin péstovanych v podminkéach mirného zasoleni.

455 Vliv na zmény obsahu organickych kyselin

Vliv solného stresu na je¢men byl sledovan ve zménach obsahu organickych kyselin
vV nadzemnich i1 podzemnich ¢astech rostlin. V listech NaCl indukoval sniZzeni vétSiny
organickych kyselin s vyjimkou kyseliny jantarové (Tab. 13). Nadméma akumulace
kyseliny jantarové miZze vést kzdvaznym metabolickym poskozenim bunék. NaruSenim
spravné funkce glykolyzy a Krebsova cyklu mize dojitaz k inhibici bunééného dychani
a naslednému poskozeni bunéénych struktur s neblahym dopadem na rozvoj listové
¢asti rostlin. Podobny negativni dopad salinity na bunééné dychani byl pozorovan
u jinych kultivarti jeémene jarniho (Khosravinejad a kol., 2008).

Velmi piekvapivé je zjisténi, ze vlivem NaCl dochazi v listech jeCmene
k akumulaci kyseliny jantarové. Mirna akumulace této kyseliny byla pozorovana také
v listech husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) vystavenych pisobeni 100 mM NaCl
(Renault a kol., 2012). Podle studie Renaulta a kol. (2012) je pravdépodobnym zdrojem
sukcinatu mobilizovaného v podminkach salinity metabolismus y-aminobutyrové

kyseliny, ¢imz dochazi k zajisténi spravné funkce Krebsova cyklu.
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V kotenech exponovanych NaCl doslo ve srovnani s kontrolou k signifikantnimu
poklesu obsahu kyseliny citronové a jantarové (Tab. 13). Na druhou stranu timto
stresovym faktorem narostl obsah kyseliny mlééné a chinové. Pozorované zvyseni
obsahu kyseliny mlééné muze byt disledkem omezeni respirace, ke kterému cCasto
dochazi na zaplavovanych a podméacenych ptidach. Kyselina mlécnd, jakozto kone¢ny
produkt anaerobni glykolyzy, se ve stresovych podminkach vyskytuje méné Casto,
ovsem dfive nez etanolové kvaseni, jelikoz vznikly etanol je pro buitky mén¢ skodlivy
(difunduje z bun¢k) a nezpusobuje okyseleni cytosolu vedouci k bunééné smrti
(Martinez a kol. 2013). Velmi piekvapivym zjisténim je zvySeni obsahu kyseliny
chinové u NaCl-exponovanych kotenti. Tato organickd kyselina, vyskytujici se volna
nebo vézana s fenolovymi latkami ve formé esterli, je po dehydrataci pfeméiovana na
kyselinu3-dehydrochinovou, ktera je snadno redukovana na Kkyselinu Sikimovou.
Od této kyseliny jsou poté odvozovany dalsi slouceniny, jako napiiklad kyselina
gallova, kyselina chorismova (prekurzor fenylalaninu a tyrosinu), naftochinony,
antrachinony, chloramfenikol aj. (Ghosh a kol., 2014).

Po piidavku HA do kultiva¢niho média byl v listech v porovnani s kontrolou
sledovan pokles obsahu kyseliny citronové, jable¢né a pyrohroznové a nartist obsahu
kyseliny mlécné, jakozto dals$iho dikazu o probihajicich fermentacnich procesech (Tab.
13). V kofenech doslo vlivem HA ke snizeni obsahu kyseliny citronové, mlécné
a pyrohroznové a knavySeni obsahu Kkyseliny jablecné a chinové ve srovnani
s kontrolnimi koteny (Tab. 13.). Kromé toho kombinované zasahy vyvolaly v listech
ve srovnani s listy exponovanymi NaCl narGst obsahu kyseliny citronoveé, mlécné
(pouze u foliarni aplikace) a chinové (Tab. 13).

V kofenech vystavenych spole¢nému piisobeni HA a NaCl byl pozorovan narist
obsahu kyseliny citronové, u foliarné aplikované HA poté i obsah kyseliny fumarové
a jantarové (Tab. 13). Tyto vysledky naznacuji, ze HA muize vykazovat pozitivni efekt
na biosyntézu organickych kyselin, zapojenych do glykolyzy a Krebsova cyklu (Mattey,
1992).
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Tab. 11 Obsah voinych aminokyselin (umol-g* s. hm.) v listech jecmene jarniho (Hordeum vulgare, cv. Radegast) vystavenych piisobeni 100 mM
NacCl, 0,01% HA nebo 100 mM NacCl spolu s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky nebo folidrné po dobu 7 dni.

Kontrola 100 mM NacCl 0,01% HA 100 mM NaCl + 0,01% HA 100 mM NacCl + 0,01% HA fol.
asparagin 3,34 +£0,14¢ 2,12 +£0,09d 6,62 +0,27a 4,74 + 0,20b 4,38+ 0,12b
glutamova kyselina 1,24 +0,22¢ 0,961 £0,001c 3,95+ 0,10a 3,84 £0,09a 3,46 £ 0,05b
serin 2,83 +£0,32b 2,26 £ 0,22b 4,93 +0,32a 2,35+0,27b 2,30 £0,16b
histidin 0,083 +0,001b 0,138 £ 0,005a 0,086 + 0,007b 0,127 £ 0,020a 0,115+0,011ab
glycin 0,505 + 0,065¢ 0,331 +0,039d 0,843 + 0,024a 0,644 + 0,029b 0,629 + 0,005b
threonin 2,45 +0,02b 1,25+0,11d 4,12+0,20a 1,41 +£0,13d 1,84 +£0,01c
arginin 0,475+ 0,014b 0,407 £0,011c 0,574 £ 0,021a 0,447 £ 0,032bc 0,410 + 0,003¢
alanin 12,6 £ 0,72d 9,20 + 1,33¢ 22,91 +0,59a 16,81 +0,19¢ 19,06 + 0,37b
tyrosin 0,623 +0,034a 0,517 + 0,046ab 0,612 +0,023a 0,517 + 0,042ab 0,416 £0,061b
cystein 0,570 + 0,070b 0,554 +0,029b 0,818 £0,038a 0,532 + 0,046b 0,615 +0,014b
valin 2,11 +£0,23ab 1,87 £0,07b 2,38 £0,04a 1,91 £0,02b 2,23 +£0,09a
metionin n.d. 0,050 +0,001a 0,052 +£0,007a 0,422 +£0,001a 0,052 +0,010a
fenylalanin 0,571 £0,030b 0,559 +0,018b 0,734 +£0,057a 0,557 £ 0,083b 0,807 + 0,045a
leucin 0,745 + 0,059a 0,666 +0,133a 0,829 +0,100a 0,689 + 0,053a 0,836 + 0,080a
isoleucin 1,28 £ 0,10ab 1,06 +0,17b 1,46 +0,17a 1,49 +0,17a 1,18 + 0,08ab
lysin 0,262 + 0,043b 0,221 +£0,018b 0,352 + 0,046a 0,324 + 0,020ab 0,361 £0,019a
prolin 0,962 £0,177d 18,4+ 1,33a 2,87 +£0,16¢ 10,60 + 0,54b 11,00 £ 0,59b
celkem 30,66 + 0,42¢ 40,59 +1,71d 54,09 + 0,59a 47,02 +£0,47¢ 49,68 + 0,60b

n.d. - nedetekovano

Data jsou vyjadiena + SDs (n = 3).
Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-y)se signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05).
HA - huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve findlni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pii pH 7).
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Tab. 12 Akumulace fenolovych kyselin (ug-g™ s. hm.) v listech jecmene jarniho (Hordeum vulgare, cv. Radegast) vystavenych piisobeni 100 mM

NacCl, 0,01% HA nebo 100 mM NacCl spolu s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky nebo folidrné po dobu 7 dni.

Kontrola 100 mM NaCl 0,01% HA 100 mM NacCl + 0,01% HA 100 mM NaCl + 0,01% HA fol.

ferulova kyselina 2,24 £0,53a 2,34 £0,51a 2,01 £0,06a 2,60 £0,38a
gallova kyselina 1,68 £0,17ab  1,07+0,31b 2,11 +0,18a 1,46 £0,02b
p-kumarové kyselina 2,78 £0,19a 1,42 +£0,08b 2,32+0,22ab 2,40 £ 0,09ab
p-hydroxybenzaldehyd 1,86 + 0,06a 1,43 £0,10b 1,50 £ 0,16b 1,52 +0,15b
p-hydroxybenzoova kyselina 2,93 £0,21a 0,742 £0,023d 2,39+ 0,17b 1,47 £0,12c¢
protokatechova kyselina 4,85+ 1,06a 1,28 +£0,38¢c 2,14 £0,21b 1,94 £0,11bc
salicylova kyselina 1,92 +1,62a 0,894 +0,202¢ 1,57 £0,06b 1,35+0,27b
sinapova kyselina 5,82+ 1,85ab 1,32 +0,45¢ 6,02 £0,25a 4,86+ 1,97b
syringova kyselina 0,126 = 0,065d 0,534 +0,708c 0,820 + 0,643a 0,977 £0,133a
vanilova kyselina 7,45 +0,43a 4,18 +1,19d 6,29 +0,87b 5,47 £0,28¢
vanilin 3,18+ 0,63ab 3,26+ 0,59ab 3,88 +0,78a 3,09 £ 0,22ab
celkem 3524+ 1,19a 18,52+1,10d 30,76 £ 0,61b 27,11 +£0,61c

2,10 £0,10a
1,85 £ 0,14ab
2,65+ 0,19ab
1,70 £ 0,05ab
1,20+0,11¢c
2,05 + 0,34b
1,35 + 0,39b
4,95 +331b
0,701 + 0,612b
4,48 +0,18d
2,64 + 0,40b
25,84 £ 0,23¢

Data jsou vyjadiena + SDs (n = 3).
Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-Y) se signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05).

HA - huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pii pH 7).
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Tab. 13 Akumulace vybranych organickych kyselin (mg-g™ s. hm.) v rostlindch jecmene jarniho (Hordeum vulgare, cv. Radegast) vystavenych
pusobeni 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100 mM NaCl spolu s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky nebo folidrné po dobu 7 dni.

100 mM NaCl + 100 mM NaCl +
Kontrola 100 mM NacCl 0,01% HA 0,01% HA 0,01% HA fol.
listy  citronova kyselina 11,5+ 1,17a 1,74 £1,01d 7,22 +0,56b 5,38 £0,24¢ 6,67 + 0,40bc
fumarova kyselina 0,127 £0,003a 0,077 +0,034b 0,096 + 0,005ab 0,097 £0,015ab 0,098 + 0,003ab
a-ketoglutarova kyselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
mlécna kyselina 0,030 +0,002¢ 0,026 + 0,002¢ 0,106 +0,017a 0,048 + 0,005bc 0,058 &+ 0,005b
jable¢na kyselina 2,11 £0,15a 1,13 +0,35b 1,20 + 0,24b 1,35+ 0,27b 1,26 £ 0,34b
pyrohroznova kyselina 11,90 + 0,84a 0,044 £ 0,004b 0,053 +0,007b 0,035 +£0,002b 0,056 + 0,004b
chinova kyselina 1,58 £0,44a 0,241 £0,011b 2,19 £0,34a 1,73 £0,20a 1,51 +£0,08a
jantarova kyselina 0,106 £0,013b 0,423 +£0,021a 0,107 £0,021b 0,383 +£0,031a 0,127 + 0,004b
koteny citronova kyselina 1,48 £ 0,10a 0,041 +£0,002c 0,021 + 0,002d 0,098 + 0,002b 0,087 + 0,003b
fumarova kyselina 0,077 £0,003ab 0,072 +0,005b 0,097 +0,003a 0,084 + 0,007ab 0,100 + 0,008a
a-ketoglutarova kyselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
mlécna kyselina 0,035+0,002b 0,069 +£0,005a 0,012+ 0,001c 0,071 + 0,006a 0,039 + 0,001b
jable¢na kyselina 1,13+ 0,15b 1,20 + 0,09ab 1,35+ 0,11a 1,26 + 0,09a 1,08 + 0,05b
pyrohroznova kyselina 0,047 £0,003b 0,053 £0,004ab 0,035+ 0,003¢ 0,056 + 0,004ab 0,064 + 0,002a
chinova kyselina 0,247 +0,016¢ 2,19+0,18a 0,725+ 0,004b 0,825+ 0,01b 2,97 £0,83a
jantarova kyselina 0,422 +0,021a  0,107+0,011c 0,383 +0,027a 0,126 = 0,010bc 0,139 + 0,009b

n.d. - nedetekovano

Data jsou vyjadiena + SDs (n = 3).
Kofeny a listy byly hodnoceny oddélené.
Hodnoty pro kazdy parametr nasledované stejnym pismenem(-y) se signifikantné neli$i podle Tukeyova testu (P < 0,05).
HA - huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pti pH 7).
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45.6 VIivnatvorbu ROS a oxidu dusnatého

Tvorba ROS a oxidu dusnatého byla vizualizovana pomoci fluorescenéni mikroskopie
Vv kotenovych Spickach jeCmene za pouziti komercné dostupnych fluorescenc¢nich barviv
(Obr. 9). K nejintenzivnéj$imu narastu pfitomnych ROS doslo v pfitomnosti samotného
pusobeni NaCl. Aplikace HA vykazala na turoven oxida¢niho poskozeni témér
protektivni ucinek (Obr. 9). HA aplikovana v kombinaci s NaCl G¢inné omezovala
tvorbu ROS (sniZeni intenzity signalu barviva CellROX"™ Deep Red Reagent; Eerveny
signal) ve srovnani s jejich formovanim Vv kofenovych $pickach NaCl-rostlin (Obr. 9).
Stejny trend vykazala HA | vpiipadé tvorby NO (snizeni intenzity barviva
2,3-diaminonaftalenu; modry signal) (Obr. 9). Z vysledkd je tedy naprosto ziejmé,
ze HA je schopna tlumit formovani ROS a NO v rostlinaich vystavenych zasoleni.
K omezeni tvorby ROS a NO dochazi pravdépodobné z toho diivodu, ze HAs obsahuji

ve své struktufe —-OH a —COOH skupiny, jez se vyznacuji antioxida¢nimi vlastnostmi.

Kontrola 0,01% HA 100 mM NaCl 100 mM NaCl+0,01% HA 100 mM NaCl+0,01%HA/fol.

1. den

7. den

1. den

7. den

HA - huminova kyselina v technické kvalité (Sigma Aldrich, kat. ¢. 53680) v mnozstvi 6mg-1™

Obr. 9 Fluorescencni mikroskopie reaktivnich kyslikatych castic a oxidu dusnatého

V korenovych Spickach jecmene jarniho cv. Radegast exponovanych po dobu 7 dni
100 mM NacCl, 0,01% HA nebo 100 mM NaCl + 0,01% HA aplikovanou hydroponicky
nebo foliarné (pii pH 7,0) pomoci CellROX"™ Deep Red Reagent (Cerveny signdl) a 2,3-

diaminonaftalenu (modry signal).
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4.5.7 Vliv na zmény obsahu neenzymatickych antioxidanti

Soucasti predkladané prace bylo také monitorovat kvantitativni zmény hlavnich
neenzymatickych antioxidantd, jako napiiklad kyseliny askorbové (AsA), redukované
formyglutathionu (GSH) a fytochelatinu 2 (PC2). Glutathion je z chemického hlediska
tripeptid, slozenim gama-glutamyl-cysteinyl-glycin, vyskytujici se ve dvou formach —
redukované¢ (GSH) a oxidované (GSSG). Samotny GSH je vyznamnym markrem
oxidacniho stresu. Princip antioxida¢niho uc¢inku glutathionu je zaloZen na skutec¢nosti,
ze GSH je slabé redukéni €inidlo vzhledem k obsahu sulfhydrylové funkéni skupiny
Vv pritomném cysteinu. Mechanismus ucinku pfi ptisobeni volnych kyslikovych radikalt
spociva v oxidaci sulfhydrylové skupiny, ¢imz vznika disulfidicka skupina a glutathion
se tak nasledné preménuje v dimer (GSSG). Oxidovana forma glutathionu je uc¢inkem
glutathionreduktazy preménovana zpét na GSH (Gill a Tuteja, 2010). Dle vysledku
vyzkumu salinita indukovala Casové zavislé snizeni obsahu GSH v listech je¢mene
(Obr. 10). To je v souladu s daty, kde 20 mM NaCl snizilo mnozstvi GSH v listech

na stl citlivych rostlin jeémene po Sestidenni dob¢ expozice (Liang a kol., 2006).
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GSH (ug g 's. hm.)

00,01% HA
100 mM NaCH0,01% HA

100 mM NaCH0,01% HA
folidrng

500

Cas (dny)

Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). HA - huminova kyselina v technické kvalité
(SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1* (0,01%) (pii pH 7).

Obr. 10 Kvantitativni zmény obsahu redukované formy glutathionu (GSH) v listech
jecmene jarniho cv. Radegast péstovaného v roztoku obsahujicim 100 mM NaCl, 0,01%
HA nebo 100 mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarné po dobu 1, 3

nebo 7 dni.
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Ve srovnani s kontrolnimi kofeny je¢mene byl pozorovan pokles obsahu GSH jak
u kofentl vystavenych pisobeni NaCl, tak kombinovanym zasahtim (Obr. 11). Nicméné

GSH neni pouze antioxidantem, ale také prekurzorem pro syntézu fytochelatinu (PC).
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Data jsou vyjadiena + SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantn¢ nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). HA - huminova kyselina v technické kvalité
(SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pii pH 7).

Obr. 11 Kvantitativni zmény obsahu redukované formy glutathionu (GSH) v korenech
jecmene jarniho cv. Radegast péstovaného v roztoku obsahujicim 100 mM NaCl, 0,01%
HA nebo 100 mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarné po dobu 1, 3

nebo 7 dni.

Fytochelatiny (PCs) jsou post-transla¢né syntetizované polythioly hrajici dileZitou
roli v detoxikaci tézkych kovu. Poprvé byly popsany v kvasince Schizosaccharomyces
pombe a dale pak v rostlinach a fasach. Cela rodina fytochelatini se sklada
z dipeptidické repetice y-glu-cys, ktera je zakonfena aminokyselinou glycinem.
PCs jsou neribozomalné syntetizovany z glutathionu pomoci enzymu fytochelatin
syntetazy (PCS) (Diwan a kol., 2010).Akumulace PCs pod vlivem salinity je
do soucasnosti prozkoumana pouze omezené (Figueroa a kol., 2008).

NaCl ptidany do kultiva¢niho roztoku vyvolal v kotfenech i listech je¢émene casové
zavislé snizeni obsahu PC2 (Obr. 12, 13).Tato skute¢nost odporuje datim zjist€énym
u kofent kajanu indického (Cajanus cajan), kde hladina PC2 nebyla po dobu 60 dni
pii pasobeni 60 mM NaCl ovlivnéna (Garg a Chandel, 2012). Piekvapivé je zjisténi,
ze HA aplikovana do kultivaéniho roztoku je schopna indukovat rychlou biosyntézu
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PC2 v kofenech (Obr. 13). Tato skutecnost muze byt zpiisobena schopnosti HA

stimulovat pfijem mineralnich prvki z kultivaéniho média (Garg a Changel, 2012).
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Data jsou vyjadiena £ SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nhasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantné neli$i podle Tukeyova testu (P < 0,05). HA - huminova kyselina v technické kvalité
(SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1* (0,01%) (pii pH 7).

Obr. 12 Kvantitativni zmény obsahu fytochelatinu 2 (PC2) v listech jeCmene jarniho CV.
Radegast péstovaného v roztoku obsahujicim 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100 mM
NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ci foliarné po dobu 1, 3 nebo 7 dni.
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Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantné neli§i podle Tukeyova testu (P < 0,05). HA - huminova kyselina v technické kvalité
(SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pii pH 7).

Obr. 13 Kvantitativni zmény obsahu fytochelatinu 2 (PC2) v korenech jecmene jarniho
cv. Radegast péstovaného v roztoku obsahujicim 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100
mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarné po dobu 1, 3 nebo 7 dni.
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Kyselina askorbovéa (AsA) je jednim z hlavnich metabolitt rostlin. Tento dilezity
antioxidant ve spolupraci s ostatnimi slozkami antioxida¢niho systému chrani rostliny
proti poSkozeni zplsobovanym ROS, jejichz tvorba je v disledku aerobniho
Metabolismu rostlin, fotosyntézy, pusobeni patogenti a dalSich environmentalnich
stresovych podminek. Kromé antioxidacni funkce a funkce enzymového kofaktoru,
se AsA podili na bunééném dé€leni, redukci iontd nékterych piechodnych kovi
aregeneraci o-tokoferolu (Miller a kol.,, 2010). AsA byla dle ziskanych dat
akumulovéna piednostné v listech je¢mene, kde NaCl indukoval ¢asové zavislé snizeni
obsahu AsA (Obr. 14). Tato skutecnost je v rozporu s daty Pérez-Lopeze a kol. (2010),
ktefi pozorovali zvySeni obsahu AsA V listech je¢mene exponovanych po dobu 14 dni
160 mM NaCl. Prestoze obsah AsA zjistény v kofenech je stokrat nizsi nez v listech,
byl pozorovan jeho intenzivni narGst jako odpovéd na piitomny stres sedmidenni
expozici 100 mM NacCl (Obr. 15).

Foliarné aplikovand HA vyvolala nejvyznamnéjsi Casové zavislé zmény obsahu
AsA v NaCl-exponovanych kotenech (Obr. 15). Tato zjisténi mohou potvrzovat obé
role GSH, antioxida¢ni 1 biosyntetickou, odrazejici se v mirném sniZeni obsahu AsA

a postupném zvysovani obsahu PC2.
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Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). HA - huminova kyselina v technické kvalité
(SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1* (0,01%) (pii pH 7).

Obr. 14 Kvantitativni zmény obsahu kyseliny askorbové (AsA) v listech jecmene jarniho
cv. Radegast péstovaného v roztoku obsahujicim 100 mM NaCl, 0,01%
HAnebo 100 mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarné po dobu 1, 3
nebo 7 dni.
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Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). HA - huminova kyselina v technické kvalité
(SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1" (0,01%) (pii pH 7).

Obr. 15 Kvantitativni zmény obsahu kyseliny askorbové (AsA) v korenech jecmene
jarniho cv. Radegast péstovaného v roztoku obsahujicim 100 mM NaCl, 0,01% HA
nebo 100 mM NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarné po dobu 1, 3

nebo 7 dni.

4.5.8 Vliv na zmény aktivit antioxidac¢nich enzymi

V rostlinach je¢mene byla také sledovana zména aktivit antioxidacnich enzymil pfi
jejich vystaveni ptisobeni NaCl a HAs. Monitorovany byly enzymy askorbat peroxidaza
(APX), glutathion reduktdza (GR), katalaza (CAT) a superoxid dismutiza (SOD).
Aktivity vSech vybranych antioxidacnich enzymi byly po sedmidenni expozici NaCl ve
srovnani s listy vyssi v kotenech (Obr. 16 — 19). K nartistu aktivity antioxidacni enzymi
doSlo v souvislosti se zvySenim tvorby ROS, kterd byla vizualizovand pomoci
fluorescenéni mikroskopie (zvyseni intenzity signalu barviva CellROX® Deep Red
Reagent; Cerveny signal) (Obr. 9). Aktivity enzymi APX, GR, CAT a SOD jsou
Vv podminkach vysokych koncentraci soli (200 mM NaCl) navySovany velmi rychle
(béhem 1 dne) a poté jsou udrzovany na ruzné vysokych hladinach (Kim a kol., 2005).
Seckin a kol. (2010) pozorovali, ze i niz8i koncentrace NaCl (150 mM) mize
Vv rostlinach je¢mene vyvolat narist vétSiny antioxidacnich enzymt s vyjimkou SOD.
Enzym askorbat peroxidaza se nachazi v cytoplazmé a chloroplastech rostlinnych
bun€k, kde je schopna snizovat hladinu peroxidu vodiku. Pasobenim NaCl se

aktivitatohoto enzymu signifikantné zvysila pouze v kofenech (Obr. 16). Ke stejnému
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zavéru dosli 1 Yildiz a Terzi (2013) z dat ziskanych od NaCl-tolerantnich kultivar

je¢mene.
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Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantn¢ nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). Kofeny a listy byly hodnoceny oddé€lene. HA -
huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1™
(0,01%) (pti pH 7).

Obr. 16 Zmeny v aktivité enzymu askorbat peroxidazy (APX) v rostlinach jecmene
Jjarniho cv. Radegast po sedmidenni aplikaci 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100 mM
NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ci foliarné.

Snizeni aktivity GR bylo sledovano v listech je¢émene exponovanych NaCl (Obr.
17). Toto snizeni aktivity GR koresponduje s pozorovanym snizenim obsahu GSH (Obr.
10), jehoz aktivitou je GSH obnovovan. Aktivity enzymt CAT (Obr. 18) a SOD (Obr.
19), které jsou zapojeny do odbouravani ROS (H,O, a/nebo O,7), byly vlistech
exponovanych 100 mM NaCl mirné navySeny. Zvyseni aktivity enzymu SOD bylo také
pozorovano v listech desetidennich rostlin je¢mene vystavenych pisobeni 100 mM
NaCl (Jin a kol., 2009).

Zmény antioxidac¢nich enzymil zpisobené vlivem HA do této doby byly zkoumény
pouze povrchné (Garcia a kol., 2012). Aplikovana HA vyvolala u listti jeémene zvysSeni
aktivity enzym GR a CAT a ve srovnani s kontrolnimi rostlinami indukovala inhibici
aktivity GR v listech (Obr. 17 — 19). Toto zjisténi je v souladu s daty, kde razné
koncentrace HAs (20, 40 a 80 mg-1") vyvolaly zvySeni aktivity enzymi CAT a SOD
v listech Oryza sativa po 8 a 24 h expozice (Garcia a kol., 2012). Nicméné vliv
huminovych latek na antioxidacni aktivitu enzymi u rostlin péstovanych v pfitomnosti
NaCl je zcela neznamy. Bylo zjisté€no, Ze aplikovand HA snizuje aktivitu enzymii CAT,

GR a SOD v kofenech (ve srovnani s kotfeny vystavenymi pouze NaCl; Obr. 17 - 19),
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coz muze mit také souvislost se snizenim tvorby ROS (Obr. 9). Na zdklad¢ téchto
zjisténise dospélo k zavéru, ze HAS jsou schopny redukovat oxida¢ni poskozeni kofenti

rostlin vystavenych plisobeni NaCl Gpravou antioxida¢ni aktivity jejich enzymii.
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Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantn¢ nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). Koteny a listy byly hodnoceny oddélené. HA -
huminova kyselina v technické kvalité¢ (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve findlni koncentraci 6mg-1"
(0,01%) (pfi pH 7).

Obr. 17 Zmény v aktivité enzymu glutathion reduktazy (GR) v rostlinach jecmene
Jjarniho cv. Radegast po sedmidenni aplikaci 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100 mM
NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarneé.
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Data jsou vyjadiena = SDs (n = 3). Hodnoty ve sloupcich nasledované stejnym pismenem(-y) se
signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). Kofeny a listy byly hodnoceny odd€lené. HA -
huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1™
(0,01%) (pfi pH 7).

Obr. 18 Zmeny v aktivité enzymu katalazy (CAT) v rostlindch jecmene jarniho cv.
Radegast po sedmidenni aplikaci 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100 mM NaCl s 0,01%
HA aplikovanou hydroponicky, ¢i foliarnée.
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signifikantné nelisi podle Tukeyova testu (P < 0,05). Kofeny a listy byly hodnoceny oddélené. HA -
huminova kyselina v technické kvalité (SigmaAldrich, kat. ¢. 53680) ve finalni koncentraci 6mg-1™

(0,01%) (pii pH 7).
Obr. 19 Zmeny v aktivité enzymu superoxid dismutdzy (SOD) v rostlinach jecmene
Jjarniho cv. Radegast po sedmidenni aplikaci 100 mM NacCl, 0,01% HA nebo 100 mM
NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky, ci folidrné.
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5 ZAVER

Salinita je stresovym faktorem prostfedi vyvolavajici u rostlin komplexni zmény
ve fyziologii, morfologii a metabolismu. Sledovan byl vliv salinity vyvolany aplikaci
riznych sodnych soli (NaCl a Na;SO4) na zménu fyziologickych parametrii a piijem
vybranych mineralnich prvka (sodik, vapnik, draslik) rostlinami je¢mene jarniho.
Vysledkem puisobeni tohoto abiotického stresoru byla indukce zmény rustu rostlin liSici
se Vv zavislosti na pouzitém kultivaru a pH aplikovaného solného roztoku. Rust listové
I kofenové casti klicenct byl aplikaci sodnych roztokd po tGpravé na pH 4 znacné
redukovan, coz plati vobecné roviné i o stanoveném obsahu vody v listech.
Jako nejodolngjsi se vuéi Géinku sodnych soli projevil kultivar Bojos. Neutralni
podminky kultivace do znaéné miry potlacilyinhibici rostlinného ristu.
Dalsim pozorovanym dopadem sodnych soli na obilky sladovnického je¢mene bylo
omezeni jejich kli¢ivych parametrd. Aplikace siranové soli vyvolala nezavisle na pH
kultiva¢niho roztoku sniZeni klicivé energie obilek o vice nez 50 %, aplikace chloridové
soli poté o téméf 30 %. Nejvyssi citlivost k zasoleni prokazal kultivar Radegast,
u které¢ho doslo vlivem soli nejen k retardaci rostlinného rlstu a snizeni obsahu vody
Vv pletivech, ale byla u ng také pozorovana nadmérnd akumulace sodiku v listech.
Vyjma fyziologickych zmén byla v kofenovych $pi¢kach kultivaru Radegast
fluorescenéné vizualizovana intenzivni NaCl-indukovand tvorba ROS naruSujici
oxidacni rovnovéahu rostlin.

Huminové latky jsou po aplikaci do pidy schopny nepiimo zlepSovat fyziologicky
stav rostlin. Nasledny experiment pro srovnani rtiznych druht huminovych latek odhalil
na rostlinach kultivaru Radegast vystavenych pisobeni NaCl, Ze technickd HA,
zejména pak aplikovana v nizSich davkach (6,0 mg-l'l), stimuluje rlst a souc¢asn¢ ucinné
omezuje hromadéni sodiku v listech. Ve srovnani s technickou HA Lignohumat Max®
pfedstavujici smés huminovych a fulvovych kyselin a jejich soli nevykdzal v niz§ich
davkach vyraznéjsi schopnost omezovat hromadéni sodiku.

Kromé fyziologickych parametri jsou huminové latky schopny v rostlindch
stimulovat fadu biochemickych a metabolickych procesi. Experiment provedeny
na hydroponicky péstovaném kultivaru Radegast, zaméteny na zjiStovani schopnosti
HA snizovat toxicitu NaCl potvrdil, Ze HA jsou schopny pozitivné ptsobit na rast

rostlin a akumulaci vybranych metabolitt v¢etné kyseliny syringové, kyseliny mlécné,
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volnych aminokyselin a neenzymatickych antioxidanti (AsA, GSH a PC2) v listech
a kyseliny chinové a jable¢né v kofenech. Na druhou stranu oxidacni stres vyvolany
pusobenim NaCl podnitil v listové ¢asti rostlin pokles obsahu vétSiny volnych
aminokyselin (s vyjimkou prolinu a histidinu), fenolovych kyselin a vySe uvedenych
antioxidanti. Indukce oxidacniho stresu byla také evidentni ze zvySené aktivity
antioxidac¢nich enzymi (APX, CAT, GR a SOD) patrné obzvlast¢ v NaCl-
exponovanych kotfenech. Aplikovand HA byla schopna vznikly oxida¢ni stres a¢inné
omezovat, coZ je patrné nejen ze snizeni piijmu sodiku rostlinami, ale 1 z vysledki
fluorescen¢ni mikroskopie.

Pti srovnani hydroponicky a foliarn€ aplikované HA bylo zjiSténo, ze ob¢ varianty
vykazuji témét stejné vysledky. Zmény byly zaznamenany napiiklad na udrovni
signifikantniho snizeni obsahu kyseliny jantarové v listech a kyseliny mlécné
Vv kotenech u NaCl-rostlin vystavenych foliarni aplikaci HA. Tento trend nebyl u HA
aplikované do zivného roztoku obsahujiciho NaCl pozorovan. Ziskana data tedy ukazuji
na ptiznivy ufinek HAs Vv ochrané citlivych kultivari je¢mene proti negativnim

ucinktim NacCl.
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PRILOHA 1

MRM chromatogramy standardi fenolovych kyselin
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ESI MRM (151.0->136.0) 8
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Identifikace piku:

1. kyselina gallova, 2. kyselina protokatechova, 3. 3,4-dihydroxybenzaldehyd, 4.
kyselina p-hydroxybenzoova, 5. p-hydroxybenzaldehyd, 6. kyselina vanilova, 7.
kyselina syringova, 8. vanilin, 9. kyselina p-kumarova, 10. kyselina salicylova, 11.
kyselina ferulova 12. kyselina sinapova.
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PRILOHA 2

Fotodokumentace zaloZenych pokusi

A B C D

A —cv. Xanadu vystaveny 100 mM NaCl (pti pH 7), B - cv. Xanadu vystaveny 100 mM
NaCl (pti pH 4), C- cv. Radegast vystaveny 100 mM NaCl (pii pH 7), D- cv. Radegast
vystaveny 100 mM NaCl (pii pH 4)

Zdroj: vlastni foto

Obr. 1 Biomasa jecmene jarniho vystaveného 100 mM NaCl po dobu 7 dni.

A B C

A —cv. Bojos, B - cv. Xanadu, C- cv. Radegast
Zdroj: vlastni foto

Obr. 2 Biomasa kontrolnich rostlin jecmene jarniho (pii pH 4) po dobu 7 dni.
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Zdroj: vlastni foto

Obr. 3 Biomasa jecmene jarniho vystaveného piisobeni 100 mM NaCl a 0,01% a 0,1%
Lignohumatu Max® (prii pH 7) po dobu 7 dni.

““M \f r/ P %
g

\\

Zdroj: vlastni foto

Obr. 4 Biomasa jecmene jarniho vystaveného 100 mM NaCl, 0,01% HA nebo 100 mM
NaCl s 0,01% HA aplikovanou hydroponicky nebo foliarné po dobu 7 dni (pri pH 7).
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