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Vliv zasoleni na obsah prolinu u Sruchy zelné
Souhrn

Zasolovani pud patii mezi nejvetsi problémy soucasné doby. Nespravnou agrotechnikou
a Spatnym piistupem k pouzivani mineralnich hnojiv dochazi k znehodnocovani pud. V Evropé
je hlavné zasaZeno Stfedomoti. Zasolené pudy tvoii asi 10 % celkové vymeéry potenciondlné
vyuzitelné orné pudy. Slanost fadime mezi vyznamny abioticky stres, ktery omezuje zakladni
procesy rostlin. Dochazi k osmotickému namahani buné€k, iontové toxicité a snizeni rastu.
Zasoleni vznika akumulaci soli v pad¢. Nejvice se projevuje v aridnim prostiedi. Problém se
soli v ptidé neni zptsoben jen lidskou ¢innosti, ale také vznikd tzv. primarnim zasolenim, ke
kterému dochazelo béhem pedologického procesu. Sekundarni zasoleni vznikd cinnosti
clovéka.
Béhem vyvoje jednotlivych rostlinnych skupin doslo k tomu, Ze se nékteré skupiny adaptovaly
na obsah soli v ptidé. Touto adaptaci mizeme rozlisit dvé skupiny rostlin glykofytni a halofytni
druhy. Glykofyty obtizné snaseji koncentrace soli v pud¢, nedokéazi vétSinou dokoncit vyvoj.
Tyto rostliny neumi hlidat vnitini koncentraci soli, a proto dojde ke zranéni, predevsim
K iontové toxicité poranéni organel. Mezi glykofyty patii vétSina zemédélskych plodin.
Dlouhodobé plisobeni solného stresu vede az k tthynu rostliny. Naopak halofytni druhy snéaseji
stl dobfe a diky riznym mechanismtim se dokazi ptizptisobit (zfedéni soli, vylouceni soli, solné
zlazy). Aby rostliny zvladaly Iépe stresové situace, vyuzivaji tzv. osmolyty. Tyto latky
umoziuji udrZzovat spravné bun&cné napéti. Prolin je zdkladnim indikatorem stresu u vétSiny
rostlin.
Pfi testovani byla pouzita halofytni rostlina Portulaca oleracea, ktera by méla snést vyssi
koncentrace soli v pudé. Solny stres byl navozen zalivkovou vodou v koncentraci 0 (kontrolni
varianta), 100 mmol/l NaCl, 300 mmol/l NaCl. Vyzkum byl proveden v klimaboxu na Katedie
botaniky a fyziologie rostlin. Obsah prolinu se hodnotil dle Batese (1973). Vysledny obsah
osmolytu byl vyjadien um/g FW. Bylo zjisténo, Ze se obsah prolinu zvysuje podle koncentrace
NaCl a doby pusobeni. Kontrolni varianta téméf kopirovala variantu S100. Takto nizka
koncentrace soli neméla vliv na halofytni rostlinu. Nejvys$siho nartistu bylo dosazeno u varianty
prolinu vzrostl 0 2917,9 %. Bylo potvrzeno, ze Srucha zelna akumuluje prolin az pii vyssi
koncentraci NaCl. To nas mize vést k myslence vyuzivat ji jako potencionalni listovou zeleninu
vyuZitelnou na zasolenych lokalitach.

Klic¢ova slova: prolin, zasoleni, Srucha zelna



Effect of salinity on proline content in purslane
Summary

Soil salinity is one of the biggest problems of the present time. Incorrect agricultural

technology and wrong use of mineral fertilizers lead to soil degradation. In Europe, the most
badly affected area is the Mediterranean. Salted soils account for about 10 % of the total area
of potentially utilized arable land. Salinity is an important abiotic stress that limits the basic
processes of plants. It causes osmotic stress on the cells, ionic toxicity and reduction of growth.
Salinization is caused by the accumulation of salts in the soil. It appears mostly in the arid
environment. The problem with salt in soil is not only caused by human activity, but also by
the so-called primary salinization that occurred during the pedological proces. Secondary
salinization is caused by human activity.
During the evolution of the individual plant groups, some groups of plants have adapted to the
salt content of the soil. According to this adaptation, we can distinguish two groups of plants:
the glycophytic and halophytic species. Glycophytes are difficult to tolerate salt concentrations
in soil, they even fail to complete their development. These plants cannot control the intrinsic
salt concentration and therefore injuries occur, especially the ionic toxicity of the organelles
injury. Most agricultural crops are glycophytes. Long-term exposure to salt stress leads to plant
death. On contrary, halophytic species tolerate salt well and thanks to various mechanisms they
can adapt (dilution of salts, excretion of salts, glands). To cope with stress situations, plants use
so-called osmolites. These substances enable maintaining proper cell tension. Proline is a basic
stress indicator for most plants. The testing used a halophyte plant, Portulaca oleracea, which
should withstand higher salt concentrations. Salt stress was induced by watering at a
concentration of 0 (control variant), 100 mmol/l NaCl, 300 mmol/l NaCl. The research was
carried out in a climabox at the Department of Botany and Plant Physiology. Proline content
was evaluated by Bates (1973). The result of the proline content was expressed as um / g FW.
It has been found that the proline content increases according to the concentration of salt stress
and duration. The control option wast almost identic to the S100 option. The low salt
concentration did not affect the halophytic plant. The highest increase was achieved for the
S300 option, where proline accumulated gradually. By comparing the lowest and the highest
value, the proline content increased by 2917.9 %. It has been confirmed that purslane
accumulates proline only at a higher concentration. This can lead us to the idea of using it as a
potential leafy vegetable usable in salinated locations.

Keywords: proline, salinity, purslane
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1 Uvod

Salinita se fadi mezi nejveétsi problémy soucasného zemédélstvi, je vyznamnym
abiotickym stresorem. Rostliny mohou byt na svém stanovisti omezeny primdrnim nebo
sekundarnim zasolenim. Primarni zasoleni vznika b&hem pedologického utvatreni pud.
Sekundarni zasoleni vyznamné ovliviiuje ¢innost ¢lovéka a hydrometeorologické podminky
stanovisté. Nejvice jsou zatézovany oblasti, kde prevlada vypar z ptidy nad srazkovym thrnem,
dochazi tak k vynaseni soli z ptdy na povrch. V Evropé jsou nejvice zasazeny pudy ve
Stfedomoii a pudy zatiZzené intenzivnim zemédélstvim. Rostliny maji zajimavé vlastnosti, jak
se dokazi branit solnému stresu. Stres soli muze vést k hromadéni toxickych prvka a k
omezovani fotosyntézy. Portulaca oleracea neboli Srucha zelna je halofytni druh z celedi
Portulacaceae. V naSich podminkach se vyskytuje jako plevelny druh. V nékterych zemich je
vyuzivéana jako listova zelenina pro pfipravu salatu. Jako halofytni druh snese vys$si koncentraci

NaCl v padé.



2 Cil prace

Problematika salinity je v souCasné dobé velmi feSené téma. ZvySend koncentrace
osmotickych latek v pad¢, resp. v zalivkové vodé zhorSuje dostupnost vody pro rostliny a tim
ovlivituje zakladni fyziologické procesy rostlin. Deficit vody a toxicita iontd ovliviiuje obsah
prolinu v listech. Cilem bakalarské prace je vyhodnotit vliv zasoleni navozen¢ho NaCl na

akumulaci prolinu v listech u Sruchy zelné.



3 Literarni reSerse

3.1 Zasoleni

3.1.1 Charakteristika

Salinizace pudy je jednou z hlavnich hrozeb znehodnocovani ptidy, k nimz dochazi v
Evropé. U¢inky salinizace lze pozorovat v fadé zivotnd duleZitych ekologickych a
neekologickych ptudnich funkci (Daliakopoulos et al. 2016).

Intenzita zasoleni pad zavisi vedle obsahu rozpustnych soli 1 na kapilarnim vzlinani vody, které
je ovlivnéno zrnitostnim slozenim pidy a evaporaci (ariditou klimatu) (Sarpatka et al. 2002).
Zasolenost pudy je jednim z hlavnich omezeni zeméd¢lstvi v teplych a suchych oblastech.
Sodovani pudy také poskozuje strukturu a snizuje propustnost pidy (Khak 2017). Salinita patii
12 miliard USD (Pitman & Lauchli 2002).

Zasolovani pud je vaznym problémem ve svétovém zemédélstvi. Diky snaze a zvySené tirovni
rostlinné slanosti. Jednotlivé rostlinné druhy vSak vykazuji rozdilnou citlivost na stl kvuli
morfologickym rozdilim a rozdilnym schopnostem vyuzivat ochranné slozky, které rostlina
vyvinula béhem evoluce (Tomoaki et al. 2012). Slabou nachylnost k zasoleni maji zejména
pudy pis€ité a skelnaté s promyvnym typem vodniho reZimu v chladnych oblastech, zatimco
silnd néachylnost k sekundarnimu zasoleni je na tézkych a zamokienych padach s
mineralizovanou podzemni vodou a vyparnym typem vodniho rezimu (Sarpatka et. al 2002).
Slanost je vyznamnym abiotickym stresem, ktery omezuje riist a produktivitu rostlin v mnoha
oblastech svéta. Diky rostoucimu vyuzivani nekvalitni vody pro zavlaZzovani dochéazi k
zasolovani ptidy (Gupta & Huang 2014). ZvySena koncentrace soli v pidnim roztoku obvykle
vede k osmotickému namahani, specifické iontova toxiciteé, iontové nerovnovaze a nasledné
dochazi k snizeni rustu rostlin (Ghorbani et al. 2018).

Zasolené pudy piedstavuji pro rostliny problém predevsim s dostate¢nym piijmem vody a Zivin.
Pii dlouhodobé& zvySené salinité¢ nastdva u rostlin nerovnovaha v pfijmu esencidlnich latek
(Motkova et al. 2013).

Vétsina rostlin je citliva na stres zptisobeny nadbytkem soli a zasolenost mtize inhibovat rist

rostlin vyvolanim iontové toxicity, osmotického a oxidativniho stresu (Meng et al. 2018).



Skodlivost soli se projevuje v zavislosti na typu soli, druhu rostliny, objemové hmotnosti a
obsahu organické hmoty v pudé. Intenzivné reaguji napt. sazenice salatu. Lactuca sativa se
poklada za indikétor zasoleni ptidy (Sarpatka et al. 2002).

Stul se hromadi na vnéjsi strané kotent a uvnitf rostlinnych bunék. Mechanismy slané tolerance
u rostlin byly rozsahle studovany a v poslednich letech se tyto studie zamétuji na funkci enzymi

a morfologickych rysu rostlin (Tomoaki et al. 2012).

3.1.2 Vznik zasoleni

Zasoleni vznika akumulaci rozpustnych soli. Pfirozené se tento jev vyskytuje v aridnim
prostiedi. Je spojen s vy$$im obsahem soli v pidnim roztoku, podzemnich vodach, zavlahové
vod¢ ¢i primyslovych hnojivech. Piivod zasoleni vychdzi nejcastéji z primarnich minerald.
Zdrojem soli jsou nejcasté&ji tyto anionty (SO42°, CI', CO3") a kationty (Ca2*, Mg2*, K*, Na*, v
kyselych pidach Al3*, Fe3"), (Ministerstvo zemé&délstvi 2018).

Zasolené¢ pudy vznikly v pfirod¢ pfirozenym pedogenetickym procesem, podminénym
vysokym obsahem ve vodé rozpusténych soli (Sarpatka et al. 2002). Béhem pocateénich fazi
solného stresu se kapacita absorpce vody v kofenovych systémech snizuje. Ztrata vody z listl
se zrychluje vlivem osmotického stresu vysokou akumulaci soli v piid€ a rostlinach. Solny stres
je proto povazovan za hyperosmoticky stres — solny stres (Gupta & Huang 2014).

Sul miize pfirozené vzrust z podlozi nebo byt zanesena do braktickych vod. Také mohou byt
kontaminované vody pouzivané k zavlaZovéani. Zasoleni je stile rozsahlejsi v dasledku
preté¢zovani pudy, pouzivani neudrzitelnych zavlazovacich postupti a tlaka péstitelti vyuzivat
okrajové pozemky pro produkci (Munns & Gilliham 2015).

Primarné zasolené pidy vznikly pfirodnim pidotvornym procesem, ¢loveék vSak svou ¢innosti
muze zpisobovat zasoleni pidy sekundarni. Dlsledky sekundarniho zasoleni jsou obdobné
jako u primarniho zasoleni, kdy se vytvaieji salisoly a natrisoly. Odli$né jsou vSak pficiny
vzniku: zvySeni hladiny mineralizované podzemni vody zavlahou anebo vystavbou vodnich
dél, aplikace nekvalitni zdvlahové vody, soleni vozovek, nadmérné hnojeni primyslovymi
hnojivy (Sarpatka et al. 2002).

Je znamo, Ze sucho a stl v pad¢ snizuje schopnost rostlin pfijimat vodu , coz zpisobuje
osmoticky stres (deficit vody), (Meng et al. 2018). Sekundarni zasoleni puidy muzZe nastat téz
aplikaci nekvalitni zavlahové vody. Kvalitni zavlahovd voda ma mit obsah soli <0,5 g.I't
(Sarpatka et al. 2002). Kdyz mluvime o sekundarni salinizaci, vétSina lidi ma na mysli

zavlazovani a odvodnéni pozemku. Existuji vSak i jiné antropogenni faktory, které zplisobuji



tyto nepfiznivé jevy. Je pravda, ze vétSina sekundarnich pid zasazenych soli se vyviji v
disledku nespravnych metod zavlazovani, ale existuji i jiné lidské zasahy, které tento proces
stale Cast&ji spousti na mnoha mistech v suchych i vlhkych oblastech.

Antropogenni procesy ovlivityjici vznik sekundarni salinizace: nadmérné spéasani pozemkii,
odlesniovani v polohumidnich a semiaridnich oblastech, salinizace zptisobend kontaminaci

chemikaliemi, akumulace vodnich nebo vzdusnych soli (Pessarakli & Szabolcs 1999)

3.1.3 Roz§ifeni zasoleni

Zasolené pudy tvoii kolem 10 % celkové vyméry potencialné vyuzité orné¢ pudy a
vyskytuji se ve vice nez 100 zemich. V zemich Evropské unie ovliviiuje zasoleni asi 1 milion
hektari, zejména ve Sttedomoti (Sarpatka et al. 2002).

Tézké zasoleni pid ¢i podmaceni mohou zpusobit zavlazovaci systémy. Odhad nové
zasolenych ptid na Zemi ¢ini 1-1,5 mil. ha nejlepsich ploch kazdym rokem (Novaéek a Huba
1994). Problém zasolovani pud je ¢asto spojovan s nadmérnym uzivanim mineralnich hnojiv,
agrotechniky nebo nadmérnou pastvou. Se salinizaci tak souvisi i procesy eroze a nasledné i
dezertifikace pudy. K degradaci pidy vlivem zasoleni vede kromé jinych faktort také
nadmérné spasani trav a vypalovani kfovin, kdy je povrch zemé pravidelné zbavovan vegetace
a dochézi k intenzivnéj§imu vyparu vody. OhroZeny jsou i semiaridni oblasti, které byvaji
nadmérné spasany naptiklad kozami (Novacek a Huba 1994).

Zasolenost a sodi¢nost pudy (alkalita) pfedstavuji vazné problémy, které poSkozuji pudy na
celém svété, predpoklada se, ze se tyto problémy budou v budoucnu zvySovat (Farghaly et al.
2016).

V byvalém Ceskoslovensku nebyly zaznamenény piipady sekundarniho zasoleni ptid zvysenim
hladiny mineralizované podzemni vody a ani nadbyte¢nou zavlahou. Pievazuje zde doplinkova
zéavlha postiikem (do 200 mm ro¢né), u které nedochdzi k prasaku vétSiho mnozstvi zavlahoveé
vody do podzemi. Navic se vyuziva k zavlaze vétSinou kvalitni, nanejvys slabé mineralizovana

voda (Sarpatka et al. 2002).



3.2 Halofytni a glykofytni druhy

Zasoleni pudy ovliviiuje padni edafon i rast rostlin. V pribéhu rostlinné evoluce se
mnohé druhy ptizpasobily prostiedi (Obr. 1), a tak jsou znamé mnohé slanomilné rostliny
(halofyty). VétSina kulturnich rostlin a lesnich dfevin vyssi obsah rozpustnych soli v padé
nesnasi a jejich slozeni a koncentrace neptiznivé ovliviiuje riist zejména:

-osmotickym efektem, kdy je limitovana schopnost rostlin ziskavat vodu a ziviny z pudniho
roztoku.

-specifickymi iontovymi u¢inky

-zménami ve fyzikéalnich a chemickych vlastnostech ptid, které mohou dlouhodobé negativné
ovliviiovat vyvoj rostlin (Sarpatka et al. 2002). Vé&tsina rostlin je citliva na stres ze soli a slanost
muze inhibovat rust rostlin vyvolanim iontové toxicity, osmotického a oxidativniho stresu.
Reaktivni druhy kysliku (ROS) mohou byt také produkovany v reakci na vystaveni rostliny
solnému stresu, coz mize vést k poskozeni a ovlivnéni DNA, bilkovin a lipidd. Kromé toho
muze stres soli negativné ovlivnit strukturu chloroplastu, coz nasledné vede ke snizeni obsahu
chlorofylu a atlumu fotosyntézy (Meng et al. 2018).

Osmoticky stres vyvolany salinitou snizuje piijjem vody z kofenl rostlin. Rostliny reguluji
hospodaieni s vodou béhem pisobeni solného stresu, protoze dostatecné mnozstvi vody je
nezbytné pro udrzeni ristu bunck a Zivotné dulezitych bunéénych funkci jako je fotosyntéza a
metabolismus. V dalkové piepravé vody, tj. z kotenti do vyhonk? rostliny je odpafovani jednou

z hlavnich hybnych sil pro pohyb vody, zejména v apoplastické cesté (Yeo et al. 1985).

3.2.1 Halofyty

Halofyty jsou pozoruhodné rostliny snasejici koncentrace soli, které zabijeji 99 %
ostatnich druhd (Flowers 2008).
Stres zasolenim vede k vyraznému sniZeni vodniho potencidlu a nadbytku toxickych iontd
zvySujici osmoticky tlak (Hnilicka et al. 2016). V zavislosti na schopnosti rostlin sul
akumulovat nebo vyloucit jsou rozliSovany nasledujici typy: ““ sul akumulijici“-euhalofyty, “stl
uvolnujici“- crinofyty, “sul nepropustné“-gylykolhalofyty, pseudohalofyty a miohalofyty. Z
ekologického hlediska rozd¢lujeme halofyty na povinné (obligatni), fakultativni a
pseudohalofyty. Charakter jejich ristu je velmi odlisny (Rozentsvet 2017).
Halofyty jsou rostliny, které¢ vykazuji vysokou toleranci soli, coz jim umoziuje prezit a
prospivat i v extrémn¢ fyziologickych podminkach. Slanomilné rostliny jsou odolné vici soli

nebo stl toleruji a mohou dokoncit své zivotni cykly v pidé€ i obsahujici vice nez 200 mmol/I



NaCl, zatimco glykofyty nemtizou prosperovat a vétSinou jsou vazné poskozené (Meng et al.
2018). Halofyty obvykle udrzuji vysoky potencial turgoru akumulaci iontd (Ashraf 2004).
Mnoho, ale ne v§echny, dvoudélozné halofytni rostliny ukazuji optimalni rtst v koncentraci 50-
250 mmol/l NaCl, zatimco jednod€lozné halofytni rostliny obecné rostou optimalné v
nepfitomnosti soli, rust je stimulovan jiz pii nizké koncentraci NaCl (50 mmol/l nebo méng).
Mala skupina halofyti vyvinula specifické struktury pro vyluovani soli, nazyvané solné zlazy,
které mohou vyloucit piebytecnou stl z rostlinnych tkani, aby se zvysila tolerance slanosti
(Meng et al. 2018). VSechny halofyty musi spliiovat podminku osmotické upravy, aby dokazaly
piijmout vodu s nizkym vné&jsim potencialem (Flowers 2008). Nejvice halofytnich druht
najdeme v ¢eledi Chenopodiaceae (piiblizné 550) dale pak v ¢eledich Poaceae, Fabaceae a
Asteraceae (Aslam et al. 2011)

3.2.2 Glykofyty

Solny stres vyrazné¢ snizuje rast a produktivitu glykofytd, které tvoii vétSinu
zemé&délskych produktt (Horie et al. 2012).
Nekolik uznavanych online slovnikti uvadi glykofyty jako ,,jakékoliv rostliny, které jsou
schopné zdravé riist pouze v ptidach s nizkym obsahem sodnych soli*. Vysoky ani nizky obsah
soli neni jednoznac¢né definovan. Oxfordsky anglicky slovnik definuje glykofyty jako "rostliny,
jejiz rust je inhibovan zasolenou pidou". V tomto ptipadé jsou vSechny, nebo pifinejmensim
téme&f vSechny halofyty glykofyty. Ve fyziologické literatuie existuje i zajimavy oxymoron
glykofytu s toleranci soli (Glenn et al. 1999).
Glykofyty jsou rostliny citlivé na stl (napiiklad mnoho lusténin, ovocnych stromt a vinné révy)
maji nedostate¢nou kontrolu nad absorpci iontil, kdyZz jsou vystaveny piisobeni fyziologickému
roztoku.
Nekontrolovana absorpce soli vede k vysoké koncentraci uvniti rostliny, nasledné dochazi k
zranéni, protoze mechanismy pro oddéleni soli nejsou dobte vyvinuty u glykofytnich rostlin.
Takovy druh zranéni neni zplisoben jen osmotickym stresem, ale pfedev§im iontovou toxicitou.
Vysoké koncentrace soli v cytoplasmé miZou také posSkodit enzymy a organely (Lauchi &
Epstein 1984).
Zvysené sekundarni zatizeni salinizaci, zpisobené vlivem antropogennich aktivit, vede K

vétsimu tlaku na glykofytni rostliny. Glykofyty vykazuji siln¢ tlumeny rust, a dokonce i smrt v
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ptitomnosti 100-200 mmol/l soli (Himabindu 2016). Glykofyty jsou nachylné;si k iontovému
stresu vice nez halofyty (Assaha et al. 2017). Vétsina druhd rostlin v¢etné hlavnich plodin jsou
glykofyty, tj. nevykazuji toleranci k soli. V téchto rostlinich vyvolava solny stres po sobé
nasledujici poruchy, odchylky a zablokovani nékterych dilezitych zivotné dilezitych funkci,

které vedou k nevratnym zménam a imrti (Zakharin 2009).

Obr.1 Rozdéleni plodin

Tabulka 29: Klasifikace sndSenlivosti zemédélskych plodin
k salinité podle koncentrace (Maas, 1990)

. Konc. soli ‘
Snasenlivost (mS.cm“) Plodina
citlivé <1,5mS.cm™ fazol, jetel, mrkev, salat
stfedné citlivé 1,5-3,0 mS.cm™ kukufice,vojtéska, brambory

stfedné snasenlivé | 3,0-6,0 mS.cm™ | séja, pSenice
snasenlivé 6,0-10,0 mS.cm™' | jeémen, cukrovka

(Sarpatka et al. 2002)

3.3 Zpiisob tolerance k soli

Rostliny si zachovaly specifické mechanismy pro sniZovéani solného stresu, jako je
hormonalni stimulace, iontova vymeéna, antioxidacni enzymy a aktivace signaliza¢nich kaskad
na svych metabolickych a genetickych hranicich, které uklidiuji stresovy stav (Numan 2018).
Také vyvinuly komplexni obranyschopnost odolavajici stresu soli, kterd se opird o rizné
mechanismy, jako je biosyntéza osmolytli, zmény iontové homeostazy, intracelularni
kompartmentalizace toxickych iontl a systémy zachytavani ROS (reaktivnich forem kysliku).
Halofyty obvykle dodrzuji tfi mechanismy tolerance soli: sniZzeni pfilivu Na®,
kompartmentalizace a vylu¢ovani sodnych iontl. Pseudohalofyty zachycuji ionty v kotenech a
minimalizuji transport do ¢asti rostliny za G€elem ochrany hlavnich metabolickych tkéni.
Euhalofyty mohou ziedit sul ve svych §tavnatych listech nebo stoncich a jsou proto vysoce
tolerantni vii¢i solim. Recretohalofyty mohou aktivné€ vylucovat vsttebanou stil na vnéjsi stranu

prostiednictvim typické struktury, ktera dokaze vylucovat soli v pokozce (Meng et al. 2018).



Vakuoly u halofytnich druhi mohou mit modifikovanou lipidovou membranu, ktera zabranuje
tniku Na* zpét do cytoplazmy. Diky své rozmanitosti jsou halofytni druhy povaZovany za
bohaty zdroj, pro vznik novych potencialnich plodin (Glenn et al.1999).

Protoze monovalentni ionty jsou povazovany za toxické v koncentracich, které jsou

pozadovany pro osmotickou upravu, obecné se predpoklada, Z7e Na *

a Cl ~ jsou
shromazd’'ovany, pfevazné ve vakuolach, takze koncentrace v cytoplazmé jsou udrzovany v
piijatelnych mezich (Jones & Gorham 2002).

K toleranci soli na bunééné tirovni je potieba akumulace metabolicky aktivnich (organickych)
osmolyti Vv cytoplazmé, aby dos$lo k vyrovnani osmotického potencialu Na * a CI
akumulovaného ve vakuole (Jones & Gorham 2002). Rada molekul jako jsou cukry (napf.
sachar6za), cukerné alkoholy (napf. sorbitol), aminokyseliny (napt. prolin), slouceniny s
obsahem methylového prolinu (napt. methyl-prolin), betainy (napt. glycin betain) a methylové

sulfonové slouc¢eniny (napt. dimethylsulfonioproprionat, DMSP) byly navrZeny pro splnéni této

funkce v halofytech. Funguji jako osmoprotetaktivni ¢inidla (Hasegawa et al. 2000).

3.3.1 Vylu€ovani soli pomoci specializovanych solnych Zlaz

Maléa skupina halofyth vyvinula specifické struktury vylucovani soli, nazyvané solné
zlazy, které mohou vyloucit pfebytecnou stl z rostlinnych tkani, aby se zvysila tolerance na
solny stres. Vylucovaci bunky maji ¢etné plasmodesmové spojeni s okolnimi mezofylovymi
bunikami. Zda se tedy, Ze sul je aktivné transportovana do sbérnych bunck a do sekreCnich

bunék. Vnéjsi povrch sekreénich bunék je pokryt pokozkou i Zlazami (Meng et al. 2018).

3.3.2 Zmény iontové homeostazy a osmotického tlaku

Intracelularni kompartmentalizace toxickych iontll za pouziti specialnich transportérti
predstavuje dalsi klicovy vzorec pouzivany halofyty k udrzeni stfedniho cytosolového poméru
K "a Na " v cytosolu. Takze membranové ATP4zy a iontové transportéry hraji v nékterych
halofytech zasadni roli pro odolnost k solnému stresu (Meng et al.).

Pii stresovych podminkach zpisobenych soli je osmoticky tlak také vazné ohrozen kvili

ptilivu vysokych koncentraci iontl soli. Halofyty vyvinuly obranny mechanismus zahrnujici



akumulaci osmoprotektantii, jako je prolin, glycinbetain, polyfenoly a rozpustné cukry v
cytosolu, aby se snizil a vyvazoval osmoticky tlak (Meng et al. 2018).

Prolin produkuji a akumuluji rostliny jako reakci na abioticky stres. Pfikladem abiotickych
strestl je vodni deficit, zasoleni, prudké zmény teplot a v neposledni fad¢ se ukazuje, Ze i stres
vyvolany tézkymi kovy zvySuje produkci prolinu (Motkova et al. 2013).

Vyskytuje se v cytosolu bunék a vyznamné ptispiva k vyrovnavani osmotického tlaku, ma
funkci udrzet stabilitu membran a zmirfiuje a¢inky NaCl na bunééné membrany.

Uginnym osmoprotektantem je také glycinbetain nalezeny napi. u halofytnich rostlin Geledi
Poacae a Chenopodiaceae. Glycinbetain je kvartérni amoniova sloucenina, ktera pomaha
chranit rostliny proti dehydrataci (Motkova et al. 2013).

3.3.3 Detoxifikace ROS a zmény v sloZeni membrany

Vznikajici reaktivni formy kysliku (ROS) zplsobuji zejména oxidativni poskozeni
membranovych lipidt, proteinii a nukleovych kyselin. Na druhou stranu ROS funguji jako
klicovy prvek signalni kaskady vedouci k uzavieni praduchti (Motkova et al. 2013).

ROS detoxikac¢ni drahy hraji ochrannou tlohu pfi reakci na stres soli tim, Ze odstraiiuji toxické
radikdly generované z fetézci elektronového transportu mitochondrii a chloroplasti.
Antioxidativni obranné systémy zahrnuji enzymatické slozky (Meng et al. 2018). Membranova
struktura a fluidita regulovand zménou sloZeni a stupném saturace mastnych kyselin
membranovych lipidl ovliviluje membranovou permeabilitu a pfispiva k odolnosti rostlin viici
stresorim v prostfedi. Dalsi studie ukézaly, Ze zvySené hladiny nenasycenych mastnych kyselin
v membranovych lipidech mohou chranit fotosystém II (PSII) a fotosystém I (PSI) a zvysit tak

toleranci fotosystému vici stresu soli (Meng et al. 2018).
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3.4 Vliv zasoleni na fotosyntézu

Salinita ovliviiuje fyziologickou aktivitu listu, zejména fotosyntézu, ktera je hlavni
pricinou snizené produktivity rostlin. V pocatecnich stadiich stresu je pokles fotosyntetické
rychlosti zpisoben stomatalnim uzavienim. Nedostate¢na absorpce vody v dusledku solného
stresu je oznacovana jako ,,chemické sucho (Munns et al. 2010).

Pii mirnych koncentracich soli maze fotosynteticka ucinnost dosahnout stejnych hodnot jako
kontrolni varianta u testovanych rostlin, ale pii vysoké koncentraci solnych ionti je fotosyntéza
vyznamné potlac¢ena (Asrar et al. 2017).

Reakce rostlin na stres soli je siln¢€ zavisla na genotypu. Stres soli ma kratkodobé i dlouhodobé
ucinky na fotosyntetické procesy. Prvotni G€inky mohou byt pozorovany po né€kolika hodinach
nebo dnech expozice rostlin a mize dojit k uplnému zastaveni ptijmu uhliku po dobu nékolika
hodin. Dlouhodoby tcinek se projevuje po nékolika dnech ptisobeni soli. Potlac¢eni fotosyntézy
je zpusobeno akumulaci soli v listech (Munns &Termaat 1986).

Pti vysokych koncentracich soli byly fotosyntetické pigmenty, fotochemické procesy a rychlost
pfenosu elektronti vyznamné snizeny, zatimco pii mirném namahani soli nebyl pokles
pozorovan. Mnoho studii v§ak ukdzalo vyznamnou ulohu stresu soli pii omezovani osmotické
vodivosti a snizeni reaktivnich druht kysliku (ROS) a hlavnich enzymii detoxikace ROS
(Munns & Tester 2008).

Podle Munns & Tester (2008), souvisi snizeni fotosyntézy s poklesem vodniho potencialu
v listech. V procesu fotosyntézy se objevuji dvé klicové slozité udalosti: svételna reakce, pti
které se svételna energie pievadi na ATP a NADPH za vzniku kysliku. Temnostni faze
nezavisla na svétle, ve kterych je CO2 pfeménén na uhlohydraty za pouZiti obou produktt ze
svételné faze fotosyntézy (Allakhverdiev et al. 2002). Pigmentova analyza ukazala, ze stres
zpusobeny soli vedl k vyznamnému poklesu obsahu chlorofylu A, zatimco obsah chlorofylu B
zustal neovlivnén. Zdalo se, ze chlorofyl B toleruje vyssi koncentrace soli nez chlorofyl A.
Vysoké koncentrace soli miizou poskodit aktivni reaktivni centra PSII, ni¢i komplex, ktery
vyviji kyslik (OEC) a poskozuje schopnost prenaset elektrony na darcovskou stranu PSII (Misra
et al. 2001).

Redukce fotosyntézy je spojena se snizenym vodnim potencialem listd, ktery je zodpovédny za
uzavieni praducht, coz zplisobuje snizeni stomatalni vodivosti. Rozptyleni CO2 uvniti stomat
se pak stdva omezené a jeho vazba na urovni chloroplastu se nasledné snizuje; regenerace RuBP

(ribulosa bisfosfat) se snizuje (Munns & Tester 2008).
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3.4.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je proces, kterym rostliny pfevadeji svételnou energii ze slunce na

chemickou energii ve form¢ sacharidi. Proces fotosyntézy zaciné absorpci fotona rostlinnymi
pigmenty (Zheng 2013). Obecnéji 1ze definovat fotosyntézu jako souhrn procest spojenych
s preménou energie fotont (kvant zareni) do volné chemické energie, ktera je dale vyuzita pfi
biologickych syntézach (Gloser 1998).
Fotosyntetické pigmenty jsou vzdy pfipojeny k membrandm v bunce. V tasach a vysSich
rostlindch jsou fotosyntetické pigmenty umistény v chloroplastu, kde probiha fotosyntéza.
Pigmentové molekuly nejsou rozptyleny ndhodné uvnitt chloroplastu, ale jsou uspofadany na
povrchu tylakoidnich membran (Brennan 2013).

Chloroplasty jsou organely s dvojitou povrchovou membranou a s dal$im vysoce specifickym
vnitinim membranovym systémem, oznacovanym jako tylakoidy. Skupiny tésné na sebe
priléhajicich tylakoid nazyvame grana (Gloser 1998).

Ve fotosyntéze je vyuzita pouze enerdie svétla s rozsahem vlnovych délek 700-400 nm.

Chlorofyl absorbuje z viditelného spektra nejvice €ast ¢ervenou s nejvétsi vinovou délkou,
ktera vSak ma ve slune¢nim spektru nejvétsi rozsah (Dostal a Dykyjova 1962).

Nekteré rostliny preménuji CO2 na tfi uhlikové cukry a jsou tudiz nazyvany uhlik- 3 rostliny.
Pro typické uhlik -3 rostliny jsou vhodné mirné oblasti, kde pocasi neni pfili§ suché nebo horké
a voda neni obecné omezujici faktor. Pfiklady tfi uhlikatych rostlin zahrnuji takové plodiny
jako je pSenice, je¢men a hrach (Zheng 2013).

Jiné rostliny pievadéji CO2 na ¢tyfmocny cukr a jsou tudiz nazyvany uhlik- 4 rostliny. Uhlik -
4 rostliny jsou vybaveny ¢erpadlem COg, které mtize koncentrovat CO2 uvnitt svych listt. To
umoziuje témto rostlinam provadét fotosyntézu, i kdyz se jejich stomata musi castecné nebo
docasné uzavfit, aby se zachovala voda v horkém a slune¢nim dni. Takto jsou C4 rostliny dobie
pfizpisobeny vysokym dennim teplotdm a intenzivnimu slune¢nimu svétlu s periodickymi
nedostatky vody (Zheng 2013). K fotosystému II patii i komplex, ve kterém dochazi k fotolyze
vody. Byva téz oznacovan jako OEC (Oxygen Elvolving Center) (Prochéazka et al. 2002).
Fotosystém je tvofen komplexem integralnich bilkovin v tylakoidni membrané (Prochazka et
al. 1998). Kromé chlorofylu se podileji na absorpci svétla i ostatni pigmenty (Kincl a Faustus

1997).
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3.5 Osmoticky aktivni latky a jejich funkce pFi piisobeni solného stresu

Na fyziologické urovni je osmotické ptizpiisobeni adaptivnim mechanismem, ktery se
podili na toleranci sucha a solného stresu, umoziuje normalni udrzovani tlaku turgoru za
stresovych podminek (Singh 2015). Osmolyty jsou ,.kompatibilni*, mohou dosahnout velmi
vysokych bunéénych koncentraci bez zasahu do normalniho rostlinného metabolismu. Zda se,
ze hraji dulezitou roli osmotického piizptsobeni ve vSech podminkach prostredi, které vede k
dehydrataci bun¢k, v¢etné solného stresu (Flowers & Colmer 2008).

Jeden z nejbéznéjsich osmolytt v rostlinach je prolin (Obr. 2), aminokyselina, ktera se hromadi
v cytosolu mnoha vysSich rostlin v reakci na jiné abiotické stresy: vysoka koncentrace soli,
sucho, chlad, vysoka teplota, nutricni nedostatky, tézké kovy, znecisténi ovzdusi nebo UV
zafeni (Saradhi et al. 1995). Jednim z metabolickych dusledkd osmotického stresu je akumulace
osmolytl - nizkomolekularnich organickych sloucenin, také znamych jako kompatibilni
rozpustné latky, které jsou vysoce rozpustné a neinterferuji s normalnimi metabolickymi
reakcemi, protoze nejsou toxické ani pii vysokych bunéénych koncentracich (Flowers et al.
1977). Byla identifikovana $iroka skala osmoprotektivnich slouc¢enin, véetné mono, di, oligo a
polysacharidu, jako je glukosa, fruktoza, sachardza, trehaldza, rafindza a fruktany; cukrové
alkoholy (polyoly), jako je sorbitol, manitol (Rhodes et al. 2002).

Z termodynamického hlediska osmolyty snizuji osmoticky potencial vody a tim 1 potencial

vody v bunkach, ve kterych jsou pfitomny (Borowitzka 1981).

3.5.1 Aminokyseliny

3.5.1.1 Prolin

Prolin muZe podstatné pfispét k osmotickému nastaveni cytoplazmy, pokud se akumuluje
v dostateéné vysoké koncentraci, v né&kolika dalich pfipadech plni funkce jako
osmoprotektivni ¢inidla (Verbruggen & Hermans 2008). Prolin, ktery je indikatorem stresu, je
Casto povazovan za dobry parametr pro testovani rostlin, u kterych piedpokladame dobrou
toleranci proti stresu suchem (Bekka 2018). Akumulace prolinu je béznou fyziologickou reakci
v mnoha rostlinach, rostliny reaguji na Sirokou Skalu biotickych a abiotickych strest
(Verbruggen et al. 2008). V podminkach bez fyziologického roztoku jsou hladiny prolinu nizké
a zvySuji se tim, Ze se zvySuje koncentrace soli (Stewart et al.1974). Ackoliv prolin obvykle

tvofi v glykofytich rostlinach mensi slozku volnych aminokyselin z celkového mnozstvi,
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bylo pozorovano, Ze se hromadi vV podminkéch, kdy je rostlina stresovana nedostatkem vody
(Barnett & Naylor 1966). Zvysujici se koncentrace soli zptsobily zvyseni volného obsahu
prolinu. Tyto vysledky naznacuji, Ze tolerance solného stresu halofytnich rostlin mize byt Gizce
spojena se zvysenou kapacitou antioxidac¢niho systému jak zachytavat reaktivni druhy kysliku,
a tim potlacit hladinu peroxidace lipida spolu s akumulaci osmoprotektivniho prolinu v

podminkach solného stresu (Yazici et al. 2007).

3.5.1.2 Glycin betain

Glycin betain (dale GB) je amfoterni slouCenina, ktera je elektricky neutralni v Sirokém
rozmezi fyziologickych hodnot pH. Je extrémné rozpustny ve vodé€, ale obsahuje nepoléarni
uhlovodikovou skupinu, ktera se sklada ze tfi methylovych skupin. Molekularni vlastnosti GB
umoziuji interakci s hydrofilnimi a hydrofobnimi doménami makromolekul, jako jsou enzymy
a proteinové komplexy. Studie in vitro ukazaly, ze glycin betain neni pouze netoxicky bunéény
osmolyt, ktery zvySuje intracelularni osmolaritu, kdyZ je butika vystavena stresim vyvolanym
hyperosmotickym stavem: bylo dobfe zdokumentovéno, Ze Vin vitro podminkich GB
stabilizuje struktury a aktivity enzymt, bilkovinnych komplext a udrzuje integritu membran
proti $kodlivym t¢inkiim nadmérné koncentrace soli, chladu, tepla (Gorham 1995).
Bylo prokazano, ze studie rostlinné fyziologie a genetiky dokladaji, Ze Girovenn nahromadéného
GB koreluje se stupném tolerance soli (Rhodes et al. 1989). Navic exogenni zasoba GB také
zvysuje solnou toleranci nékterych rostlin, které nejsou jinak schopné akumulovat glycin betain
(Harinasut et al. 1996).
Glycin betain je kvartérni sloucenina, ktera se hromadi v reakci na stres soli a nedostatkem
vody v mnoha rtiznych organismech (Hanson & Scott 1980). Krom¢ osmotickych efekt a
pfimych ochrannych rolich jako osmoprotektant GB také neptfimo pfispiva k toleranci viici
stresu soli a zlepsuje stomatalni vodivost (Chen & Murata 2008).
Glycin betain a prolin jsou dva hlavni organické osmolyty, které se hromadi v riznych druzich
rostlin v reakci na stres svého zivotniho prostiedi jako je sucho, vysoky obsah soli, extrémni
teploty, UV zafeni a té¢zké kovy. Pfestoze jejich skutecné role v osmotoleranci rostlin zlstavaji
nedokonale objasnéné, piedpoklada se, ze obé slouceniny maji pozitivni vliv na integritu
enzymu a membran spolu s adaptivnimi tlohami pfi zprosttedkovani osmotického nastaveni u

rostlin péstovanych za stresovych podminek (Ashraf & Foolad 2005).
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3.5.1.3 GABA

Po desetileti byla GABA u rostlin znaima pouze jako metabolit, vétSinou v kontextu s reakci na
stres (Bouché & Fromm 2004). Gaba je neproteinova aminokyselina, ktera je Siroce rozsirena
v celém biologickém svéte. Stresy prostiedi zvySuji akumulaci GABA prostiednictvim dvou
riaznych mechanisma (Kinnersley & Turano 2000).

Stresy vyvolavajici metabolické a nebo mechanické poskozeni, které vedou k okyseleni
cytosoll, indukuji vnik kyselého pH, které je zavislé na aktivaci glutamat dekarboxylazy a
syntézy GABA. Extrémné vyrazné poklesy cytosolického pH se vyskytuji pii depresi kysliku,
coZ je primarni stresovy faktor v zaplavenych ptidach a tento stres vyvolava nejvétsi akumulaci

GABA (Kinnersley & Turano 2000).

3.5.2 Polysacharidy

3.5.2.1 Manitol

Manitol je alkohol s Sesti uhliky v cukru, kterému se dosud vénovala mala pozornost védct
rostlin, a to navzdory Sirokému rozsifeni v prirod¢ (Stoop et al. 1996).
Manitol mize zachytit hydroxylové radikaly k ochrané citlivych thiol-regulovanych enzymt,

jako je fosforibulokinaza, thioredoxin, ferredoxin a glutathion (Shen et al. 1997).

3.5.2.1 Fruktanty

Fruktanty jsou polymery fruktozy a slouzi jako hlavni zdsobni sacharidy v mnoha rostlinnych
druht. V rostlinach se hromadi fruktany ve vakuole a pfedpoklada se, ze se podileji na abiotické

stresové toleranci (Vijn & Smeekens 1999).

3.5.2.2 Trehal6za

Trehaloza je neredukujici disacharid glukozy, ktery funguje jako kompatibilni rozpousténa
latka, ktera dokaze stabilizovat biologické struktury pod abiotickym stresem v bakteriich,
houbach a bezobratlych Zivocichl. Je to velmi vzacnd sloucenina pro rostlinné kralovstvi

(Pilon-Smits et al. 1995).
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Cukry nejenom podporuji rast tkdni, ale také ovliviluji systémy citlivé na cukr, které reguluji
bud’ pozitivni nebo negativni expresi riznych gent zapojenych do fotosyntézy, dychani,
syntézy a degradace Skrobu, sacharozy (Hare et al. 1998).

Trehaldza je vysoce rozpustna, ale chemicky nereaktivni, takze je kompatibilni s bunéénym
metabolismem i pfi vysokych koncentracich (Lunn et al. 2014).

U rostlin byla akumulace trehaldézy poprvé demonstrovana na rostlinach glykofytnich pfi
vysous$eni, ale podle naSich znalosti zstava prokazana i v halofytach (Inés Slama et al. 2015).

Obr.2(In¢s Slama et al. 2015).

CH.OH D
“—"‘w/\coc CH,OH GH,OH
e OH - H
= e
H
Glycine bataine Trehalose o4 OH
DH
. Coor
S‘/‘\"/
/"'
3-dimethylsulfonicpropionats Proling D-gnonitol Mannitol Sorbitol
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Structures of vanous oemoprotectants found in plants.
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4 Metodika

4.1 Charakteristika Sruchy zelné

Portulaca oleracea L. je bézna bylina pouzivana jako zelenina.

N 24

Je to osmy nejcastéjsi plevel po celém svété rostouci v mirnych, subtropickych a tropickych
oblastech v nadmotské vySce do 2600nm. Vyskytuje se od 45° severni az 40 °jizni Sitky (James,
1993). Rostlina je §tavnata, bylinna, vzpiimena nebo poléhava, rostouci az do vysky 30 cm s
valcovitym stonkem o praméru 2-3 mm. Rostlina se konzumuje jako zelenina a pouZziva se pro
1é€ebné ucely. Tradi€né, od starovéku, byla tato rostlina pouzivana k 1é€bé raznych
onemocnéni, jako jsou kozni problémy, horecka (Sultana & Rahman 2013).

Srucha je roéni rostlina odolna proti suchu a soli, ktera obsahuje velké mnoZstvi uZite¢nych
omega-3 mastnych kyselin a antioxida¢nich vitamind. Tato rostlina je pfizplsobiva jak
podminkam sucha, tak i podminkam soli, coz z ni ¢ini hlavniho kandidata na vytvoteni jedlé
krajiny v suchych oblastech a na zasolenych pidach, které se ¢asto vyskytuji spoleéné tam, kde
je puda intenzivné zavlazovana (Isin Yazici et al. 2007). V posledni dob¢ se tato rostlina
objevila i jako oblibena rostlina pro zdroj vyzivy a 1é¢ivych vlastnosti v Cechach a Evropé (Brill
&Wildman 1994). Srucha zeln4 roste na slunnych a sussich stanovistich — navsi, okraje cest,
vinice. Kvete od ¢ervence do fijna. KvEty jsou nenapadné, okvétni listky jsou zbarvené do zZluta
(Obr. 3) Plodem je elipsoidni tobolka. Vyuziva se jako kofeni a zelenina v teplych oblastech

svéta. Rostlina je jednoletd a ma duznaty koten valcovitého tvaru.

Obr.3 Portulaca oleracea v kvétu (zdroj Botany.cz)
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4.2 Zalozeni pokusu

Pokus byl zaloZen v druhé poloviné biezna roku 2018 v podminkach klimaboxu. Rostliny
byly péstovany po dobu dvou mésici. Prubézné byly vyuzivany k stanoveni obsahu prolinu.
Vysev byl proveden 23.3.2018 v klimaboxu na Katedie botaniky a fyziologie rostlin. Bylo
pouzito osivo od spole¢nosti Semo v mnozstvi 0,4g. Srucha byla péstovana v kvétinacich o
velikosti 13x13x13 cm a o objemu 1,51. Pro vysev semen byl vyuzit substrat od znacky Hawita
o velikosti frakci 0-10 mm. Substrat obsahuje bilou a Cernou raSelinu, jil a PGmix. Pied
vykli¢enim rostlin byl pokus zalévan kazdy den. Po vykliceni se pokus zaléval kazdy teti den,
tak aby nikdy nedoslo k uplnému vyschnuti substratu.

Pokus se §ruchou zelnou byl proveden na Katedie botaniky a fyziologie rostlin Ceské
zemé&delské univerzity v Praze. Pokus byl zalozen v klimaboxu (Obr. 4), ve kterém byla teplota
udrzovéana na 22°C. Srucha byla vystavena umé&lému osvétleni a relativni vzdusné vlhkosti mezi

60-70 %.

4.2.2 Varianty

Po dobé, kdy rostliny dosahly pozadovaného vzristu byly rozdéleny do tii variant.
Jednotlivé skupiny byly oznaceny barevnou vlajeckou. Kontrolni varianta byla béhem prib&hu
pokusu zalévéana destilovanou vodou, pokazdé vzdy 100ml. V této skupiné bylo 17 kvétinacu.
Dalsi variantu tvofily rostliny, které byly béhem pokusu zalévany sto mililitry solného roztoku
0 koncentraci NaCl 100mml/l. Tato skupina rostlin byla sestavena ze 16 kvétinact. Treti
variantu tvoftily rostliny, které byly zalévany solnym roztokem o koncentraci 300mml/I.
VSechny varianty byly zalévany kazdy tfeti den, aby nedoslo k proschnuti substratu. V kazdém
kvétinaci bylo umisténo pét az sedm rostlin, aby nedochazelo ke vzniku prostorové konkurence

a naslednému omezeni rastu.
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Obr.4 Rostliny v klimaboxu (autor)

1.3 Stanoveni obsahu prolinu

Stanoveni obsahu prolinu vychazi z metodiky dle Batese 1973. Pokus byl zaloZen ve tiech
riznych variantach, které se liSily koncentraci soli NaCl. Varianty byly udrzované
v temperovaném klimaboxu na Katedie botaniky a fyziologie rostlin.

Jednotlivy rostlinny material se hodnotil oddélen¢ a postupné. V klimaboxu se odebral vhodny
vyhonek rostlin k provedeni pokusu. Vybralo se vzdy 4-5 jednotlivych vyhond za kazdou
variantu.

Obr.5 Véha (autor)
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Z jednotlivych variant bylo navazeno 0,25 g listové plochy (Obr. 5). Listy bylo potieba
navazit co nejrychleji, aby nedochéazelo k vyparu, ktery by ovlivnil navazenou hmotnost
vzorkd. Pokus byl sestaven z péti opakovani pro kazdou variantu. Navazeny material se v tieci

misce rozmélnil v homogenni smés spolu s 5ml 3 % kyseliny sulfossalicylové.

Obr.6 Tteni a filtrace (autor)

Kyselina se pfilévala po malych ¢astech, aby doSlo k rozmélnéni slizovitého listu rostliny.
Takto pfipraveny homogenni material se nechal stat, dokud nedoslo k reakci (zména barvy na
zluto-hnédou) (Obr. 6).

Vzniklou smés bylo nutné piefiltrovat pies filtra¢ni papir do kadinek nebo lze smés filtrovat
pres vakuum v digestoii. Cisty filtrat se prepipetoval v digestofi do zkumavek(1ml), K filtratu
se ptidal 1ml ninhydrinu a 1ml koncentrované kyseliny octové (98%) (Obr. 7). Piipravené
vzorky se nechaly promichat na Vortexu.

Obr.7 Filtraty v digestofi (autor)
_’ ‘0 (YA
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Vzorky se nechaly temperovat po dobu 30 minut pfi teploté¢ 90° C. Do vychladlych vzorkt
bylo odpipetovano 3ml toluenu a ¢ekalo se na oddéleni fazi. Po oddéleni fazi byla z horni
vrstvy zméiena absorbance fotospektrometrem 520mn. Vysledny obsah prolinu byl vyjadien v

um/g FW (Cerstvé hmotnosti).
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1.4 Vysledky

S vyssi koncentraci NaCl a dobou piisobeni stresu roste také obsah prolinu, nejvyssich
hodnoty byly naméfeny u kontrolni varianty (Obr. 8).
U kontrolni varianty, kterd nebyla vystavena stresovému faktoru, se nepfedpokladaji zmény
v obsahu prolinu. Graf ukazuje mirné rozdily mezi méfenim, ale i piesto rostlina nebyla
stresovana. Hodnoty obsahu prolinu se pohybovaly v rozpéti od 29,9 um/g FW (7. méfeni) az
do 92,0 um/g FW (2. méteni). Béhem méteni doslo u kontrolni varianty k nartstu o 207,8 %.
Ve srovnani s variantou S300, u které doslo k vyraznému hromadéni prolinu, nedochazelo
k zadné prokazatelné akumulaci, obsah prolinu byl stabilni, mizeme pozorovat stejny vyvoj

jako u varianty S100, u které taky nedoslo k vyrazné stresové reakci.

Obr.8 Primérny obsah prolinu (um/g FW) u kontrolni varianty

Primeérny obsah prolinu u kontrolni varianty
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Nameétené hodnoty u varianty S100 (Obr. 9) se pohybovaly v intervalu od 63,0 um/g FW (6.
meteni) az do 166,8008 um/g FW (5. méteni). U varianty S100 nedoslo k Zadné stresové reakci.
Vysledky jsou porovnatelné s variantou K-kontrola, u které také doslo jen k mirnym rozdiltim.

Procentualné doslo k nartistu prolinu v pribéhu méteni o 185,8 %.
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Obr.9 Primérny obsah prolinu pm/g FW u varianty S100

Primérny obsah prolinu u varianty S100
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U varianty S 300 (Obr. 10) vidime postupny nardst obsahu prolinu. Koncentrace NaCl byla
nejvyssi ze vSech variant. Naméfené hodnoty byly v rozmezi od 24,9 um/g FW (1. termin) az
901,5 pm/g FW (7. termin). Méfeni bylo provadéno v sedmi terminech. Skokového nartistdni
hodnot si mizeme vSimnout od tfettho méteni, kdy dochazi k akumulaci prolinu vlivem
stresové reakce. Doslo k nartstu o 3527,5 % mezi nejnizsi a nejvyssi hodnotou.

Ve srovnani s variantou Ka S100 lze pozorovat rychly narist obsahu prolinu, mizeme si

vS§imnout mirného poklesu hodnot v Sestém terminu odbéru vzorku.

Obr.10 Primérny obsah prolinu pm/g FW u varianty S300

Obsah prolinu u varianty S300

1000 901,548
900
200 739,6643

665,273
700

600
500
400
300

200
100 24,8531

Obsah prolinu pm/g FW

69,749

20.V 23.V 26.V 30.vV 09.v 16.V 24V
Termin

23



U souhrnného grafu (Obr. 11) vidime jednotlivé kiivky, jak se ménil obsah osmolytu. Varianta
S100 témér kopiruje kontrolni variantu. Stresova reakce se projevila nejvice u varianty S300,

ktera méla vliv na halofytni rostlinu Portulaca oleracea.

Obr.11 Souhrnny graf
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5 Diskuze

Obsah prolinu se u jednotlivych variant lisil v zavislosti na terminu odbéru a celkové délce
pusobeni NaCl. Zasolenost pudy miuze byt zpusobena piirozenymi nebo c¢lovékem
indukovanymi procesy, je velkym rizikem pro zivotni prostfedi. Celkovy rozsah pid
zasazenych primarnim zasolenim je asi 955 mil. ha, zatimco sekundarni salinizace postihuje asi

77 mil. ha, z toho 58 % v zavlazovanych oblastech. Témét 20 % veskeré zavlazované pudy je
zasazeno soli a tento podil ma tendenci rist navzdory znacnému Usili o rekultivaci pady. To
vyzaduje peclivé sledovani stavu a typt zasolenych pud, aby doslo k omezeni degradace pudy
a zajistilo se udrzitelné vyuzivani jiz takto poskozenych ptud a pozemkt (Metternicht & Zinck
2003). Problémy zasoleni pudy a sodicity se vyskytuji v témét kazdé zavlazované oblasti svéta
a vyskytuji se také na nevrstvenych porostech a pastvinach. Proto prakticky neni adna zemé
imunni na vliv salinizace. Je dilezité pro udrZeni zivota na Zemi, kontrolovat tyto problémy a
hledat nové cesty, jak vyuZzivat tyto rozsahlé solné a sodné ptidy (Pessarakli 1999).

Pokud vezmeme v ivahu, Ze jsou vSechny plodiny péstovany na ptidach, maji pidni vlastnosti

podstatny vliv na Zivot rostlin a plodin. V pfirod¢ rostou na konkrétnich ptidich obvykle
jednotlivé druhy rostlin. Existuji tedy specifické vztahy mezi ur€itou pudou a vegetacnim
pokryvem této specifické ptidy (Pessarakli 1999). Rizné skupiny piid jsou zodpovédné za rtizné
vlastnosti, které vlivem stresu brani rozvoji rostlin a plodin. V solnych ptidach je vysledkem
vysoka koncentrace soli v pevné a kapalné fazi, coz vede k vzniku vysokého osmotického tlaku,
ktery brani normalnimu rozvoji rostlin (Zhu 2001).
Zasolenost je stresovy faktor, ktery ma nepfiznivé nasledky na zivot rostliny. Kromé toho,
nekteré slouc¢eniny napft. chloridy, které obsahuji piidy jiz zasaZené salinizaci, piisobi jako jeden
ze stresujicich faktorti. Vysoké pH bréani zivotni funkci plodin a limituje jejich vyvoj (Pessakli
1999).
Vysoké koncentrace soli zpisobuje hyperosmoticky stres a iontovou nerovnovahu, tyto efekty
muzou vést az ke smrti rostliny (Zhu 2001). Chemicky potencial solné¢ho roztoku zpocatku
vytvaii nerovnovahu potencialu vody mezi apoplastem a symplastem, ktery vede ke snizeni
turgoru. Pfi silném ptsobeni solného roztoku mlize dojit az k sniZeni ristu (Bohnert et al. 1995).
K zastaveni rustu dochazi, kdyz je turgor snizen pod prahovou hodnotu buiky (Taiz & Zeiger
1998).
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Podle Motkové a kol (2014) ,,Halofyty jsou rostliny schopné vyuzit ke svému ristu vodu i s
vice nez 0,5 % obsahem soli. Adaptace rostlin k zasoleni je dvojiho druhu. V prvni fad¢ se
jedna o dokonale fizeny ptijem soli pomoci vysoce selektivni plazmatické membrany, ktera
brani pronikani nadbyte¢nych iontii do bun¢k kotent. Druhy adapta¢ni mechanismus spociva
ve zvyseném ukladani soli do vakuol, ptipadné apoplastu, kdy byvéa ¢ast soli transportovana do
nadzemni ¢asti a nasledné i vylu€ovéana na povrch lista*.

Solny stres vyrazné snizuje rist a produktivitu glykofytt, které tvoii vétSinu zemédelskych
produktt (Horie et al. 2012). ZvySené zatizeni sekundarni salinizaci zptusobené vlivem
antropogennich aktivit vede k vét§imu tlaku na glykofytni rostliny. Glykofyty vykazuji silné
tlumeny rust, a dokonce i smrt v ptitomnosti 100-200 mmol/I soli (Himabindu 2016).

Srucha zelna je jednoleta rostlina odolna viéi suchu a soli, kterd obsahuje velké mnoZstvi
prospeSnych omega-3 mastnych kyselin a antioxida¢nich latek. To, Ze je Srucha ptizpisobitelna
jak suchym i zasolenym podminkam, ji déla hlavnim kandidadtem na vytvoteni jedl¢ krajiny v
oblastech se suchymi podminkami a ptidami s vysokym obsahem soli, ¢asto jsou tyto faktory
ptitomny spole¢né, kde je puda zavlazovana (Yazici et al. 2017).

Uziva se jako antiseptikum, antispasmolitikum, diuretikum, antipyretikum, uvoliiuje svaly,
antioxidant, posiluje obranyschopnost systému, napomaha k filtraci krve pod lékaiskym
dohledem (Schuman 2001). Srucha zelna vyuziva fotosystém C4, ale zaroveii ma schopnost
konvertovat i Kk fotosystému CAM. Tato vlastnost vyrazné ovliviiuje schopnost Portulaca
oleracea odolavat rozsahlému enviromentalnimu stresu (Koch & Kennedy 1981).

Tradi¢né, od staroveku, byla tato rostlina pouzivdna k 1é¢bé riznych onemocnéni, jako jsou
kozni onemocnéni, horeCka (Sultana & Rahman 2013).

Srucha je listova zeleninova plodina, ktera je pomé&mé odolng&j§i viigi soli nez jakakoli jina
zelenina s vysokym obsahem antioxidantd, minerald a vitaminl. Rozvoj odrid tolerantnich
k solnému stresu je dulezity z dtvodu nedostateéné kultivovatelné pidy a zvySujici se
zasolenosti pad (Alam et al. 2014).

V naSich vysledcich bylo prokazano, ze se zvySujici se koncentraci NaCl dochazi i k vyssi
akumulaci prolinu u Sruchy zelné. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno pii koncentraci soli 300
mmol/l. Cely tento proces ovliviiuje i délka pisobeni solného stresu.

Kompatibilni osmolyty jsou ucinnymi osmoprotektanty, které hraji roli v boji proti u¢inklim
osmotického stresu. Prolin je jednim z nejbéZnéjSich kompatibilnich osmolyti u rostlin, které
jsou vystavené vlivim vodniho stresu (Yoshiba 1997).

Béhem naseho testovani bylo prokazano, Ze nizka koncentrace NaCl nemé vliv na vyssi

hromadéni prolinu u halofytniho druhu. NaSe tvrzeni podporuje Heuer (1999).
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Halofyty jsou rostliny schopné rustu a reprodukce ve vysoce slaném prostiedi. Tyto rostliny
obvykle absorbuji velké mnozstvi NaCl, o kterém se predpokladd, ze je sekvestrovan v
bunéénych vakuolach, jinak by doslo k naruSeni enzymatické aktivity. O prolinu je znamo, Ze
se akumuluje v cytoplazmé pro vyvazeni osmotického potencialu (Heuer 1999).

K hodnoceni obsahu prolinu byla vyuzita metoda dle Batese 1973, stejné hodnoceni obsahu
prolinu vyuzil i Rhadari et al. (2012), ktery ve svém pokusu sledoval obsah prolinu u kli¢ich
rostlin Portulaca oleracea v koncentracich NaCl 50,100,150,200 mmol/I.

Podle Rhadari et al. (2012) méla hladina prolinu v listech Sruchy zelné vzrustajici tendence.
Podle toho, jak vzrustala salinita, nejvyssi hodnota prolinu byla pozorovana u 200 mmol/Il
koncentrace NaCl a nejniz$i koncentrace prolinu byla pozorovana ve slepém vzorku (kontrolni
varianta). Pfi naS§em méfeni byla pouzita koncentrace 100 a 300 mmol/l NaCl. Variata 100
mmol/l nevykazovala zadné stresové reakce na sl a téméf kopirovala kiivku kontrolni varianty.
Naopak nejvice vzristal obsah prolinu u varianty 300 mmol/l NaCl, proto se da predpokladat,
ze by i u varianty 200 mmol/l NaCl doslo také k nardstu prolinu jako pfi pokusu Rhadari et al.
(2012).

Stejnému tématu se vénoval i Yazici et al. (2007), ktefi sledovali narist prolinu v listech Sruchy
zelné, pokus hodnotili metodou dle Batese et al. (1973). V nasem pokusu se vzorky nechaly
temperovat 30 min. pii 90 °C, ale tento autor temperoval vzorky pii 100 °C po dobu jedné
hodiny. Za kontrolnich podminek se obsah volného prolinu v listech rostlin $ruchy
nezménil. Nicméné 73 % a 100 % zvyseni akumulace prolinu nastalo pti pasobeni 70 a 140
mmol/l NaCl. Volny obsah prolinu v listech Sruchy zelné vystavenych 140 mmol/l NaCl po
dobu 30 dnti dosahl nejvyssi urovné a ukazal tiikrat vyssi akumulaci prolinu nez v listech
kontrolnich rostlin (Yazici et al. 2007).

Pii porovnani vysledkil ostatnich autori dojdeme k zavéru, Ze halofytni druh reaguje vyrazngji
pouze na vyssi koncentraci soli v plidé ¢i roztoku. VSichni hodnotili obsah prolinu podle Batese
(1973), jen se lisila doba temperovani a stupné Celsia. VétSina autort si uvédomuje problém,
ktery mohou zpiisobit zasolené ptdy. Je potteba hledat nové feSeni, nové produkéni odriidy

odolavajici tomuto stresu.
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6 Zavér

Pokus na Katedfe botaniky a fyziologie rostlin probihal po dobu $esti tydni. Bylo pracovano
s koncentraci soli 100, 300 mmol/l NaCl a kontrolni varianta. Pro vyzkum byla vyuzita
halofytni rostlina Srucha zelna (Portulaca oleracea). Jedna se o Casty plevelny druh na orné
pudé a v mezifadi (vinice).

Sledovanim se prokazalo, ze s rostouci koncentraci NaCl roste i obsah prolinu u halofytniho
druhu. Varianty S100 a kontrola mély téméf stejné vysledky. Halofytni druh nebyl ovlivnén,
tak nizkou koncentraci NaCl (100 mmol/l). Vysledky byly stabilni, nedoslo k vyvolani reakce
a k akumulaci prolinu, Srucha snesla zasoleni.

Halofytni rostlina byla ovlivnéna koncentraci 300 mmol/l NaCl, kdy doslo k vyssimu
hromadéni prolinu. Béhem méfeni doslo mezi kontrolni variantou bez akumulace a variantou
se stresovou reakci na zasoleni k ndrGstu prolinu o 2917,9 %. Byla prokazana odolnost
Kk zasoleni, coz nas muze vést k myslence vyuzivat Sruchu vice jako potencialni listovou
zeleninu. Také by se dala pouzit pro zeméd¢€lské vyuzivani jiz v zasolenych oblastech a podle

nékterych vyzkumti i pro fytoremediaci (odstranovani zneéist'ujicich latek z prostiedni).
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ATP — Adenosintrifosfat

CO; — oxid uhlicity

DMSP — dimethylsulfoniopropionat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FW — jednotka Cerstvé hmotnosti

GABA — kyselina gama-aminomadselna

GB — glycin betain

Mmol/l — milimol na litr

NaCl — chlorid sodny

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OEC — Oxygen elvoving center (centrum uvolnujici kyslik)
Pro — prolin

PS I —fotosystém 1

PSII —fotosystém

ROS — reaktivni forma kysliku

RuBP - ribuldza-1,5-bisfosfat

UV-ultrafialové zareni

um — mikrometr
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