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1 UVOD

V 50. letech 20. stoleti doslo k vyraznému rozvoji nové formy hnojeni tzv. foliarniho neboli listového
hnojeni, které efektivné dopliiuje do té doby nejpouzivanéjsi typ hnojeni viibec — hnojeni pevnymi
substraty cilenymi do pidy. Tato tradi¢ni metoda spoc¢iva v aplikaci pevnych granulétii na pole za
ucelem vyzivy pudy a kofenového systému rostlin, ktery vede k celkové vyzivé plodiny. S rozvojem
zemedelstvi zacala byt vyuzivana nova metoda oSetieni rostlin, a to jiz vyse zminéné listové hnojeni
zalozené na rozprasovani kapalnych substratti na listy rostlin. Ty jsou schopné piijimat vlahu, ziviny,
mineraly, ochranné pfipravky ¢i stimulatory ristu s mnohem vétsi intenzitou, nez je tomu v pripade
pfijmu latek kofenovym systémem.

Huminové latky se staly vyuzivanymi pfipravky v oblasti zeméd¢lstvi, které jsou znamé svymi
blahodarnymi G¢inky na urodnost, kvalitu plidy a rist rostlin. Jsou to tzv. stimulatory rastu, které se
piredevsim vyuzivaji v prvni fazi péstovani plodin. V dalSich stadiich rastu maji funkci podptrnou
a vV kombinacich s dal§imi hnojivy a mineraly usnadiiuji transport latek z vnéjsiho prostfedi do vnitini
struktury rostlin. Z téchto divodi se lignohumat draselny stal pifedmétem studia predlozené prace.

Hlavnim cilem disertacni prace bylo prozkoumat schopnost téchto latek prochazet do struktury
listu aovéfit, jakou mirou je lignohumat draselny schopny pronikat skrze rostlinné kutikuly
a ovliviovat tak fyziologii rostlin. Hlavni a zaroven limitujici bariérou penetrace latek (pesticidy,
herbicidy, insekticidy, stimulatory ristu, ziviny, mineraly aj.) do listd je tenka vrstva pokryvajici
povrch celé a kazdé rostliny tzv. kutikula. Tato pfirodni bariéra je tvotend pfevazné z latek lipofilniho
charakteru — kutinu, kutikularnich vosk a dal§ich polymerd, proto je ¢asto také nazyvana jako neziva
Cast rostliny. Tato tenkd membrana je zodpovédna za celou fadu dulezitych funkci, tedy nejen
regulaci prostupu Zivin, minerali a podobnych latek, ale také za regulaci vody, transpiraci ¢i ochranu
pred biotickymi a abiotickymi vlivy. Pravé z téchto divodi se kutikula stala nejstudovanéj$im
materidlem ptedlozené prace, nebot’ bez jeji charakterizace by nebylo mozné pochopit podstatu
studovanych jevu a principy determinujici vyZzivu rostlin ¢i ochrannou funkci kutikuly.

Cilem diserta¢ni prace je navrhnout univerzalni jednoduchou metodu, ktera by se dala do budoucna
vyuzit v agrochemickych podnicich a zemédélskych kontrolnich ustavech, nebot’ metodou by bylo
mozné stanovit vyuZitelné mnozstvi (respektive koncentraci) aplikovaného preparatii na rostliny.
Rovnéz by bylo mozné zvolit optimalni koncentraci pouzité latky za urcitych povétrnostnich
podminek, ¢imZ by nedochizelo ke zbytecnému piehnojovani rostlin, které nejsou schopné
aplikované mnoZzstvi vstiebat, ba dokonce jim toto nadmérné mnozstvi Skodi. Z diivodu ptebytecného
hnojeni dochédzi rovnéz k odplavovani aplikovanych latek do pidy, ¢imZz dochazi k jejimu
prehnojovani a tedy znehodnocovani. Jsou-li latky ve vysokych koncentracich mtize dochazet k jejich
odplavovani k pitnym zdrojiim vody a jejich kontaminaci, proto je nezbytné se timto tématem stale
zabyvat.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Metody izolace rostlinnych kutikul

Studium transportu foliarnich hnojiv, pesticidl, herbicidii, stimuldtord rtstu, mineralt ¢i dalSich
rostlinnych pfipravki do struktury listu je podminéno priichodem ptes rostlinnou kutikulu. Tato tenka
membréna lipidického charakteru se nachdzi na povrchu kazdé rostliny (kofen, stonek, listy). Nejvetsi
plocha kutikuly se nachdzi na povrchu listu, odkud jsou adaxialni i abaxidlni kutikuly snadno
izolovany a nasledné¢ vyuzivany pro realizaci difuznich experiment.

Nasledujici kapitoly jsou vénovany literarni resersi, kterd se zabyva izolaénimi metodami a obecné
procesem ziskavani kutikul z povrchu listi. Dale byla vypracovana reSerSe na téma transportu pies
rostlinnou kutikulu a simulace foliarniho hnojeni v laboratornich podminkéch. Tato ¢ast disertacni
prace se rovnéz vénuje charakterizacim rostlinnych kutikul a studiem jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti. V neposledni fad¢ se vénuje studiu fyzikdlnich vlastnosti hydrogell, které s difiznimi
experimenty Uzce souvisi, nebot’ hydrogely byly pouzity jako nosné matrice pfi realizaci difuznich
experimentd.

2.1.1 Enzymatickd metoda izolace
Metoda dle W. H. Orgella

Wallace H. Orgell [1] se zabyval jednou z nejSetrn&jSich metod izolace rostlinnych kutikul.
S ohledem na pouzité materidly se tato metoda nazyva jako enzymaticka, nebot’ vyuziva enzymu
pektindzy a celulazy, jakozto biologicky aktivnich latek umoziujicich rozklad mezofylu listu a tim
jednoduchou separaci kutikul.

Popsand metoda je zaloZend na vyseknuti vzorkil z Cerstvych list. Takto pfipravené listy byly zality
0,1 M acetatovym pufrem o pH v rozmezi 3,5 az 4,5. Do tohoto roztoku bylo piidano 2 az 3 hm. %
enzymu pektindzy a na zavér bylo do roztoku pfidano 100 ppm merthiolatu, ktery zde slouzil jako
¢inidlo zabrafujici ristu mikroorganismut a vzniku plisni.

Vzhledem Kk tomu, Ze listy maji tendenci stoupat k hladiné roztoku, musely byt zatizeny draténou
sitkou, aby zistaly ponofeny na dné€ nadoby, respektive v roztoku. Pro podpoteni vstiebavani enzymi
do listu bylo vyuzito pierusovaného vakua a rotaéni tfepacky (100 rpm), ktera urychlovala rozklad
mezofylu. Na zdklad¢ nabytych zkuSenosti byla aktivita enzymil podpofena temperaci reak¢ni nadoby
na teplotu 35 °C, ¢imz se enzymy dostaly hloubé&ji do vnitini stavby listl, a ne pouze na jejich okraj.

Po uplynuti doby rozkladu mezofylu (v fadech tydnti) byla provedena separace kutikul. Tenké
membrany i se sitem byly ponofeny do naddoby s vodou, kde doslo po né€kolika omyti k odplaveni
odumielych pletiv a na situ ziistaly pouze Cisté rostlinné membrany. Ty byly uschovany v nadobé
s vodou obsahujici 100 ppm merthiolatu.

Tento postup byl nasledné optimalizovan a do izolaéniho roztoku byl k enzymu pektinazy ptidan
i tzv. enzym 19. Kombinace téchto enzymi vedla k rychlejsimu a efektivnéj§imu odstranéni buné¢ny
zbytkd, coz je dillezité z diivodu opakovatelnosti experimentt.

Orgell [1] provedl izolaci kutikul z listd ruznych druht rostlin a zjistil, Ze u kazdého druhu rostliny
probihd izolace rostlinné pokozky odlisnou rychlosti. Naptiklad rostliny Convolvulus arvensis
(Svlacec rolni), Peperomia sp. (Peptinec), Philodendron sp. (Filodendron) nebo Vinca major (Bré¢al
vétsi), jsou schopny priniku enzymii do mezofylu v mnohem kratSim case, ptesnéji po 3 az 12
hodinach. Naopak v ptipad¢ typa rostlin Citrus sp. (Citrus), Coprosma sp. (Koralovka), Nicotina
glauca (Tabak sivy), Prunus armeniaca (Merunka obeckd) aPersica (Rdesno) aj. dochazelo
k rozkladu mezofylu za stejnych podminek od 12 hodin az do 3 dnu.

Veskeré experimenty byly provadény s mladymi, avSak pln€ vyvinutymi listy, které jesté nebyly
vystaveny dlouhodobému plisobeni nezadoucich vlivl, jako jsou hmyz, plisn€, povétrnostni
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podminky ¢i slunecni zareni. Z Orgellova pozorovani bylo zjiSténo, Ze starsi listy sebou nesou fadu
nevyhod, které mohou ovliviiovat izolace a nasledn¢ vysledky transportnich experimenti, naptiklad
poskozeni kutikul, Spatnd funkce n€kterych dilezitych bunék, které jsou zodpovédné za transport
latek apod. Dale u téchto listd mize dochazet k nedokonalému odstranéni bunéénych zbytka z kutikul
¢1 dokonce nemusi dochazet k izolaci vibec.

Metoda dle L. Schreibera a J. Schonherra

Enzymatickou metodou izolace rostlinnych kutikul se zabyvali rovnéz védci Schreiber a Schonherr
[2], kteti vyuzili Orgellovych [1] a svych novych poznatkd a vydali rozsahlou védeckou publikaci,
ktera se zabyva izolacemi rostlinnych kutikul, funkci listi a kutikul nebo transportnimi procesy vody
a rozpusténych latek proslych ptes kutikularni membrany [2]. Pro svij vyzkum vychazeli z poznatkt
W. H. Orgella [1], avSsak posléze tuto metodu upravili, zjednodusili a popsali dal§i moznosti
zefektivnéni izolace rostlinnych kutikul.

Jejich prace je zaloZena rovnéZ na vzorcich kruhového tvaru z vyvinutych mladych lista Ficus
carica (Fikovnik). Dale byl pfipraven izola¢ni roztok, ktery se skladal z citratového 0,1M pufru o pH
Vv rozmezi 3—4, nebot’ bylo prokéazano, Ze tato hodnota je optimalni pro aktivitu enzymu [2].

K takto pfipravenému roztoku byl pfidan azid sodny a to tak, aby vysledna koncentrace roztoku
byla 0,001 M. Azid sodny byl pouzit jako ,,dezinfek¢ni* ¢inidlo zabrafiujici rustu mikroorganismd,
které by znehodnotily vzorky rostlinnych membran. Do izola¢niho média byl rovnéz ptidan enzym
pektinazy o koncentraci 1-2 hm. %. Experimentalné bylo zjisténo, Zze pektindza vyuzivana ve
vinatfském prumyslu ma stejné izolacni vlastnosti jako pektinaza houbového ptivodu, a navic je méné
ekonomicky naro¢na. S mnozstvim ptibyvajicich experimenti byly zjistény nové poznatky v oblasti
pouzitych enzymu a jejich schopnosti izolace. Byly vyzkouSeny rizné kombinace enzymi, avSak
nejvice se osvédcila kombinace pektinazy a celulazy, protoze celuldza je jeste levnéj$i nez samotna
pektinaza, ¢imz byly jesté vice snizeny naklady na experimenty [2].

Castym problémem byva neschopnost priniku enzymi az ke stiedu listu, v tomto ptipadé je nutné
penetraci podpofit preruSovanym vakuem. V piipad¢€, ze neni vakuum pii izolaci vyuzito, dochazi
k prodlouzeni izolace az o n€kolik tydnd. Pro zvySeni funkce enzymu a jejich schopnosti prochazet
do mezofylu listi, mize byt ovlivnéno temperovanou nadobou, ve které jsou listy ulozeny.
Nejvhodnéjsi je teplota v rozsahu 30—40 °C [2].

Tyto experimenty probihaly po dobu 20 dni, kdy vysledkem byl tmavé hnédy roztok. Toto zbarveni
je zplusobeno enzymatickou aktivitou rozkladajici mezofyl listu. Odumfelé zbytky rostlinnych pletiv
byly odstranény z poréznich membran deionizovanou vodou, vysledkem byly prihledné rostlinné
kutikuly.

Orgelovou metodou izolace [1] se rovnéz inspiroval Darlington a Cirulis [3], ktefi se zabyvali
permeabilitou ptes kutikuly izolovanych z listd meruniky (Prunus armeniaca L.). Kutikuly ziskavali
pouze ze svrchni strany listl merunky, primér vzorku odpovidal 18 mm. Dvacet takovychto vzorkt
umistili do nadoby a zalili je roztokem s obsahem 33 ml 0,1M acetatového pufru o pH 4,5, do néhoz
bylo dano 0,1 g/l merthiolatu a dale sem byla navazena pektinaza tak, aby koncentrace ¢inila 25 g/l.
Nadobu poté vlozili do inkubatoru pfi teploté v rozmezi 30-36 °C na dobu 14 dni. Ziskané kutikuly
byly poté vyuzity pro transportni experimenty (a-chloroacetamidii, valeratu sodného, sacharinu
a glukosy).

2.1.2 Chemicka metoda izolace

Mnohem drasti¢téjsi metodou izolace rostlinnych kutikul se zabyval Edgington [4], ktery se
zamétoval na transkutikularni permeabilitu fungicid. Postup piipravy listd je obdobny jako
Vv ptipadé enzymatické cesty, z listl byly vyrazeny vzorky o praméru 13 mm. Experimenty byly
provadény na kakaovych listech, kde pfed samotnou izolaci byly listy rozliSeny ¢ernou fixou na
abaxialni a adaxialni kutikuly. Na zéklad¢ experimentl bylo zjiSténo, ze abaxialni kutikula, respektive
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kutikula s obsahem stomat je schopna rychlejsiho priniku latek nez v piipadé adaxialnich kutikul,
tedy kutikul, které stomata neobsahuyji.

Hlavni rozdil mezi enzymatickou a chemickou cestou je v izolatnim roztoku, ktery je v tomto
ptipad¢ zalozen na 60 hm. % roztoku chloridu zine¢natém rozpusténém v koncentrované kyseliné
chlorovodikové. 1zolac¢ni roztok byl do vzork listh infiltrovan prostfednictvim pierusovaného vakua
a izolace probihala po dobu 2 az 3 dni. Poté byl vznikly material pienesen do nadoby s vodou, kde
doslo k odstranéni kutikul za pomoci Spachtle, ktera byla predtim ponofena do roztoku streptomycinu
(30 pg/ml), ktery byl temperovan na teplotu 4 °C. Nakonec byly ziskany prihledné tenké struktury.

Kutikuly byly poté podrobeny mikroskopickému pozorovani, aby byl zjistén jejich stav, nebot’
I sebemensi poskozeni ma velky vliv na difuzni experimenty. Zaroven kutikuly mohly byt rozdéleny
na adaxialni (horni — bez stomat) a abaxialni (spodni — se stomaty). Pfitom veskeré manipulace s timto
tenkym materidlem byly provadény rychle, protoze u nich hrozi dehydratace, kterd mtize zptsobit
jejich nevratné poskozeni [4].

Obdobného procesu izolace vyuzili Edgington a Solel v roce 1973 [5], kdy byly pfipraveny kruhové
vzorky listd, které byly ponofeny do roztoku 60 hm. % chloridu zine¢natého v koncentrované
kyseling chlorovodikové o koncentraci 11 M. Pfipraveny roztok byl do listt infiltrovan pomoci vakua
po dobu 2-3 dnt a po uplynuti této doby byly kutikuly ponoteny do ¢isté vody, z niz byly ziskany
¢isté kutikuly [5].

2.2 Studium transportu kapalnych latek pres rostlinné kutikuly

Podrobné review o foliarnim piijmu rostlin vypracovali Wang s Liuem [6]. Tato prace sumarizuje
hlavni poznatky o folidrnim hnojeni, ptijmu pesticidi a chemikalii v zavislosti od typu rostlinného
listu, od pusobeni jinych pomocnych latek ¢i od zmény piirodnich podminek. Review sepsali na
zaklad¢ poznatkl ziskanych za poslednich 15 let. Ve své praci upozorniuji na dalezitost fyzikalné
chemickych vlastnosti latek aplikovanych na rostliny a jejich vliv na transport, respektive vliv
pusobeni aktivnich latek na rostlinu. Jejich oblast zajmu se soustiedila na molekuldrni hmotnosti ¢i
lipofilni povahu aktivnich latek, v neposledni fad¢ taktéz na koncentraci a ptisobeni pH.

Znacna Cast této prace je vénovana vnitini stavbé listu (epikutikularnimu vosku, kutikule, stomatim
aj.). Dale vlivu kutikul na sorpci a penetraci aplikovanych latek a v neposledni fad€ vlivu povrchové
aktivnich latek ptidavanych do rostlinnych piipravki. Obvykla koncentrace povrchové aktivnich
latek pouzivanych v pesticidech se pohybuje okolo 0,1 az 0,5 hm. %.

Dle zjisténych poznatkli Yu a jeho kolegt [7] rostlinné kutikuly nejsou schopny propoustét latky
vétsi nez 1kDa, proto jsou zpravidla ptfipravovany herbicidni pifipravky s aktivnimi slozkami
0 relativni molekulové hmotnosti 100-500 [8]. Vyznamnym postiehem v této oblasti foliarniho
pfijmu byl taktéZ fakt vlivu pH na aplikované aktivni médium s obsahem slabych kyselin. Bylo
prokazano, Ze rostlinny pfijem se zvysuje se sniZujici se hodnotou pH ptipravku. Experimenty byly
méteny za pomoci HPLC metody. Vysledkem naméfenych hodnot bylo stanoveni mnoZstvi proslého
barviva Congo Red 420 rostlinnou kutikulou simulujici folidrni pfijem rostlin. Jejich experimenty
byly zalozeny na sklenénych deskach, na které byly polozeny listy studovanych rostlin a na tyto listy
byla injek¢ni stiikackou nanasena smés s obsahem barviva.

Velmi vyznamnou publikaci zabyvajici se mobilitou pesticidll a stanovovanim rychlosti penetrace
latek pro foliarni piijem popisuji Bauer a Schonherr [9], [10]. V téchto publikacich se zabyvaji
vlivem molekulové hmotnosti, respektive velikosti molekul hydrofilnich a lipofilnich latek a jejich
schopnosti transportu pies izolovanou rostlinou kutikulu. V praci stanovovali rychlostni konstanty
a difuzni koeficienty penetrovanych latek. Niz$i hodnotu rychlostni konstanty stanovili pro rostlinné
kutikuly z hotkého pomerancée (Citrus aurantium L). Vyssich hodnot rychlostni konstanty bylo
docileno pro kutikuly zeleného pepie (Capsium annuum L.). Z provedenych experimenti bylo
zjisténo, ze rychlostni konstanta desorpce odpovidd parametrim mobility pesticidd, pfiCemz je
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nezavisla od lipofilni povahy roztoku. Podobnych vysledki bylo docileno rovnéz v praci Bakera
a jeho kolegt [11], kteti se zabyvali transportem latek do vnitini struktury listd rostlin.

Studiem transportu a charakteru voskovych kutikul se zabyval Santier et al. [12]. V jeho publikaci
byla penetrace hydrofilnich a hydrofobnich slou¢enin skrz izolované rostlinné kutikuly zkoumana
V uzavieném difuznim systému (kutikula/agar). Kutikuly, které byly pro tyto experimenty vybrany,
reprezentovaly dva typy mikrostruktur, které byly charakterizovany lamelarni ¢i retikuldrni zénou.
Transport latek byl studovan pro glyfosfaty a isoproturony. Penetrace glyfosfatu byly velmi nizké,
naopak transport isoproturonu byl mnohem vyssi, a to zejména u druhti rostlin pepte a rajéat. Pro
statistické vyhodnoceni byla vyuzita analyza rozptylu a Newman-Kesuls test, zalozeny na STAT-
ITCF programu.

Penetracemi aktivnich latek do listd se rovnéz zabyvali Zelend a Veverka [13]. Tato schopnost
pfijmu nutriénich latek hraje velmi dilezitou roli v systémovych aktivitdch rostlin, dokonce
umoziuje urychleni procesu léCeni rostliny v ptfipadé néjakého poskozeni. Vliv povrchovych
a kapalnych hnojiv na transport fungicidii byl studovan difiznimi experimenty zaloZenymi na
kutikulach izolovanych z lista rostliny Bryophyllum calycinum. Roztoky fungicidi byly poté rovnou
pipetovany na vzorek kutikuly, kterd byla poloZzena na agar6zovy hydrogel, ktery obsahoval vytrusy
typu Cladosporium cladosporioides. Po dob¢ penetrace bylo provedeno méfeni primérti inhibi¢nich
z6n. Velikost téchto zon studovaného fungicidu. Stejnym zpisobem byly provedeny experimenty, u
nichz byl fungicid pipetovan pifimo na vzorek kutikuly a na vzorek agarézového gelu. Na zaklade
tohoto zkoumani bylo zjisténo, ze kutikularni efekt penetrace aktivnich latek ma minoritni podil, ve
srovnani s penetraci piimo na gel. Dale bylo prokazano, Ze prostupnost latek skrz kutikuly vede ke
snizeni pramérd inhibi¢nich zon fungicidi aplikovanych na rostlinnou kutikulu (Obr. 1).

Metoda transportu spocivala v ptipravé agarozového gelu o pH 6,5, ktery byl nalit do ¢isté Petriho
misky, kde byl ponechén ke zchladnuti. Na piipraveny hydrogel byla polozena kutikula, na niz byl
aplikovan fungicidni pfipravek. Petriho miska byla uzaviena vikem a cely systém byl ponechan
v klidu, aby mohla byt sledovana penetrace aplikované latky. Takto pfipraveny difizni experiment
byl priibézné méten po dobu 3 dnii, kdy byly zaznamenavany inhibi¢ni zoény vzniklé pfi priniku.
Naméiend data byla statisticky vyhodnocena a z vysledki méteni bylo mozné posoudit, jak vhodné
kombinovat fungicidy s povrchové aktivnimi ldtkami a hnojivy tak, aby piipravky dosahovaly
nejlepsiho efektu.

Transkutikularnim pohybem fungicidi ptes rostlinné kutikuly se také zabyvali v roce 1972 Solel
a Edgington [14]. Tyto experimenty zamétené na transport latek pies vnéjsi stranu rostlinnych kutikul
byly provedeny na zaklad¢ izolovanych rostlinnych kutikul z listd Malus sylvestris (Jablon lesni),
které byly poloZeny na gel pfipraveny z bramborové dextrozy. Transport latek probihal po dobu
24 hodin, poté bylo zjisténo, Ze efektivnéjSiho prostupu latek jsou schopny abaxidlni (spodni)
kutikuly nez kutikuly adaxialni (svrchni). Dale bylo porovnano nékolik typt fungicidnich latek, cimz
byla prozkoumana jejich schopnost priniku. Systém pro studium téchto experimentii je uveden na
obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1 Inhibi¢ni zény po 24 hodinach penetrace fungicidi adaxialni (U) a abaxialni (L) kutikulou
[14].

Na zéklad¢ experimentli bylo provedeno stanoveni rychlosti transkutikularniho pohybu fungicida
aplikovanych na kutikuly izolované ze svrchni a spodni strany listu. Dle dosazenych hodnot bylo
zjisténo, ze adaxialni kutikuly maji odlisné schopnosti penetrace nez abaxialni kutikuly. Ze ziskanych
dat byl stanoven transkutikuldrni pohyb latek v procentech, kdy jako nejrychleji penetrovatelnym
fungicidem pfes adaxidlni kutikulu se stal thiofanat-methyl, dale thiofanat, benomyl a methyl 2-
benzimidazolkarbamat. V pfipadé abaxialni kutikuly byl nejrychlejsi opét thiofanat-methyl, benomyl,
thiofanat a na poslednim misté methyl 2-benzimidazolkarbamat.

Foliarnim pfijmem zivin se zabyvali také Okuda s kolegy [15]. Ve své praci hodnotili vliv
aplikovanych fosfore¢nanovych sloucenin na listy a vliv pH na folidrni pfijem za vyuziti metody
radioaktivniho znaceni. Okuda popisuje pét druht metod pfijmu zivin rostlinou, jednou z nich je
metoda maceni, kartdCovani, sprejovani, kapkovani a v posledni fad¢ tzv. lepici metoda. Tato
technika vyuzivala filtracniho papiru nebo gazy, na néz byly aplikovany fosfore¢nanové
nebo fosforeénan-mocovinové slouceniny, které byly k povrchu listu fazole ptipevnény lepici pasko.

Z namétenych dat foliarni absorpce zjistili, ze pfijem fosforeCnanovych sloucenin je vyrazné
ovlivnén ptidavkem mocoviny do pfipravenych smési. Znacny vliv na transport latek pfes izolované
rostlinné kutikuly z listi fazole méla rovnéz rizna hodnota pH. Transkutikularni transport byl
nejefektivnéjsi u vzorkl kyseliny fosforecné s ptidavkem mocoviny. Déle bylo zji$téno, Ze nejlepsich
vysledku transportu bylo dosaZzeno pii pH o hodnotach 2,6 a 5,5-6,2, naopak nejméné vhodné bylo
pH 4,5.

Penetrace iontl pies izolované rostlinné kutikuly studovali Yamada s kolegy [16]. V této praci
vytvofili transportni aparaturu slozenou z izolované rostlinné kutikuly, ktera slouZila jako pfepazka
rozdélujici vnitini a vnéj§i komory difazni aparatury (Obr. 2). Cely experiment spocival v izolaci
rostlinnych kutikul, které ziskavali za vyuziti Orgelovy izola¢ni metody [1], ktera je zaloZena na
pusobeni enzymu. Navic, tuto metodu izolace modifikovali o dalsi druh enzymt, kromé pektinazy
vyuzili rovnéz enzymu celulazy a hemicelulazy, kde se inspirovali Hinsvarkem [17].
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Obr. 2 Aparatura pro méfeni permeability ionti pres kutikularni membrany [16].

Yamada s kolegy [16] izoloval kutikuly z plodt rajéat a listt zeleného Cesneku. Nasledné byly
pfipraveny roztoky, které obsahovaly radioaktivné znadené prvky Ca®*, Rb*, SO2~ a Cl~, u nichz byl
pozorovan prichod pres rostlinné kutikuly. Transkutikularni pohyb radioaktivné znacenych prvkt
byl studovan pfi pfechodu z vnitiniho do vnéj$iho roztoku, respektive naopak. Timto zpiisobem byla
studovana rychlost prostupu prvka a schopnost kutikul penetrovat v jednom ¢i druhém sméru. V praci
také zohlednuji pfitomnost stomat.

Penetrace radioaktivnich kationti Ca*® a Rb® a aniontti S**04 a CI®® probihala pies enzymaticky
izolované kutikuly ploda rajcat, které neobsahovaly stomata, a pie listy ¢esneku, které stomata
obsahovaly. Pohyb penetrace iontli byl sledovan z vnéj$iho do vnitiniho roztoku a naopak. Na zakladé
tohoto experimentu bylo mozné stanovit schopnost prichodu iontl od nejlépe po nejhiife
penetrovatelné, a to v nasledujicim potadi Ca%*, Rb*, SO3~ a CI". Efektivn&j§i transport iontii probihal
u kutikul izolovanych z rajcat, které neobsahovaly stomata nez u kutikul z listii ¢esneku, které stomata
obsahovaly.

O rok pozdgji stejny autor vydal ¢lanek [18] zabyvajici se penetraci organickych sloucenin pies
rostlinné kutikularni membrany. Tato prace se nejen zabyva rychlosti penetrace organickych
sloucenin, ale také vaznosti sloucenin na povrch kutikul. Jako studované latky byly pouzity
mocovina, hydrazin kyseliny maleinové, N,N-dimethylaminosukcinova kyselina. Pro studium
penetrace byla vyuzita aparatura z pfedchazejici prace [16], ktera je uvedena na obrazku (Obr. 2).
Rychlost penetrace pfes membranu byla métfena v zavislosti na €ase a stanoveni transportu proslé
latky. Detekce probihala za pomoci radioaktivniho znaceni prvki, kdy byl pozorovan pfirtstek téchto
prvki v piijimaci trubici, odkud byl vzorek odebiran.

Na zékladé¢ uvedenych experimentd a provedenych srovndni bylo zjiSténo, Ze nejrychleji
penetrovanou latkou pies kutikuly rajcete byla mocovina, ktera dosahovala dvakrat vyssich vysledka
nez N,N-dimethylaminosukcinova kyselina a Sestkrat vysSich vysledkll nez hydrazin kyseliny
maleinové.

Permeabilitou skrze kutikuly izolované z listi merun¢k se zabyval Darlington a Cirulis [3]. Pro
studium penetrace se inspirovali Orgelovymi metodami [1], tedy izolace kutikul a sestaveni
transportni techniky bylo velmi podobné. Jako transportni sondu vyuzili fluorescein disodny, ktery
byl pouzit do studovanych roztoki a-chloracetamidu, glukézy, fruktdzy, valeratu sodného a
sacharinu. Toto fluorescen¢ni barvivo bylo vyuZito z divodu rychlé a snadné detekce, nebot’ latku je
mozné rozpoznat jiz pfi velmi nizkych koncentracich (hodnota 0,075 mg/1). Na zakladé provedeného
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experimentu bylo ovSem zjisténo, ze kutikuly z listi merunék nejsou schopné penetrovat fluorescein

[ RA4

Transkutikularni penetracni testy byly realizovany na hlinikové folii, na kterou byl polozen
agarozovy hydrogel, na ktery byla polozena kutikula. Na tuto pfirodni membranu byl nanesen
sledovany roztok o koncentraci 50 mg/l o objemu 20 ul. Nasledné bylo pfipraveno 20 opakujicich se
vzorkll pro kazdy pouzity material a ty byly umistény do inkubatoru pfi teploté 25 °C a konstantni
vihkosti.

Na zakladé vysledkt bylo zjisténo, Ze lipofilni latky penetruji kutikulou 1épe nez ty hydrofilni, a ze
tento typ diftznich experimenti zavisi na teploté, pH, lipofilni/hydrofilni povaze vzorku
a samoziejmé i na jeho koncentraci.

Sorpci a difuzi C*-atrazinu pies rostlinné kutikuly studoval Chamel s Vittonem [19]. Jejich difuzni
experimenty byly zalozeny na dvou sklenénych komorach o stejnych objemech, mezi néz byla
upevnéna rostlinnd kutikula, a cely systém byl temperovan na teplotu 20 °C. Difizni aparatura byla
polozena na magnetickou michacku, aby bylo dosazeno stejnych koncentraci v celém prostoru
jednotlivych sklenénych ¢asti. Jako studovanymi roztoky byly vyuzity atrazine-ring-UL-4C
a simazine-ring-UL-C, tedy $lo o latky s radioaktivné zna¢enym uhlikem. Cely experiment byl
sledovan po dobu 7 dnti, kdy v ¢asovych intervalech dochazelo k odebirani pfijimaciho roztoku,
u nichz byly zjistovany radioaktivné zna¢ené uhliky (**C).

Transport herbicidii proslého skrze kutikulu byl vyjadien difundovanym mnozstvim v zavislosti na
Case a koeficientem permeability P, ktery byl ziskdn na zdkladé méteného toku za ustaleného stavu
koncentraci v pfijimacich a zdrojovych roztocich. Pro vypocet byl vyuzit nasledujici vztah:

F
P = A (Cdon - Crec)a (1)

kde P je koeficient permeability v nm/s, F je tok v nmol/s, A je plocha kutikuly v kontaktu s roztokem
V NM?, Cdon je koncentrace zdrojového roztoku a Crec je koncentrace piijimaciho roztoku v nmol/nm?3,
Koeficient P urcuje miru celkové propustnosti membrany. Z vystupi bylo zjiSténo, ze kutikuly
izolované z plodi rajcat maji vyssi difuzni koeficient, nez je tomu V piipad¢ listi pepie, coz nejspis
nasvédcuje stomatickému a astomatickému charakteru pouzivanych kutikul.

Chamel a Gambonnet [20] se zabyvali sorpci a difuzi ethoxylatovanych stearovych alkohold
a ethoxylatovych stearatovych amind do a ptes izolované rostlinné kutikuly. Pro své experimenty
vyuzivali sklenéné komory oddélené rostlinou kutikulou a systém byl temperovany na teplotu 25 °C.
Jako studované latky byly vyuzity tritiované ethoxylované stearové aminy (20EOA) a tritiovany
ethoxylovy stearovy alkohol (20EO), proti riistu mikroorganismi bylo vyuzilo 1mM roztoku azidu
sodného, ktery byl pfidan k roztoku ethoxylatu. Cely experiment byl zalozen na sledovani zmény
koncentrace radioaktivné znagenych vodika (*H) v pfijimaci cele. Kompletni méfeni probihalo po
dobu 13 dnt.. Pro stanoveni koeficientu permeability P vyuzili stejného matematického modelu jako
v piedeslé praci [19]. Z jejich experimentti bylo zjisténo, ze rychlejsiho transportu dosahuji alkoholy
oproti aminiim.

Zeisler-Diehl a spol. [21] se ve svém review rovnéz zabyvali penetracnimi vlastnostmi kutikul,
avSak se zaméfili na procesy transpirace, které¢ maji obdobny charakter jako foliarné aplikované
ptipravky na povrchu listd. Kutikuldrni membranu izolovali z listu neobsahujici stomata, jejiz
tloustka dosahovala 2-3 um. Kutikula byla poté upevnéna mezi dvéma transportnimi komorami
(Obr. 3), kde jedna strana piedstavovala vn&jsi prostiedi CM a druha strana ptedstavovala vnitini
prostiedi CM. Transport ve vodé rozpustnych latek byl studovan ve sméru z vnitini strany-ven a ve
sméru z vn&jsi strany-dovniti. Jedna komora slouzila jako zdrojova, v nizZ byla pfitomna studovana
latka o maximalni koncentraci ¢ a druhd komora slouzila jako pfijimaci.

14



zdrojova prijimaci
komora komora

kutikula

smér difiize m—

Obr. 3 Sestaveni transportniho zafizeni pro studium transportu rozpusténych plynti ptes izolovanou
rostlinou kutikulu [21].

Tento experiment byl rovnéz zalozen na sledovani zmény koncentrace radioaktivné znacenych
sloucenin, kde pro detekci miize byt pouzita jednoduchd analytickd nebo fotometrickd metoda. Pro
studium transpirace rostlinnych kutikul je vyuzivano obdobnych experimentalnich usporadani
vyuzivajicich zdrojovou a piijimaci komoru, avSak rozdil spocivd v tom, Ze ve zdrojové cele se
nachazi vodny roztok studované latky a v pfijimaci cele dochazi k odpatovani difundované vody.
Plyn je poté smichan s okolni atmosférou reprezentujici bézné atmostérické podminky. Pro takové
experimenty je vyuzivana pouze radioaktivné znacena voda a vysledky difuze jsou k dispozici béhem
5-10 minut.

V piipad¢ pouziti vody bez radioaktivniho znaceni je transport studovan gravimetrickou metodou,
kteréd je Casové vice narocnd (hodiny az dny) a je méné citliva neZ metoda radioaktivniho znaceni.
Principem této metody je, moznost detekovat ztratu vody z listli a zaroven i transport radioaktivné
znacenych latek.

Tématikou transpirace kutikul se zabyval i Santriicek et al. [22], jeho prace je zaméfena na difuzi
vody V prutoku plynt helia a dusiku ptes stomatalni kutikularni membrany izolované z listi biec¢t'anu
popinavého (lat. Hedera helix). Pro své experimenty rovnéz vyuzivaly radioaktivné znacenou vodu
a specialné vyvinutou méfici komoru, jejiz uspofadani je uvedeno na Obr. 4.

Abaxialni a adaxialni kutikuly byly izolovaly z listi bfe¢tanu popinavého. Volné polymery voski
byly odstranény pomoci extrakce zalozené na 20 ml chloroformu. Listy byly vystaveny tomuto
pusobeni po dobu 1 hodiny pti laboratorni teploté. Méfeni probihalo jiz znamou radioaktivné
znac¢enou metodou a metodou gravimetrie.

Kutikula byla umisténa mezi obé& komory. Zdrojova cela (donor) obsahovala *H,O a pfijimaci
(akceptor) obsahovala filtraéni papir nasyceny vodou. Koncentraéni gradient 3H,O mezi zdrojovou
a piijimaci celou je uréen hnaci silou difuze 3H,O pies membranu. Mnozstvi naakumulované
radioaktivity v akceptoru v danych ¢asech slouzil pro vypocet permeability vody.

15



/ teflonova \
zatka
! ototna tyé¢

\ teflonova
; zatka S

akceptor

A—h

donor \\{ kutikula

X

Obr. 4 Schéma komory pouZzivané pro méteni difiize vypafovani vody skrz porézni membranu
v riiznych plynech. Donor reprezentuje radioaktivné znaéenou vodu *H20 a akceptor je tvoien
z papirového kruhu, ktery je nasyceny vodou bez radioaktivniho znaceni [22].

2.3 Studium vlastnosti rostlinnych kutikul

Diftizni experimenty piedlozené disertacni prace byly realizovany ptes izolované rostlinné kutikuly
bobkovisné Iékaiské (lat. Prunus laurocerasus), a protoze se jedna o hlavni bariéru urcujici transport
latek, bylo nutné tyto tenké bariéry charakterizovat pomoci fyzikalné-chemickych metod. Jednim
Z hlavnich cilt prace bylo detekovat rozdily mezi chemicky a enzymaticky izolovanymi kutikulami,
a tim odlisit jejich diftzni schopnosti.

Jak jiz bylo nékolikrat uvedeno, transport skrze horni a spodni kutikuly je zna¢né odlisny, coZ je
dano jejich odlisnou strukturou [23], [24]. Vzhledem k tomu, Ze experimenty v této praci jsou
zalozeny na porovnavani vysledkt difuzi realizovanych na chemicky a enzymaticky izolovanych
kutikulach, bylo nutné provést studii t€chto membran a zaméfit se zejména na jejich fyzikdlni a
chemickou podstatu, kterd miize vyznamné ovliviiovat transportni procesy.

2.3.1 Vizualizace kutikul metodou skenovaci konfokalni laserova mikroskopie

Cast predlozené disertadni prace se zabyva studiem struktury rostlinnych kutikul a jejich zobrazenim
riznymi mikroskopickymi technikami (rastrovaci elektronova mikroskopie, fluorescencni
mikroskopie atd.). Fernandez et al. [25] se rovnéz zabyvali studiem a vizualizaci rostlinnych kutikul
skenovaci konfokalni laserovou mikroskopii (angl. Confocal Laser Scanning Microscopy — CLSM).
Jejich prace je zaloZena na sledovani fluorescencnich latek obsazenych v rostlinnych kutikulach, diky
nimZ mohou zachytit strukturu rostlinnych kutikul v 3D prostoru, studovat kutikularni translokaci
a difuzi aplikovanych chemikalii ¢i degradaci kutikul.

Rostlinné kutikuly disponuji vnitini fluorescencni emisi oznacovanou jako autofluorescence, ktera
je zpusobena pfitomnymi flavonoidy a kyselinou skoficovou. Flavonoidy jsou fenolické skupiny
0 niz8§i molekulové hmotnosti, které jsou rozdistribuované v rostlinném skeletu a hraji vyznamnou
roli pfi interakcich mezi rostlinou a okolnim prostfedim [26]. V kutinu jsou pfitomny dva typy
flavonoidu tzv. naringenin (tvoii 5-10 hm. %) a chalkonaringenin (tvoti 10-40 hm. %) [27], [28].

Nové mikroskopické techniky, jako je konfokalni laserova skenovaci mikroskopie, pfinesly nové
moznosti studia rostlinné tkané diky pfitomnym fenolickym skupinam [29]. CLSM technika
umoznuje vizualizaci chemikalii a makromolekuldrnich struktur uzivajicich specidlnich fluorescen-
¢nich vlastnosti na zakladé jejich molekularné absorp¢niho a emisniho chovani [30].
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Schopnost CLSM tvoftit 3D snimky je nesmirné diilezitou vlastnosti pro studium rostlinné biologie.
Hutzler et al. [31] uvadi, ze tato technika umoziuje podavat informaci o subcelularnich fenolickych
slou¢eninach. V tomto ¢lanku [25] autofi prezentuji 3D snimky rostlinnych kutikul izolovanych
Z riznych ploda a listd vykazujicich autofluorescenci v kutikuldrni membrané a rovnéz uvadi
moznosti vyuziti této techniky pro budouci aplikace a studium lipofilnich membran, tloustky,
degradace a reaktivity kutikul ¢i pohybu latek v kutikule.

2.3.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie rostlinnych kutikul

Santriicek et al. [22] se ve své publikaci zabyval novymi technikami pro méfeni vodni permeability
stomatickych kutikularnich membran izolovanych z listi Hedera helix a jako dopliujici techniku
vyuzil i rastrovaci elektronovou mikroskopii. Pomoci SEM techniky zachytil snimky rostlinnych
kutikul pfedevsim port stomat. Cilem této metody bylo zjistit rozdily v otevienosti pori stomat pred
a po extrakci voskll. Ze snimkt stanovil velikosti port stomat, Sitku a délku hrdla stomat.

Cilem této studie bylo podrobit kutikuly méfeni pted a po extrakci kutikuldrnich voskl. Autofti
¢lanku se domnivali, Ze by mohlo dojit ke zméné otevienosti porti stomat, coz by potom mélo vliv na
difuzni experimenty, ale tento predpoklad nebyl potvrzen, nebot” extrakce voskli neméla zadny vliv
na funkci ¢i otevienost port stomat v rostlinnych kutikulach. O tom vSem i svéd¢i tabulka (Tab.
1Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.), ktera vystihuje primérné hodnoty nameétenych velikosti Sifek a

délek hrdla poért stomat.

Tab. 1 Primérné hodnoty $iiky a délky poru stomat pro izolované rostlinné kutikularni membrany
(CM) a pro kutikuly, u nichz byly extrahovany kutikularni vosky (MX). CI znaci 95% koeficient
spolehlivosti [22].

rozméry hrdla kutikuly (pm)

sirka délka
M Mean (n=50) 228 560
il .32 078
i Mean (n=50) 2.54 .50
Cl 0.27 .64

Rastrovaci mikroskopii byly studovéany i horni kutikuly, které neobsahuji stomata, ale byly zde
patrné praskliny, které mohou mit vyznamny vliv v ovliviiovani difuznich experimentt.

3 CILE DIZERTACNI PRACE

Disertacni prace je koncipovana do ¢tyf hlavnich cila:

Prvni ¢ast je zaméFena na studium penetrace lignohumatu draselného (LH) pfes rostlinné kutikuly
izolované chemickou a enzymatickou metodou, studium transportu latek ptes abaxialni (spodni)
a adaxialni (horni) rostlinné kutikuly izolované z listu bobkovisné 1ékatské (lat. Prunus laurocerasus)
a difuzni experimenty studované v zavislosti na teploté. Dale sestaveni vhodného matematického
modelu popisujiciho difuizi pies rostlinné kutikuly a porovnani vysledki transportnich experimentt

Druha ¢ast je zaméfena na studium vlastnosti a charakteru rostlinnych kutikul, coby materiala
tvoficich nejsvrchnéjsi ¢ast povrchu rostlin, a tedy ovlivilyjici transportni procesy. A rovnéZ na
Charakterizaci  rostlinnych  kutikul ~metodami — infracervené spektrometrie s Fourierovou
transformaci (FT-IR), mikroskopie méfeni doby Zivota fluorescence (angl. Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy — FLIM), klasické optické mikroskopie ¢i fluorescen¢ni mikroskopie, dale
izotermické kalorimetrie (angl. Isothermal Calorimetry — IMC), rastrovaci elektronové mikroskopie
(angl. Scanning Electron Microscopy — SEM) a mechanické profilometrie.

17



Treti ¢ast je zaméFena na Charakterizaci pouzitych hydrogelovych materiali, stanoveni
reologickych vlastnosti pouzivanych hydrogelt (pfijimaciho i zdrojového) (angl. Rheometer — REO)
a stanoveni velikosti pora v hydrogelu rtutovou porozimetrii a rastrovaci elektronovou mikroskopii.

Ctvrta &ast je zaméfena na realizaci sklenikovych experimentt vyuZivajicich piipravki
obsahujicich huminové latky, studium vlivu superabsorbenti obsahujicich latky NPK, respektive
NPK s lignohumatem draselnym a vliv komer¢niho ptipravku Lignohumdatu A na vynosnost ptdy,
rust a kvalitu rostlin. Dale se zamétuje na stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti pid
(pH a elektrickd vodivost)., stanoveni mnozstvi dusiku v ptidé ve form& [NHf]-N a [NO3]-N.
Soucasti této kapitoly je realizace inkubacnich testl zaméfenych na stanoveni mnozstvi oxidu
uhlic¢itého a oxidu dusného v pudach a stanoveni pH, elektrické vodivosti a mnozstvi dusiku vazaného
na mineralni formy [NHf]-N a [NO3]-N.

4 EXPERIMENTALNI CAST 1
4.1 Izolace rostlinnych kutikul

Pro studium penetrace kapalnych piipravki do listi, bylo nutné provést izolaci rostlinné kutikuly.
Jedna se o membranu, ktera tvofi prvotni bariéru mezi listem a vnéj$im prostiedim. Nezbytnou
soucasti studia penetrace do struktury listii jsou rostlinné kutikuly, protoze jsou zodpovédné za
vymeénu latek a transpiraci rostlin. Pro ziskani rostlinnych kutikul je vyuzivano dvou metod izolace,
chemické a enzymatické.

Na zaklad¢ dosavadnich zkusenosti nabytych z publikaci [31] a [32] byly zvoleny kutikuly z listt
bobkovisné 1ékatské. Jeji kutikuly jsou pevné, snadno se s nimi manipuluje pii ptipravé diftznich
experimentd, a pii samotném méteni.

4.1.1 Chemicka metoda izolace kutikul

Chemickd metoda vyuzivd drastického izolacniho roztoku zalozeného na rozpusténém chloridu
zine¢natém v koncentrované kyseliné chlorovodikové. 1zolace kutikul byla provedena dle postupt
uvedenych v praci W. H. Orgella [1].

Listy bobkovisné Iékaiské byly ponoteny do €isté vody, aby doslo k o€isténi jejich povrchu. Poté
byly listy zbaveny fapiku, okrajovych Casti listu, ptipadné€ 1 mechanicky poskozenych ¢asti. Tim bylo
dosaZzeno bezproblémové separace kutikuly od mezofylu listu v zdvérecném kroku izolace. Listy byly
vloZeny do sklenéné naddoby, kde byly uchyceny plastovou mtizkou, aby nedoslo k jejich vyplaveni
na hladinu a cely jejich povrch byl v kontaktu s izolaénim roztokem.

Izolaéni roztok byl pfipraven rozpusSténim chloridu zine¢natého v koncentrované kyseliné
chlorovodikové tak, aby vznikl 60 hm. % roztok ZnClz. S roztokem muselo byt nakladano nadmiru
opatrné, kvili jeho silnym korozivnim vlastnostem. Nadoba byla opatfena parafilmem jako ochrana
proti odpafovani vody.

Izolace kutikul probihala po dobu 3 dnt, po této dobé byly kutikuly vneseny do Petriho misek
s Cistou destilovanou vodou a pomoci $tétce byly odstranény zbylé necistoty. Kutikuly byly
nekolikrat promyty v destilované vod¢ pro odstranéni zbytkovych necistot.

4.1.2 Enzymaticka metoda izolace kutikul

Kutikuly bobkovisné Iékaiské byly rovnéz izolovany enzymatickou metodou, které souzily jako
srovnavaci vzorky s chemicky izolovanymi kutikulami. Diftizni experimenty byly realizované jak
pies abaxidlni, tak adaxidlni kutikuly. Pro tento druh izolace se vyuzivaji enzymy, celuldza
a pektinaza, které jsou rozpustény v 0,1M citratovém pufru o pH 3,5. Vzhledem k dlouhému procesu
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izolace, se k roztoku ptidava 5 obj. % azidu sodného, tak aby jeho vysledna koncentrace v roztoku
odpovidala 0,05-0,10 hm. %.

Ptiprava listii a jejich uchyceni ve sklenéné nadob¢ probihalo stejnym zptisobem, jako bylo uvedeno
v kapitole vyse. K listiim byl pfidan pfipraveny izola¢ni roztok, opét bylo dbano na dokonalé smaceni
povrchu listli. Nadoba byla utésnéna parafilmem a piiklopena sklenénym vikem, aby nedochazelo
k odpatovani roztoku z nadoby.

Izolace rostlinnych kutikul probihala po dobu 6 tydnt. Poté byly kutikuly mechanicky odstranény
pomoci pinzety a Stétce. Ve vysledku byly ziskany transparentni tenké membrany, které¢ byly
nékolikrat promyty v Cisté destilované vode.

Béhem prace s rostlinnymi kutikulami, byly postupy izolace postupné optimalizovany, aby doslo
ke zkraceni celého procesu. V takovém priipade je nutné docilit efektivnéjsi prace enzymi, cemuz
odpovida teplota 35-40 °C. Pokud je nadoba s listy a roztokem vnesena do temperan¢ni komory pii
teplote 35 °C, potom dojde ke zkraceni procesu izolace o 3—4 tydny, dale zélezi na druhu listu, ze
kterého jsou kutikuly izolovany. Postup optimalizace izolace kutikul je zminén v publikaci [33].

4.2 Charakterizace rostlinnych kutikul

Izolace rostlinnych kutikul probihala dvéma odliSnymi metodami (chemicky a enzymaticky).
Z dostupnych material [33]-[35]bylo zjisténo, ze izola¢ni metoda ma vliv na funkci kutikul, a tudiz
1 na difuzni experimenty. Z téchto divodl bylo nutné kutikuly detailné€ analyzovat mikroskopickymi
metodami, jako jsou mikroskopie doby zivota fluorescence, rastrovaci elektronova mikroskopie
améné naroénymi metodami, jako jsou optickd mikroskopie a fluorescen¢ni mikroskopie nebo
mechanicka.

4.2.1 Priprava vzorki pro optickou mikroskopii

Bobkovisen 1ékarska je okrasny kef, jehoz kutikuly z horni (adaxialni) strany jsou tvofeny pouze
pletivovou siti a kutikuly ze spodni (abaxidlni) strany jsou navic tvofeny stomaty zodpovédnymi
zejména za transpiraci a transport latek.

Rostlinné kutikuly byly rozdéleny na horni a spodni za pomoci optického mikroskopu. Kutikuly
byly v mokrém stavu poloZeny na podlozni sklicka, kde byly §tétcem rozprostieny po celém povrchu
skla, a poté byly pfikryty krycim sklickem. Néasledné byly vSechny kutikuly prohlédnuty pod
optickym mikroskopem (Olympus IX) a byly roziazeny dle své struktury do skupin. Rovnéz byla
studovana mozna mechanicka poskozeni, v takovém ptipadé byly kutikuly vylouéeny z fad vhodnych
adeptil pro navazujici difiizni experimenty. Pro métfeni vzorkl kutikul metodou optické mikroskopie
byla pouzita optika s Sedesatindsobnym zvétSenim.

Pro ditkladné prostudovani struktury optickou mikroskopii bylo nutné kutikuly dobte rozprostiit na
podlozni sklicko, a poté je vysuSit v susarné pii teplot¢ 25-30 °C. Dilezité bylo, aby kutikuly
neobsahovaly zaddné vzduchové bubliny, které by mohly zkreslit nebo uplné¢ znemoznit
mikroskopické pozorovéni. Pro zobrazeni vzorkl byl pouzit objektiv s 60nasobnym zvétSenim.

4.2.2 Priprava vzorki pro rastrovaci elektronovou mikroskopii (SEM)

Rostlinné kutikuly byly rovnéz podrobeny detailnimu méfeni na rastrovacim elektronovém
mikroskopu, ¢imz byla ziskana jejich blizsi charakterizace z hlediska jejich struktury a povrchu.
Kutikuly byly izolovéany, dobfe ocistény a rozdéleny na adaxidlni a abaxidlni kutikuly optickym
mikroskopem. Nésledné byly kutikuly rozprostfeny §tétcem na analytickd mikrosklicka.

Kutikuly byly nanaSeny na mikroskli¢ko ze strany odstranovani mezofylu (dale v textu zmiiovano
jako vnitini strana) a ze strany, kde k odstranovani nedochézi, tedy ze strany kutikuly, ktera je

Vv kontaktu se vzduchem (dale v textu zmiflovano jako vngj$i strana). Timto zptisobem byly studovany
jednotlivé odliSnosti mezi obéma povrchy jednoho druhu kutikuly. Celkem bylo pfipraveno 8 vzorki
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rostlinnych kutikul, které byly ponechany k vysuSeni po dobu 24 hodin za laboratorni teploty,
ptipadné bylo vyuzito suSarny pii nastaveni teploty do 30 °C.

Nasledujici den byly kutikuly upevnény na uhlikové ¢erné pasky mosazného drzaku tak, aby nebyly
pokrcené. Poté nasledoval krok povrchové upravy vzorku a to pozlacenim. Parametry nastaveni SEM
byly nasledujici: proud odpovidal 80 pA, napéti 10 kV a pracovni vzdéalenost 9 mm. Snimky byly
potizeny na zakladé sekunddrné odrazenych elektroni.

4.2.3 Priprava vzorki pro mechanickou profilometrii

Rostlinné kutikuly byly podrobeny méteni na mechanickém profilometru (Dekta kXT, Bruker), ¢imz
byla zméfena tloustka membran a jejich profil, respektive heterogenita povrchu. Na zéklad¢ této
metody bylo rovnéz mozné posoudit rozdily mezi chemicky a enzymaticky izolovanymi kutikulami,
coz muze opé€t hrat dilezitou roli pfi porovnavani difuznich experimentt.

Vzorky byly pfipraveny nasledujicim zplsobem, izolovana rostlinna kutikula byla dobfe promyta
vodou, a poté byla nanesena na podlozni mikrosklicko tak, aby byla dokonale napnutd a nedoslo
k vytvoteni vzduchovych bublin. Na jedno mikroskli¢cko byly naneseny 3 kutikuly stejného typu,
které byly nasledn€ vysusSeny za laboratorni teploty. Nastaveni parametrii mechanického profilometru
bylo nasledujici: typ stylusu odpovidal 12,5 pm, pftitlak stylusu byl 0,5 mg a rozliSeni odpovidalo
0,083 um/pt.

4.3 Priprava difuznich experimentii

Diftizni experimenty jsou zaloZeny na jednoduchych difuznich metodach, a to metodéach staciondrni
a nestacionarni difuze, k cemuz bylo pouzito PMMA kyvet naplnénych agaré6zovym hydrogelem
a rostlinnych kutikul izolovanych z listi Prunus laurocerasus.

4.3.1 Difuze z roztoku

Diflize z roztoku je zalozena na pfijimacim agarézovém hydrogelu s obsahem 1 hm. % agardzy
a izolované rostlinné kutikule. Ta byla pevné pfichycena parafilmem na piijimaci hydrogel a byla
dobfe izolovana, aby nedoslo k obtékani kapaliny kolem ni, ¢imz by doslo k ovlivnéni vysledkd.

Takto ptipravené hydrogelové matrice s kutikulami byly vloZzeny do nadoby s 1 hm. % roztokem
Lignohumatu A. Celkem bylo pfipraveno 5 nadob, do kterych byl pfipraven vzdy stejny objem
vodného roztoku LH, tedy 200 ml, a ten byl pfi experimentech stale michan pii 230 ot./min. Do
nadoby bylo umisténo vzdy 5 stejnych kyvet s upevnénou kutikulou, tedy celkem bylo pfipraveno
15 vzorka kyvet pro kazdy typ kutikuly. Experimenty byly provedeny jak pro chemicky, tak
enzymaticky izolované kutikuly, pro adaxialni i abaxialni stranu. Experimenty byly realizovany pfi
teplote 25 °C.

Tento pocet nadob a kyvet byl stanoven z dlivodu opakovatelnosti experimentu, a tedy i jeho
statistickému vyhodnoceni. Experimenty byly méfeny maximalné po dobu 3 dnd, protoze po této
dobé byla koncentrace nejen na rozhrani (hydrogel s kutikulou/roztok), ale i dale v kyveté natolik
vysoka, Ze jiz nebylo mozné UV-VIS spektra v téchto mistech v dalSich dnech namé&fit.

Meéfieni tedy probihalo po dobu 3 dnli na UV-VIS spektrometru Varian Cary 50. Pro méteni byl
vyuzit specialni posuvny nastavec na kyvety, diky némuZz bylo moZzné mé&fit koncentracni profily,
tedy zménu koncentrace lignohumatu draselného se vzdalenosti od rozhrani (hydrogel/kutikula)
a zaroven i v zavislosti na ¢ase. Prvnich 5 mm kyvety byly spektra méfeny po kroku 1 mm, pak byl
krok zménén na 2 mm, ¢imz byla proméiena cela kyveta.

4.3.2 Difaze ze zdrojového hydrogelu

Difuze ze zdrojového hydrogelu je zaloZzena na dvou kyvetach vyplnénych hydrogely, zdrojovym
a pfijimacim. Zdrojovy hydrogel zpravidla obsahuje 1hm. % agarézy alhm. % lignohumatu
draselného, naopak pfijimaci hydrogel je tvofen pouze z 1 hm. % agarozy.
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Na zdrojovy hydrogel byla upevnéna rostlinnd kutikula, k tomu bylo vyuzito parafilmové folie.
K pfipravené zdrojové kyveté s kutikulou byl parafilmem ptipevnén i pfijimaci hydrogel. Difuzni
pary (Obr. 5) byly dany do polystyrénového drzaku a byly vloZeny do exikatoru s vodou, aby bylo
docileno konstantnich podminek (100% vlhkost, konstantni teplota). Tim bylo zamezeno vysychéni
kutikul a hydrogelt, coz by mohlo vyrazné ovlivnit vysledky méfeni. Experimenty byly provedeny
pro oba typy kutikul izolovanych chemicky i enzymaticky. Difizni experimenty probihaly pfi tfech
teplotach 25, 35 a 45 °C.

Obr. 5 Ukazka ptipravy difazniho paru.

Me¢éieni experimentll probihalo obdobnym zpisobem, jako tomu bylo v pfipad¢ volné difuze,
ptijimaci kyveta byla odiiata od zdrojové kyvety, byla provedena kontrola kutikuly, zda nedoslo
k jejimu poskozeni, coz by ovliviiovalo vysledky transportd. Piijimaci cela byla dana do posuvného
nastavce a UV-VIS spektra byla méfena v nasledujicich vzdalenostech od rozhrani kyvety
(hydrogel/kutikula). V prvnich 5 mm byla kyveta méfena po kroku 1 mm, poté po kroku 2 mm az po
konec kyvety.

Vysledkem méfeni byly koncentracni profily, tedy zména koncentrace studovaného materialu se
vzdalenosti od rozhrani (hydrogel/kutikula) a rovnéZ 1 v zavislosti na ¢ase. Experimenty byly méteny
po dobu 14 dnti.

5 EXPERIMENTALNI CAST II

r wvr

5.1 Uvod k experimentalni ¢asti IT

Druhé ¢ast disertacni prace je zamé&fena na aplikace pevnych substrati (NPK, lignohumat draselny
a supersorbent) do pudy. V ramci téchto experimentt byly sledovany fyziologické zmény (vzrust
rostliny, zbarveni listli apod.) a zaroven byla sledovana kondice plidniho substratu (obsah dusiku,
fosforu a oxidu uhli¢itého).

Tyto znalosti nabyté v rdmci mezinarodniho pobytu na Monash Univerversity, Australia budou dale
vyuzity k dal§imu vyzkumu foliarniho hnojeni na FCH VUT v Brné&. Jejich aplikaci budeme schopni
posuzovat vlastnosti foliarniho hnojeni i z hlediska fyziologickych zmén rostlin, a protoze folidrni
hnojeni ¢astecné plisobi 1 na pidu, tedy studovat i kondici a zmény latek v ptde.

5.2 Priprava kvétinacii a nastaveni podminek experimentii

Pro rostliny jako je fedkvicka, hlavkovy saldt a Spenat bylo nutné zvolit kvétinace o priméru 16 cm
a vySce 25 cm. Kvétinace byly dobie omyty vodou a byly ponechany k ususeni, po vyschnuti byla
spodni ¢ast kvétinace zalepena papirovou paskou, aby nedoslo k propadavani ptidy ¢i odvadéni vody
z nadoby. Kvétinace bylo rovnéz nutné vhodné oznacit.
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Nasledn¢ bylo mozné naplnit kvétinace hlinou a zasit semena rostlin. Do kazdého kvétinace bylo
navazeno 1,8 kg pidy, v kazdém kv¢tinaci byla rozptylena stejna koncentrace aplikovanych latek,
tedy lignohumatu A, NPK a SAPs . Rovnéz byly vSechny kvétinace zality stejnym mnozstvim vody,
vodni kapacita CB pudy odpovidala 70 hm. %.

Vzhledem k omezenému mnozZstvi superabsorbentti byla zvolena koncentrace 1 g SAPS na 250 g
pudy. Xerogely s NPK a LH obsahovaly 1,2 hm.% NPK a 1,8 hm. % LH. Na zaklad¢ téchto
parametrt byla piipravena druha sada vzorku, ktera obsahovala pouze xerogel s NPK o koncentraci
1,2 hm. % NPK. Do poslednich dvou typt experimenti, pida s obsahem LH a NPK a kontrolni sada
vzorkl obsahujici pouze NPK, byly zvoleny shodné koncentrace obou pouzitych latek NPK a LH,
jako tomu bylo u SAPs s NPK a LH. Experimenty byly zvoleny timto zpisobem, aby bylo mozné
porovnat SAPs s praskovymi (NPK), respektive kapalnymi (LH) formami ptipravkii a pozorovat
jejich vlivy na rostliny. Superabsorbenty byly rozemlety na prach pomoci elektrického mlynku,
rovnéz tak 1 granule NPK. Ur¢it€ je nutné zminit, Ze pripravek lignohumat A nebyl pouzit dle navodu
vyrobce (doporucené koncentrace), coz mohlo vyznamné ovlivnit vysledek vynosu rostlin a pribéhu
celého experimentu.

Do kvétinace byla pfidana voda, tak aby odpovidala 70 hm. % vodni kapacity, do vlhké pudy bylo
zaseto vzdy 10 seminek z jedné rostliny. Kvétinace byly na zavér zvazeny a jejich celkové hmotnosti
byly zaznamenany, aby bylo mozné na zdklad€ ubytku hmotnosti doplnit vodu do ptivodni hmotnosti.

Ve skleniku byly nastaveny tyto podminky: teplota stolu odpovidala 25 °C, teplota vzduchu
23+2 °C, vlhkost vzduchu byla 100% a svétlo odpovidala 4,8-5,9 kLux. Podminky byly fizeny
centralnim pocitatem v technické mistnosti, technika pravidelné zaznamenavala ménici se hodnoty
ve skleniku, v piipad¢ velkych vykyvl automaticky fidila ohfivani, respektive ochlazovani vzduchu
ve skleniku, teplotu stolu, vlhkost apod. Za vySe uvedenych podminek byly rostliny péstovany po
dobu 8 tydni. Kazdy druhy den byly kvétinace vazeny a byla k nim pfidavana voda podle tbytku
hmotnosti. Na zakladé téchto méfeni bylo moZné stanovit, zda SAPs maji vliv na lepsi zadrZzovani
vody ¢i nikoliv.

Po 14 dnech doslo k jednoceni rostlin a vybrani pouze jediného reprezentanta, ktery byl ponechan
k dalsimu rastu a byl zvolen pro finalni zhodnoceni. Toto zhodnoceni probihalo po 2 mésicich od
zaseti. Zpravidla plati, Ze tento typ experimentl je ukoncen az po Uplném vzristu a vyvoji zasetych
rostlin. OvSem s koncicim pobytem na Monash University a ¢asové narocnymi dal§imi analyzami
bylo nezbytné experimenty pierusit, i presto, ze vzorky s obsahem NPK a LH, respektive kontrolni
vzorky s NPK nebyly plné vyvinuty.

5.3 Stanovovani NO3—N, NH;-N a Colwell P v piadé
Extrakce pudy

Pro stanoveni dusiku a fosforu v ptidé bylo nezbytné nejdiive vzorky pid extrahovat. Extrakce byla
zalozena na vyluhovani vzorki pid vroztoku 2M chloridu draselném (KCl). Do 50 ml
centrifugacnich zkumavek bylo navazeno 10 g z kazdého vzorku pudy, ktery byl dale suspendovan
25 ml pfipraveného roztoku KCI. Zkumavky byly tfepany na tfepacce pies noc a nasledujici den bylo
provedeno odstfed’ovani vzorkt v centrifuze (Termo Fischer Science, model 6890). Vzorky byly
odstied’ovany za nasledujicich podminek 4 500 ot./min. po dobu 5 minut. Po odstfedéni byly vzorky
zfiltrovany ptes filtrani papir do novych 25 ml plastovych zkumavek, které byly pec¢livé oznaceny
¢islem vzorku. Vzorky byly vyuzity pro dalsi analyzy nebo byly ihned zamrazeny, aby nedochéazelo
k jejich znehodnocovani.

Stanoveni NO3;—N obsaZeného v extraktu pidy

Obsah dusiku vazaného na dusitanové anionty bylo mozné stanovit z extraktu vzorka 2M KCI.
Pozitivni zjiSténi dusiku v piidé v podobé NO3— N se projevuje rizovym zbarvenim chemické reakce,
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u vzorkl byly zméfena UV-VIS spektra za pomoci UV-VIS spektrometru (Termo Fischer Science,
Multiscan Go). Z namétenych hodnot byly stanoveny koncentrace dusiku ve vzorcich.

Aby k takové reakci mohlo dojit, muselo byt vyuzito nasledujicich reak¢nich roztokt a postupd.
Nejdiive bylo nutné ptipravit reakéni roztok ¢. 1. Do 125 ml nadoby obalené hlinikovou folii bylo
nasypano 0,4 g chloridu vanaditého a k nému byla piidana 1M kyselina chlorovodikova. Lahev byla
nejdiive ru¢né protfepana, poté uzaviena a ponechana k rozpusténi a ke zchladnuti po dobu 10 minut.
Béhem té doby byl pfipraven reakéni roztok €. 2. Do 500 ml nadoby opét obalené aluminiovou folii
bylo nasypano 0,2 g sulfanilamidu a 0,01 g NED (N-(1-naphtyl-ethylenediamine dihydrochloride).
Obe¢ slozky byly rozpustény ve 400 ml ultraCisté vody. Po ptipravé obou reakcnich roztoki bylo
provedeno jejich smichani v poméru 1:8 do nové nadoby obalené hlinikovou folii, tim vznikl
vysledny reak¢ni roztok (reagent).

Tab. 2 Referen¢ni hodnoty pro ptipravu vzorku v o¢ekavaném koncentra¢nim rozmézi NO3 — N.

NO; — N (ppm) objem vzorku (ul) objem reagentu (ul)
<1 150 150
1-5 25 275
1-10 13 287
1-20 6 295
1-50 2,5 299

Roztok po extrakci pid byl poté pipetovany do mikrodesti¢ek uréenych pro méfeni UV-VIS
spektrometrie a k nim byl pfidan reakéni roztok. Objem roztoku vzorku a reagentu byl navrzen podle
tabulky (Tab. 2).

Rovnéz byla pfipravena kalibracni fada, diky niz bylo mozné stanovit koncentrace dusiku
Vv jednotlivych vzorcich. Pro kalibra¢ni fadu bylo vyuzito standardniho roztoku NO3 — N od Sigmy-
Aldrich. Pro analyzu bylo vyuzito 200 pl standardu a 1800 pul 2M KCI, ¢imz vznikl roztok
0 koncentraci 100 ug NO3 na 1 ml 2M KCI. Tento standardni roztok byl nasledné pouzit pro pfipravu
kalibra¢ni fady, ktera byla ptipravena do plastovych nadobek v pomérech uvedenych v tabulce (Tab.

3).

Tab. 3 Piiprava koncentra¢ni fady NO3 — N standardu.

Standard NO3 — N | Objem 100 ppm roztoku (nl) Objem 2M KCl (ul)
0 0 1000
4 40 960
6 60 940
8 80 920
10 100 900
12 120 880
14 140 860
16 160 840
20 200 800
24 240 760
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48 480 520

Po piipravé bylo 13 ul od kazdé koncentrace pipetovano do mikrodesti¢ek a k nim bylo ptidano
287 ul reagentu. Celkem byly pfipraveny 2 koncentracni fady, jejichz hodnoty absorbanci byly po
méteni zprimérovany a na zdkladé linearni regrese byly vypocteny koncentrace NO3 — N pro realné
vzorky. Po ptipravé vSech vzorka byly mikrodesticky ptiklopeny vikem, oznaceny popisem a dan do
digestofe. Reakce probihala po dobu 16 hodin, kdy vzorky se zbarvily do rizova (Obr. 6), a poté byly
zméteny na UV-VIS spektrofotometru (Thermo Fischer Science, Multiscan Go) pro vinovou délku
540 nm.

Obr. 6 Ptiklad pozitivni reakce na dusik vazany pies dusi¢nanovy anion.
Stanoveni NH; - N obsaZeného v extraktu pady

Pro stanoveni NH} — N ve vzorcich ptdy je zapotiebi rovnéz extrahovanych vzorki pidy. Pozitivni
reakce pro stanoveni NHf— N se projevi azurové modrym zbarvenim vzorkd. Pro analyzu byly
pfipraveny dva typy reakcnich roztokd, prvni z nich byl oznacen jako reagent A. Do sklenéné nadoby
obalené¢ hlinikovou folii bylo odméteno 100 ml destilované vody, 6,5 g salicylatu sodného, 5 g citratu
sodného, 5 g dihydratu vinanu sodného a 0,025 g nitroprussidu sodného. Vsechny slozky byly ve
vodé rozpustény a ldhev byla déna do lednice. Do stejné ldhve obalené aluminiovou folii byl
ptipraven reagent B, ktery obsahoval 100 ml destilované vody, 6 g hydroxidu draselného a 2,4 ml
bélidla respektive 4% hypochloridu sodného. Lahev byla rovnéz dana do lednice.

Pro tato méfeni bylo nutné pfipravit rovnéz koncentraéni fadu ze standardniho roztoku NHF — N
zakoupené¢ho od firmy Sigma-Aldrich. Tento roztok byl natfedén tak, aby jeho koncentrace
odpovidala 50 pg NHS na 1 ml 2M KClI, tedy k 200 ul standardu bylo nutné piidat 3 800 pl 2M KCI.
Kalibra¢ni fady byly pfipravovany do 3 ml plastovych nadobek. Koncentraéni fada byla pfipravena
dle uvedené tabulky nize (Tab. 4).

Tab. 4 Ptiprava koncentra¢ni fady NH{ — N standardu.

Standard NH; — N (ppm) | objem 50 ppm roztoku (ul) | objem 2M KCI (ul)
0 0 1000
1 20 960
2 40 940
4 80 920
5 100 900
6 120 880
8 160 840
10 200 800
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12 240 760
15 300 700
20 400 600

Pfipravené roztoky koncentra¢ni fady a realnych vzorki mohly byt pouzity pro NH — N analyzu.
Pro tuto reakci bylo dilezité dodrzet nasledujiciho postupu, respektive poméry jednotlivych
reakcnich roztokli a pfipravenych vzorki, respektive kalibracnich roztokti. Poméry, podle kterych
byly roztoky do mikrodesticek pipetovany, byly zvoleny na zaklad¢ tabulky (Tab. 5). Na zaklad¢
zkuSenosti byl vybran pomér odpovidajici 0-10 ppm NHF — N.

Tab. 5 Referenéni hodnoty pro piipravu vzorku v oéekavaném koncentraénim rozmezi NHf — N.

NH; — N (ppm) | Objem reagentu 1 (ul) Objem vzorku (ul) Objem reagentu 2 (ul)
<1 50 200 50
0-5 127 45 127
0-10 140 22 140
0-20 140 11 140

Ptipravené vzorky byly pfikryty vikem, oznaceny a dany do digestoie. Vzorky byly takto ponechany
po dobu 1 hodiny, poté byly prométeny na UV-VIS spektrofotometru (Thermo Fischer Science,
Multiscan Go) pii vlnové délce 650 nm. Vzorky nesmély byt zméteny po uplynuti doby del$i nez
3 hodiny, pak hrozi riziko velkého zkresleni vysledkii.

Na obrazku (Obr. 7) je znazornéna mikrodesti¢ka s ptipravenymi vzorky, v poslednich dvou fadach
G a H se nachazi vzorky kalibra¢ni fady. U redlnych vzorki, druhého a ¢tvrtého sloupce, je ziejmé,
7e koncentrace NHf — N jsou piili§ vysoké (syté zabarveni reakce), proto bylo nutné tyto vzorky
vhodné¢ nafedit dle vySe uvedené tabulky (Tab. 5).
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Obr. 7 Ptiklad pozitivni reakce na dusik vazany pfe amonny kationt.

6 VYSLEDKY A DISKUZE — EXPERIMENTALNI CAST I

6.1 Charakterizace rostlinnych kutikul
6.1.1 Opticka mikroskopie

Opticka mikroskopie byla provadéna na mikroskopu Nikon Eclips Cli, ktery slouzil k zakladnimu
roztazeni kutikul na dva typy (horni, spodni). Naopak detailng;si méteni kutikul byla realizovana na
mikroskopu Olympus IX71. Na zakladé vytvorenych snimkt bylo provedeno zhodnoceni rozdilt
mezi adaxialni a abaxialni stranou kutikuly a rovnéz mezi kutikulami izolovanymi chemickou (Obr.
8) a enzymatickou metodou (Obr. 9).
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Obr. 8 Snimky z optického mikroskopu pro adaxialni (a) a abaxialni (b) kutikulu izolovanou
chemickou metodou. Snimky byly pofizeny pii 60nadsobném zvétseni.

Obr. 9 Snimky z optického mikroskopu pro adaxialni (a) a abaxialni stranu (b) kutikuly izolovanou
enzymatickou metodou. Snimky byly pofizeny pti 60nasobném zvétseni.

Na zakladé mikroskopickych snimki 1ze rozpoznat rozdil mezi horni a spodni stranou kutikuly.
Horni je tvofena siti pletiv (snimky oznacené (a)), spodni je tvofend jak pletivy, tak stomaty, které se
vyznacuji jako kruhové utvary s prazdnou dutinou (snimky oznacené (b)). Opticky mikroskop byl
rovnéz pouzit pro sledovani necistot na povrchu kutikul, které zde ztstaly po odstranéni mezofylu.
Snimky pofizené optikou 60nasobného zvétSeni ovSem nepoukazovaly na rozdily v povrchu
jednotlive izolovanych kutikul.

Pro detailni charakterizaci povrchu kutikul bylo provedeno méteni pii 100nasobném zvétSeni, diky
némuz se potvrdilo, Zze povrch chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul je odlisny. Chemicky
izolované kutikuly maji povrch vice ¢lenity, tvofeny z vétSich ¢astic podilejicich se a tvorbé kutikuly
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(Obr. 10 a, bl), naopak enzymaticky izolované kutikuly se jevi vic kompaktni, tvofené z malych
¢asticovych struktur (Obr. 10 a2, b2).

r

Obr. 10 Snimky z optického mikroskopu pii 100nasobném zvétseni. Chemicky izolované kutikuly
— adaxialni (al), abaxialni (b1). Enzymaticky izolované kutikuly — adaxialni (a2), abaxialni (b2).

Diky optické mikroskopii bylo mozné rozpoznat nékteré dilezité rozdily ve stavbé a povrchu
kutikul, ovS§em pro detailn&j$i zobrazeni povrchu ze strany odstrafiovani mezofylu a ze strany od
strany ze vzduchu nebyly pozorovany zadné rozdily. Navic, nebylo mozné spolehlivé rozpoznat mista
zanesena zbytky mezofylu. Z tohoto diivodu bylo nutné kutikuly podrobit dal§imu méfeni napiiklad
na fluorescen¢nim mikroskopu nebo rastrovacim elektronovém mikroskopu.

6.1.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Rastrovaci elektronova mikroskopie byla vyuzita z divodu detailniho zkouméani povrchu kutikul. Na
zakladé ziskanych snimk@i bylo moZné posoudit, jak vyrazn€ se od sebe kutikuly izolované
chemickou a enzymatickou metodou odlisuji, respektive zda viibec néjaké rozdily budou pozorovany.
Rovnéz bylo nutné zjistit rozdily v ramci jedné kutikuly, tedy ze strany izolace a ze strany vzduchu.

Ackoli se na optickém mikroskopu struktura kutikul (chemicky a enzymaticky izolovanych)
a vlastné cely jejich povrch jevil velmi podobny, ze snimkil potizenych ze SEM je zfejmé, Ze metoda
1zolace ma vyznamny vliv na strukturu kutikul, coZ ma i vyznamny dopad na navazujici experimenty.
Z Obr. 1la je ziejmé, ze kutikula z vnéjsi strany, kde nedochazi k odstranovani mezofylu, ma
kompaktni strukturu s viditelnymi pletivy na povrchu. Dale jsou zde patrné malé neéistoty, které
mohly ulpét na povrchu kutikul pfi procesu izolace a nedokonalym omytim povrchu vodou. Na
snimku (Obr. 11b) se povrch jevi ucelené jen s mirnymi znaky reliéfii pletiv. Vzhledem k tomu, Ze
oba snimky jsou pofizeny pfi stejném zvétSeni, je ziejmé, Ze jsou tyto povrchy odliSné. A praveé na
obrazku (Obr. 11b) je zachycena vrstva nedokonale odstranénych polymert
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Obr. 11 Snimky ze SEM pro horni stranu kutikul izolované chemickou metodou izolace. Vlevo se
nachdzi snimek kutikuly ze strany vzduchu (a), napravo se nachazi snimek ze strany odstranéného
mezofylu (b). Snimky byly potizeny pti 1 500nasobném zvétseni.

. Na snimku (Obr. 12) je detailné zachycena adaxialni kutikula izolovana chemickou metodou, kde
jsou ziejmé ,,vyleptané diry*, které vytvari nehomogenni povrch kutikuly. Jedna se jiz o zminénou
neodstranénou vrstvu polymert.
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Obr. 12 Detail horni kutikuly izolované chemickou metodou. Snimek potizeny pii 5 000nasobném
zvétSeni.

Obdobné rozdily byly také pozorovany pro spodni stranu kutikuly (Obr. 13). Vng&jsi strana kutikuly
(Obr. 13a) byla kompaktni bez vzniku nehomogenit, pouze obsahovala nékteré malé necistoty, které
ulpély na povrchu kutikuly pfi nedokonalém promyti pod proudem vody. Ze strany odstranovani
mezofylu (Obr. 13b) byly tyto zbytky pozorovany po celém povrchu kutikuly, opét $lo o neodstranéné
polysacharidy, které tak zapti¢inuji vznik vrstvy ovliviwgjici diftzni experimenty.
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Obr. 13 Snimky ze SEM pro horni stranu kutikul izolované enzymatickou metodou izolace. Vlevo
se nachazi snimek kutikuly ze strany vzduchu (a), napravo se nachéazi snimek ze strany
odstraniovani mezofylu (b). Snimky byly pofizeny pti 1 500nasobném zvétseni.

Pro abaxialni kutikuly byly pofizeny i detailni snimky stomat (Obr. 14), z vné&jsi strany nejsou
stomata ni¢im branéna, ale z vnitini strany se zde objevuji neodstranéné zbytky polymera, které
nebyly uplné rozpusStény v izolacnim roztoku koncentrované kyseliny chlorovodikové a chloridu
zine¢natého.
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Obr. 14 Detailni snimek abaxialni strany kutikuly izolované chemickou metodou. Vné&jsi strana
kutikuly (a), strana kutikuly odstraiilovani mezofylu (b). Snimek potizeny pii 5 000nasobném
zvétSeni.

Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i v pfipadé enzymaticky izolovanych kutikul. Povrch kutikuly
z vn&j$i strany je hladky, dokonce zde nejsou pozorovatelna vyvysSena mista pletiv, jako tomu bylo
Vv piipadé chemické metody izolace (Obr. 11a). Na povrchu jsou patrné pouze malé neéistoty, které
zde utkvély opét nedokonalym oplachem.

V piipadé adaxidlni strany enzymaticky izolované kutikuly (Obr. 15a) nebyly pozorovany pro vnéjsi
stranu Zadné vyrazné struktury pletiv, cely povrch byl homogenni. Zadné vysledky nebyly dosazeny
ani v ptipad¢ 5 000nasobného zvétseni (Obr. 15b), jak tomu bylo u chemicky izolovanych kutikul
(Obr. 11a).
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Obr. 15 Snimek adaxialni strany kutikuly izolované enzymatickou metodou. Povrch kutikuly
Z vn&jsi strany (strana, kde neni odstrailovan mezofyl) (a), detailni snimek povrchu stejné kutikuly
pii 5 000nasobném zvétseni (b).

Stejnym zptsobem byla analyzovéna i druha strana kutikuly, ze strany odstranéni mezofylu.
Z dosaZenych snimki ze SEM je patrné, Ze struktura enzymaticky izolovanych kutikul je naprosto
odlisna. Jeji struktura je tvofena z malych ¢astic (Obr. 16b), struktura neni tolik kompaktni, jako tomu
bylo v ptipadé chemicky izolovanych kutikul (Obr. 11). Z takto ziskanych poznatkd usuzujeme na
odlisné schopnosti izola¢nich metod a jejich vliv na strukturu a povrch kutikul. Na snimcich jsou
patrné veétsi agregaty, které poukazuji na neodstranéné zbytky mezofylu, které byly pozorovatelné
i v ptipadé chemicky izolovanych kutikul.
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Obr. 16 Struktura adaxialni kutikuly izolované enzymatickou metodou. Celkovy pohled na povrch
kutikuly pfi 1 500nasobném zvétseni (a), detailni snimek pti 5 000ndsobném zvétSeni (b).

Vezmeme-li v uvahu, Ze pfi samotné izolaci kutikul je mnohem jednodusi odstraniovat mezofyl pii
chemické izolaci neZ pii enzymatické, bylo by logické si myslet, ze kutikuly izolované chemickou
metodou budou 1épe ocistény. Avsak ze SEM snimktl pro enzymaticky izolované kutikuly je patrné,
ze povrch kutikul je tvofen malymi ¢asticemi, pfipominajici zrnicka (Obr. 16b), kde muize jit o 1épe
rozlozené latky polymera. V takovém piipad¢ by kutikula méla lepsi penetracni vlastnosti, ovSem
z vysledki obsazenych v kapitole 6.1.5 je ziejmé, Ze enzymaticky izolované kutikuly maji naopak
niz§i penetrani schopnost nez ty chemicky izolované. Proto ackoli se povrch enzymaticky
izolovanych kutikul mtze zdat Cistsi, ve skutenosti enzymy nepronikaji tak hluboko do struktury
polymert, ¢imZ ptispivaji ke zvySeni tloustky pfirodni membrany. Tento fakt mlZe hrat vyznamnou
roli v odliSnostech transportt latek skrze kutikuly, které byly realizovany v této praci.
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Obr. 17 Snimky abaxialni strany enzymaticky izolované kutikuly. Vné&jsi strana kutikuly (a), strana
izolace mezofylu (b).

Na Obr. 17 jsou znazornény snimky abaxialni strany kutikuly, kde obrazek (Obr. 17a) znazorfiuje
strukturu povrchu kutikuly ze strany vzduchu, tedy ze strany, kde nedochazi k odstranovani
mezofylu. Ta je ¢ista bez mechanickych poSkozeni s viditelnymi stomaty. Naopak na snimku (Obr.
17b) je zndzornéna kutikula ze strany odstrailovani mezofylu, kde je zfejmé, ze povrch je znecistény
zbytky nerozlozenych polymernich sloucenin. Pro detailni porovnani byly pofizeny snimky i pfi
5 000nasobném zvétseni (Obr. 18), kde je mozné porovnat povrchy kutikul mezi sebou.
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Obr. 18 Snimky abaxialni kutikuly izolované enzymatickou metodou potizené pii 5 000nasobném
zvétSeni. Abaxidlni kutikula z vnéjsi strany (a), abaxialni kutikula ze strany izolace mezofylu (b).

6.1.3 Mechanicka profilometrie

Ze ziskanych vysledkl z rastrovaci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze metoda izolace ma
vyznamny vliv nejen na povrch kutikul, ale rovnéz bude mit vliv i na jejich tloustku. Navic se
pfedpoklada, Ze adaxidlni kutikula musi odoldvat vétSimu plisobeni nezddoucich podminek nez
abaxialni kutikula, ¢imz je logicky usuzovano, Ze by jeji tloustka méla dosahovat vyssich hodnot.

Pro tento typ méfeni byl zvolen mechanicky profilometr. Pro méteni byly vyuzity vSechny typy
kutikul, tedy chemicky a enzymaticky izolované a jejich adaxialni 1 abaxialni strany. Z nasledujici
tabulky (Tab. 6) bylo potvrzeno, ze adaxialni kutikula je o 1-2 pum tlustsi nez abaxialni kutikula.
Navic byl potvrzen vysledek méfeni z rastrovaci elektronové mikroskopie, a to ten, Ze chemicky
izolované kutikuly maji opravdu mensi tloustku nez enzymaticky izolované kutikuly, tudiz
chemickou metodou izolace dochézi k rozpousténi vétsiho mnozstvi polymernich sloucenin, které se
podileji na tvorbé mezofylu. Stejné tak doslo k potvrzeni faktu, Ze profil povrchu spodnich kutikul
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dosahuje vyssich hodnot nez profil povrchu hornich kutikul, coz je logicky dano pfitomnymi stomaty,
které vytvaii nehomogenni povrch kutikul.

Tab. 6 Hodnoty tloustek a profild rostlinnych kutikul.

Typ izolace typ kutikuly | primérna tloustka (um) | pramérny profil (um)
adaxialni 5+1 1,0+0,5
Chemicka
abaxialni 4+1 1,5+0,8
adaxialni 9+1 0,7+0,1
Enzymaticka
abaxialni T+2 1,2+0,3

6.1.4 Stanoveni velikosti stomat

Stomata rostlinnych kutikul hraji vyznamnou roli v penetraci latek z vnéjSiho prostfedi do vnitini
struktury listu. Nejsou zodpovédna pouze za transport rozpusSténych latek v kapalné fazi, ale rovnéz
za transpiraci, a tedy vymeénu plynt, regulaci vody atd.

Ze snimki z optického mikroskopu bylo mozné provést vyhodnoceni velikosti stomat, coz bylo
provedeno v programu Cellsens Entry. Stomata byla méfena ve dvou smérech, a to podélném
a pii¢ném (Obr. 19).

Vysledkem byly primérné hodnoty pfi¢nych a podélnych fez stomat listu Prunus laurocerasus.
Rozmeéry stomat pro chemicky izolované kutikuly v podélném sméru odpovidaly hodnoté 1442 pm
a vySka stomat odpovidala 72 pym. Pro enzymaticky izolované kutikuly hodnoty odpovidaly pro
pticny fez 12+2 um a vyska stomat 5+1 pm. V ramci chyby smérodatné odchylky dosahovala stomata

Obr. 19 Ukazka méteni pruduchu na abaxialni strané kutikuly.
6.1.5 Vyhodnoceni difiznich experimentii pro teplotu 25 °C
Ptijimaci hydrogely byly v ¢asovych intervalech prométeny na UV-VIS spektrometru, k cemuz bylo
vyuzito specidlniho posuvného néstavce, ktery umoziuje vertikalni posun kyvety, a tak zméteni
spekter v riznych pozicich kyvety. Spektra jsou tvofena kombinaci dvou pftispévki, turbidita
hydrogelu zpisobujici rozptyl svétla na pevnych ¢asticich agardzy a absorpce svétla na rozpusténém
lignohumatu nachézejiciho se v kapalné fazi hydrogelu.

Pro stanoveni koncentrace lignohumatu draselného v kazdém naméfeném UV-VIS spektru
méteného vzorku bylo nutné pfipravit koncentra¢ni fadu agar6zovych hydrogelti. Ty obsahovaly
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znamé koncentrace Lignohumatu A (0-0,05hm.% LH po kroku 0,005 hm. %) homogenné
rozptyleného v hydrogelu. Kfivka kalibra¢ni pfimky je uvedena v Obr. 20.
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18 %700 nm R2=10,99

1.6 X600 nm

1.4

%1:2 y=1484x + 0,15
7] 2 =

g 1.0 R2=10,99

=

20,8

206
04

02 > y=6,79% + 0,10
R2= 0,99
0,0 ' :
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Koncentrace (mg(L.H)/g(gelu))

Obr. 20 Kalibra¢ni kiivka pro agarézové hydrogely a homogenné rozptyleny lignohumat draselny.
Koncentrace LH v jednotlivych vzorcich kalibraéni kiivky (0; 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025;
0,030; 0,035; 0,040; 0,045; 0,050 hm. %).

Naméifend UV-VIS spektra LH nemaji tvar klasického piku, ale jsou charakteristické absorpcnim
spektrem nachazejiciho se v §irokém rozmezi vinovych délek (Obr. 21), coz je typicka
spektroskopicka vlastnost pro huminové latky.
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Obr. 21 Priklad UV-VIS spekter naméfenych pro rtizné pozice piijimaciho hydrogelu. Vzorek
adaxialni chemicky izolované kutikuly po 96 hodinéch.

Z naméienych UV-VIS spekter bylo mozné sestavit tzv. koncentraéni profily (Obr. 22), coz jsou
kiivky urcujici zavislost koncentrace lignohumatu draselného proslého rostlinou kutikulou na
vzdalenosti od rozhrani kutikula/hydrogel a v zavislosti na ¢ase experimentu. Koncentrace LH ve
vzorcich byly stanoveny pomoci vicenasobného kalibra¢niho pfistupu, ktery se pocita z priméra tii
vinovych délek (600, 700 a 800 nm). Avsak s ¢asem prubéhu experimentu dochdzelo k vysokému
zakoncentrovavani lignohumatu draselného na rozhrani kyvety (kutikula/hydrogel), kde tato
koncentrace LH nebyla dale detekovatelnd pomoci UV-VIS spektrometrie, kvili vysoké absorbanci
V prvnich 5 mm kyvety.
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Obr. 22 Koncentra¢ni profil pro abaxialni enzymaticky izolovanou kutikulu. Doba penetrace LH
96 hodin.

Pro stanoveni efektivniho diftizniho koeficientu a koncentrace na rozhrani kyveta/hydrogel bylo
nutné zvolit vhodny matematicky model, ktery cely experiment popisuje. Stanovené koncentraéni
profily z experimentalné naméfenych dat bylo nutné prolozit vhodnou teoretickou kiivkou tzv.
metodou iteraénich &tvercti (Obr. 23a, b), k Eemuz byla vyuZita funkce Resitel z programu Microsoft
Excel.
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Obr. 23 Prolozeni experimentalnich dat teoretickou kiivkou. Abaxialni kutikula izolovana
enzymatickou metodou a chemickou metodou.

Aby experimentalni data byla vhodné proloZena a zaroven byly ziskany 1 diftzni parametry, byla pro
popis mé&fenych experimenti zvolena nasledujici rovnice (2):

c=A-erch§, (2)

kde c je koncentrace lignohumatu draselného v mgin/gger @ X je vzdalenost od rozhrani
(kutikula/hydrogel) v mm, parametry A a B jsou fitovaci konstanty a erfc je tzv. chybova funkce, je
to neelementarni funkce sigmoidniho tvaru, ktera se obecné vyskytuje v nestacionarnich diftznich
rovnicich [49]Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.. Pti znamych parametrech A a B v daném Casetlzec
elkovy difuzni tok Lignohumatu A v jednotkové oblasti n (v mgus/m?) snadno uréit z integrace
rovnice (2) v rozmezi X = 0 az X = o0. Vysledkem je rovnice (2):

A-B
n(t) = Pgel N (3)
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kde pgel je hustota gelu, ktera je vztazena na hustotu vody kvuli zjednoduseni, protoZe pouzivany
hydrogelovy material je tvofen z 99 hm. % vody.

Pro nestacionarni Fickovu difuzi rozpusténé latky v kompozitnim médiu se celkovy difuzni tok
n linearné zvysuje s druhou odmocninou Casu. Linedrni zavislost byla pozorovéna pro difuze
Lignohumatu A skrze v8echny studované rostlinné kutikuly (Obr. 24 a Obr. 25).

300 + XChemicky izolované kutikuly
- xEnzymaticky izolované kutikuly

e B e
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Obr. 24 Zavislost totalniho difuzniho toku LH na odmocning z ¢asu. Ktivky zobrazené pro
abaxialni kutikuly izolované chemickou a enzymatickou metodou.

V ptipad¢€ abaxialnich kutikul byl ziejmy linearni pribéh penetrace LH v zavislosti na odmocniné
z ¢asu t (n = f(vt) (Obr. 24) a prunik LH pies abaxialni rostlinnou kutikulu probiha okamzité bez
ohledu na metodu izolace. Pfi odstranovani bunéénych zbytki z rostlinné kutikuly dochazi k odhaleni
stomat kutikuly a tim vznikaji volné pfistupnd mista pro penetraci. Ackoli jsou abaxialni kutikuly
tvotfeny predevsim lipofilnimi slouceninami, vznikem volnych poért dochéazi k usnadnéni LH ze
zdrojového hydrogelu do pfijimaciho hydrogelu, ¢imZ se tato membréna stava lépe propustnou pro
aplikované LH slouceniny.

V ptipad¢ adaxialnich kutikul byl rovnéz zfejmy linedrni pribc¢h penetrace LH v zévislosti na
odmocnin¢ z ¢asu (n = f(vt) (Obr. 25), avsak u téchto hornich kutikul doslo k posunu celkovych toki
penetrace k delsim ¢asim. Cas potiebny pro prinik LH skrze adaxialni kutikuly je nazyvan jako tzv.
zpozdény cas. To potvrzuje, ze v piipadé adaxidlnich kutikul dochazi k molekuldrnimu transportu
skrze kompaktni bariéru na rozdil od abaxialnich kutikul, kde primarn¢ dochazi k transportu skrze
praduchy.
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Obr. 25 Zavislost totalniho diftzniho toku LH na odmocning z ¢asu. Kiivky zobrazené pro
adaxialni kutikuly izolované chemickou a enzymatickou metodou.

Zatimco penetrace lignohumatu draselného skrze adaxialni kutikuly izolované chemickou metodou
probihala po 60 hodinach, u chemicky izolovanych adaxiélnich kutikul doslo ke zpozdéni transportu
LH, penetrace probéhla az po 80 hodinach. Tyto rozdily v penetracich jsou zplsobené strukturnimi
rozdily kutikul izolovanych odlisnymi metodami. Naptiklad metodou mechanické profilometrie bylo
zjisténo, ze chemicky izolované kutikuly jsou ten¢i nez kutikuly izolované enzymatickou metodou.
Tyto vysledky korespondovaly se snimky pofizenymi na rastrovacim elektronovém mikroskopu.
Z vySe uvedenych fotografii je patrnd strukturni odliSnost kutikul, ddle jsou zde zachyceny
neodstranéné zbytky mezofylu, ktery tloustku kutikul ovliviuje.

Zobrazeni rozdild totalnich difuznich toki pro adaxialni a abaxiédlni kutikuly izolované chemicky
a enzymaticky jsou uvedeny na Obr. 26. Z grafii je zfejmé, ze v obou piipadech doslo k rychlejsi
penetraci LH skrze abaxialni kutikuly, a naopak pomalejsi byl transport lignohumétu draselného skrz
adaxialni kutikuly. V pfipad€ chemicky izolovanych kutikul je totalni diftizni tok 3,2krat vyssi pro
penetraci LH skrze abaxidlni kutikuly v porovndni s adaxidlnimi. V pfipadé enzymaticky
1zolovanych kutikul byl totalni difizni tok pro abaxialni kutikuly navysSen 2,4krat.
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Obr. 26 Porovnani kiivek totalnich toku pro adaxialni a abaxialni kutikuly izolované chemickou
metodou (a) a enzymatickou metodu (b).

6.1.6 Porovnani a souhrn vysledkii difizni experimenti pres rostlinné kutikuly pro
teploty 25, 35a 45 °C

V této kapitole budou shrnuty a porovnany dosavadni difuzni experimenty. Dillezitym ptedpokladem
bylo, ze s rostouci teplotou budou rychleji probihat transportni experimenty, coz se potvrdilo
srovnanim vysledkt experimentd probihajicich pro teplotu 25 a 35 °C (Obr. 27). Pti zvyseni teploty
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prostiedi doslo k navySeni hodnoty totalniho diftzniho toku LH 1,7krat pro chemicky izolované
kutikuly a 3,5krat pro enzymaticky izolované kutikuly.
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Obr. 27 Porovnani difuznich experimentit LH skrze abaxialni rostlinné kutikuly izolované
chemickou a enzymatickou metodou pro teploty 25 a 35 °C.

V grafu (Obr. 28) jsou porovnany vysledky experimenti adaxialnich kutikul realizovanych pro
teploty 25 a 35 °C. Z uvedenych kiivek je patrné, Ze s rostouci teplotou dochazi k navyseni hodnot
totalnich difuznich toki LH penetrujicich skrze rostlinné kutikuly. Bylo vypocteno, ze u adaxialnich
kutikul izolovanych chemickou metodou dosSlo k navySeni totdlniho difizniho toku 2,6krat
a U enzymaticky izolovanych kutikul doslo o navySeni 1,7krat.
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Obr. 28 Porovnani difuznich experimentii LH skrze adaxialni rostlinné kutikuly izolované
chemickou a enzymatickou metodou pro teploty 25 a 35 °C.

V uvedeném grafu (Obr. 29) jsou zobrazeny kiivky abaxialnich rostlinnych kutikul izolovanych
chemickou a enzymatickou metodou. Zajimavym zjiSt€énim bylo, Ze experimenty probihajici pii
45 °C nedosahovaly vys$sich hodnot totalnich difiznich tokli nez experimenty realizované pro teplotu
35 °C, jak bylo o¢ekavano. Tyto vysledky jsou vysvétleny tim, Ze ackoli vzorky difiznich pard byly
ulozeny do exikatoru s vodou, aby nedochazelo k vysusovani agarézovych hydrogelt, respektive
rostlinné kutikuly. Nakonec se vSak ukazalo, Ze tato ochrana proti vysychani byla nedostate¢na, nebot’
béhem experimentu jiz nedochdzelo ke styku zdrojového a pfijimaciho hydrogelu, coz vysvétluje
niz$i hodnoty totalnich difuznich tokl nez pro experimenty realizované pro 35 °C.
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Obr. 29 Souhrn difaznich experimentt pro jednotlivé teploty 25, 35 a 45 °C. Zavislost difuzniho
toku na odmocning z ¢asu pro abaxidlni chemicky a enzymaticky izolované kutikuly.

Vysledky adaxialnich kutikul izolovanych chemickou a enzymatickou metodou jsou uvedeny
v grafu (Obr. 30). V piipadé experimentt realizovanych za podminek 45 °C bylo docileno navyseni
totalniho diftzniho toku pro chemicky izolované kutikuly, ovS§em enzymaticky izolované kutikuly
dosahovaly niZSich hodnot nez experimenty provedené pii teploté 35 °C. Navic je z grafu ziejmé, Ze
difuze experimentl pfi teplotaich 35 a 45 °C byla zapocata v podobném case, ktery odpovidal
13,5 hodiné.
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Obr. 30 Souhrn difuznich experimentii pro jednotlivé teploty 25, 35 a 45 °C. Zavislost diftzniho
toku na odmocniné z €asu pro adaxialni chemicky a enzymaticky izolované kutikuly.

6.1.7 Srovnavaci difizni experimenty (gel-gel difuzni par)

Pro srovnani vySe uvedenych diftznich experimentii ptes rostlinné kutikuly byly realizovany
srovnavaci experimenty, které byly zaloZeny na piipravé difliznich pard pouze z piijimacich
a zdrojovych hydrogeli. Ptijimaci hydrogely byly po dobu 10 dni méfeny na UV-VIS spektrometru

a z nameéfenych dat byl sestaven graf zavislosti totalniho difuzniho toku na odmocnin¢ z ¢asu (Obr.
31).
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Obr. 31 Prub¢h celkového difazniho toku LH v zavislosti na odmocniné z ¢asu pro teplotu 25 °C.
Porovnani redlnych vzorkti ptes abaxialni strany chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul
s referen¢nimi vzorky.

Z grafu je patrné, ze diftize lignohumatu draselného v referencnich a redlnych vzorcich probiha
stejné, tedy jedna se o linearné rostouci pritbéh. Avsak v referencnich vzorcich LH difunduje rychleji,
coz je logicky dané tim, ze tyto vzorky neobsahuji membréanu, kterd by difuzi LH zpomalovala.

Srovnavaci experimenty nebyly realizovany pro teploty 35 a 45 °C, nebot” difuze probihala pfili§
rychle jiz po prvnim dnu méteni, kdy koncentrace na rozhrani byla natolik vysoka, ze ji nebylo mozné
zm¢éftit. Navic s dal$imi dny dochdzelo k rychlému vysychani hydrogelovych matric, ackoli byly dany
do exikatoru s vodou, coz vedlo ke zkresleni vysledkli méteni.
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7 ZAVER — EXPERIMENTALNI A VYSLEDKOVE CASTI I

Predlozenad disertacni prace byla zaméiena na studium transportu kapalnych lignohumatt skrze
rostlinné kutikuly izolované z listd Prunus laurocerasus. Hlavnim cilem dizerta¢ni prace bylo
optimalizovat a pfipravit vhodny matematicky model pro vypocet a stanoveni fundamentalni
parametrti difiznich experimentl pro systém gel-gel difuze a volné difuze, které by v budoucnu
mohly slouzit jako jednoduché techniky pro stanoveni proslého mnozstvi zkoumanych latek skrze
rostlinné kutikuly. Prvni kapitoly experimentalni a vysledkové ¢ésti jsou zaméfeny na charakterizaci
pouzitych materiald, tedy rostlinnych kutikul a hydrogelovych nosici, které byly pouzity pro stézejni
¢ast difuznich experimentd.

Z optické a rastrovaci mikroskopie byl potvrzen rozdil ve struktufe abaxidlni a adaxialni strany
kutikul a rovnéz u kutikul izolovanych odlisnymi metodami (chemicky vs enzymaticky). Na zaklad¢
téchto technik bylo mozné zjistit, Ze abaxialni kutikuly obsahuji stomata (priduchy) a adaxialni jsou
tvofeny jednoduchou pletivovou siti. Rastrovaci elektronovd mikroskopie navic odhalila, ze
chemicky izolované kutikuly byly 1épe zbaveny polysacharidovych zbytki, respektive chemicky
roztok prostupoval do hlubsich ¢asti kutikuly ve srovnédni s enzymaticky izolovanymi kutikulami.

Tento fakt byl potvrzen méfenim na mechanickém profilometru, diky némuz byla stanovena
tloust’ka jednotlivych kutikul. Z Tab. 6 je zifejmé, Ze tloust’ka chemicky izolovanych kutikul odpovida
5+1 um, naopak tloustky enzymaticky izolované kutikuly se pohybuji kolem 8+1 pm. Tento rozdil
tloustek je dan nerozpusténymi zbytky (polysacharidy) v ptipadé kutikul ziskanych enzymatickou
padem se dostavame do hlubsich vrstev kutikuly. Z uvedené tabulky je rovnéz patrné, ze abaxialni
kutikuly jsou zpravidla 0 1-2 um silnéjsi, coz je dano ptitomnosti stomat.

Optickou mikroskopii byla rovnéz provedena méfeni priméru stomat u chemicky a enzymaticky
izolovanych kutikul. Na zaklad¢ dosazenych vysledki bylo zjisténo, Ze metoda izolace nema vliv na
roz§iteni, respektive praimér stomat. Difizni experimenty tedy budou ovlivnény z hlediska rozdilné
povahy abaxidlnich a adaxidlnich kutikul (kutikuly s priiduchy ve srovnani s kutikulami bez
pruduchti) a z hlediska odlisnych tlousték kutikul, coz je dano metodou izolace.

Charakterizace hydrogelovych nosnych systémi byla rovnéz provedena v ramci dostupné techniky
FCH VUT v Brné. Z dosaZenych vysledka bylo prokazano, ze hydrogelové matrice s a bez obsahu
lignohumatu draselného neovliviiuji procesy difuize, protoZe jejich inertnost ziistdva bez ohledu na
pridavek LH stejna. Zaroven bylo zjisténo, ze fadoveé maji oba hydrogely stejnou velikost port, tedy
1 diky tomuto faktu nebude dochazet k ovlivnéni difuznich procest rozdilnou poérovitosti.

Diflzni experimenty byly realizovdny s vyuzZitim vySe uvedenych materidli a probihaly
nasledujicimi difuznimi metodami — nestacionarni difuze zroztoku (koncentrovany roztok
lignohumatu, jehoZz koncentrace se v pribéhu experimentu neméni) a nestacionarni diflize ze
zdrojového hydrogelu (dva totozné hydrogely liSici se jen pfitomnosti lignohumatu). Pro rychlé
kvalitativni zhodnoceni funkce difiznich metod byla proveden jednoduchy test vizualni kontroly, kde
bylo mozné sledovat prichod LH skrze abaxidlni a adaxialni kutikulu. Z tohoto jednoduchého
experimentu bylo zjevné, ze abaxialni kutikuly umoznuji transport LH z hlediska kinetiky mnohem
rychleji nez adaxidlni kutikuly, kde barevné zabarveni piijimaciho hydrogelu bylo téméf
zanedbatelné. Podobny jev byl pozorovan i v pfipadé chemicky izolovanych kutikul, avSak pro
plnohodnotné posouzeni a kvantifikaci procesu bylo provedeno méfeni na UV-VIS spektrometrii.

Ze ziskanych vysledkil bylo potvrzeno, Ze ptes abaxialni kutikuly dochazi k rychlejSimu transportu
vySe uvedenymi mikroskopickymi technikami. Dale bylo zjisténo, Ze rychlost transportu lignohumatu
probiha odlisné v pfipadé stejného typu kutikuly (u abaxialni, tak i adaxialni), av§ak s ohledem na
typ izolace, kterou byly jednotlivé kutikuly ziskany. Z dosazenych vysledkii uvedenych na Obr. 29
a Obr. 30 je zfejmé, ze chemicky izolované kutikuly umoznuji rychlejsi transport lignohumatu nez
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profilometrie bylo stanoveno, ze enzymaticky izolované kutikuly dosahuji vétSich tloustek kvili
nerozpusténé vrstvé polysacharidi, coz je v korelaci s naméfenymi daty.

Ze zéavéru kapitoly vyplyva, Ze se podafilo pfipravit vhodny difizni model, jednoduché stanoveni
modelovych latek pouzivanych v zemédélstvi prochazejicich skrze rostlinou kutikulu. Zaroven tyto
jednoduché difuzni techniky mohou slouzit i jako vhodny nastroj pro detekci priichodu do listl rostlin
aktivnich latek pouzivanych v zeméd¢€lstvi metodou foliarniho hnojeni. Rovnéz se podaftilo sestavit
vhodny matematicky model pro vypocet téchto transportnich procest, které by mohly byt vyuzivany
odbornymi institucemi a primyslovym odvétvim v piipad¢ studia penetrace latek pres listy
a stanoveni vhodné indika¢ni koncentrace pro vyzivu rostlin. Tato metoda by mohla byt do budoucna
optimalizovana pro stanoveni bezbarvych latek, avsak to by bylo pfedmétem dal$iho vyzkumu.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE — EXPERIMENTALNI CAST 11

8.1 Sklizen a charakterizace rostlin

Sklizen rostlin probihala po 9 tydnech od jejich zaseti. Rostliny bylo nutné opatrné vyjmout z ptdy
a to tak, aby nedoslo k poskozeni kofenového systému, zejména u rostlin hlavkového salatu setého
a Spenatu setého. Po vyjmuti byly rostliny fadné oplachnuty, osuSeny, zméfeny, zvazeny
a fotograficky zaznamenany. Z dosazenych vysledki bylo stanoveno, které¢ z aplikovanych ptipravki
vedly K nejlepsim vysledkiim z hlediska velikosti a kvality.

8.1.1 Redkvitka seta

Z dosazenych vysledkil je ziejmé, ze tfedkvicky oSetiené hydrogelovymi materidly dosahovaly
vétSich priméra plodt nez fedkvicky osetfené LH s NPK nebo pouze NPK. Ptipravky xerogel (NPK)
respektive xerogel (LH+NPK) dosahovaly velmi podobnych hodnot praméri velikosti fedkvicek, kdy

Vv ramci statistické chyby jsou tyto vysledky totozné. Shodnost vysledki je ziejma pro plody oSetfené
LH s NPK a pouze NPK, nebot’ mezi dosazenymi vysledky neni vyznamny rozdil.
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Obr. 32 Primérné hodnoty velikosti praméru fedkvic¢ek v zavislosti na pouzitych ptipravcich.

Plody tfedkvicky seté byly po zméfeni a zvaZeni vysuSeny v suSarné€ pii teploté¢ 50 °C po dobu
1 tydne. VysuSené vzorky byly opét zvaZzeny a ze ziskanych dat byl sestaven graf zavislosti suSiny
fedkvicky seté v zavislosti na pouzitém ptipravku. Z grafu (Obr. 33) je patrné, Ze rostliny oSetfené
xerogelem dosahovaly vysSich hodnot hmotnosti suSiny listti nez vzorky oSetiené LH s NPK nebo
oSetfené pouze NPK.
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Obr. 33 Prehled susiny kofent a listi fedkvicky seté v zavislosti na aplikovaném piipravku.

Na zacatku experimentil bylo pfedpokladano, Ze humatizovany xerogel bude mit lepsi vliv na rast
a vynosnost plodit nez xerogel s obsahem pouze NPK. Na zaklad¢ dosazenych vysledki je ale zfejmé,
ze lignohumat draselny v xerogelu nemd zadny vyznamny vliv na rist plodd, listd nebo kofent
fedkvicky seté. To, ze lignohumat draselny nem¢l vyznamny vliv na vynosnost plodiny, mohlo byt
zpusobeno tim, Ze LH bylo v xerogelu zastoupeno v nizké koncentraci a k jeho uvoliiovani dochazelo
pftili§ pomalu, ¢imz jeho G¢inky nemohly vyrazné ovlivnit rist fedkvicky seté.

V praci [36] bylo studovano uvoliiovani LH z xerogelu jednoduchymi luhovacimi experimenty
a bylo zjisténo, ze xerogel (LH + NPK) uvolnil po 9 tydnech 16 mg LH na 1 1 vody. Na zaklad¢ téchto
experimentl, které probihaly v izolovaném prostredi pfi 100% vlhkosti, je patrné, Ze pii pfiprave
superabsorpentl byla pouzita nizkd koncentrace lignohumatu draselného. Je tedy ziejmé, ze takova
nizkd koncentrace LH nemlze mit vyznamny pozitivni vliv na riist rostlin.

Obdobnych vysledki bylo dosazeno rovnéz pii srovnani vytézka susin listd a kofenti pro LH s NPK
a pro kontrolni piidu obsahujici pouze NPK. RovnézZ bylo predpokladano, Ze LH povede ke zvySeni
vynosu rostlin, ale vzhledem ke koncentracim pouzitym v xerogelech bylo nezbytné, aby stejna
koncentrace byla vyuzita i do téchto vzorkii. Bohuzel se ukdzalo, Ze tato koncentrace byla
nedostatecna, nebot’ byla pouzita pouze na zacatku experimentu a nikoli i v jeho pribéhu. To mélo
za nasledek, Ze vzorky obsahujici LH s NPK dosahovaly podobnych vysledki jako kontrolni vzorky.

8.1.2 Spenit sety

Dalsi studovanou rostlinou byl Spenat sety. Data ziskand z vaZeni kofenového systému a listil
Spenatu setého byly vyneseny do grafu (Obr. 34), ze kterého jsou jasné vidét rozdily mezi rostlinami
oSetfenymi hydrogelovymi materialy a ostatnimi pfipravky. | v pfipadé $penatu nejsou viditelné
vyrazné rozdily mezi xerogelovymi ptipravky s obsahem LH bez jejich ptidavku. Opét plati tvrzeni,
Ze pro piipravu xerogelll byla pouZita nizkd koncentrace LH, nebot’ ani v pfipad€ Spenatu setého
nedoslo ke zvySeni vynosu studovanych rostlin.
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Obr. 34 Piehled susiny kofent a listli $penatu setého v zavislosti na aplikovaném ptipravku.

8.1.3 Hlavkovy salat

Vysledky ziskané ze suSiny kofenového systému a listl v zavislosti na pouzitém pfipravku jsou
uvedeny v grafu (Obr. 35). Z né&j je patrné, ze oba druhy pouzitych xerogeli mély vyznamny vliv na
vynos rostlin, bohuzel to se neda tvrdit o pfipravcich LH s NPK, respektive pouze NPK. Je ziejmé,
7Ze tyto ptipravky v pouZzitych mnozstvich nemély vyznamny vliv na vynos rostlin.
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Obr. 35 Piehled susiny kotent a listi hlavkového salatu setého v zavislosti na aplikovaném
ptipravku.

8.2 Analyza pudy po sklizni rostlin

Po sklizni a charakterizaci rostlin byla provedena analyza pidy. Pro vzorky pud bylo stanoveno pH
a elektrickd vodivost, dale mnozstvi vazaného dusiku v pude. Dusik je bud’ vdzan na dusi¢nanové
anionty jako [NO3]-N nebo amoniové kationti v podob& [NH; ]-N. V posledni fadé bylo stanoveno
mnozstvi fosforu v pade tzv. Colwell P testem.

8.2.1 Stanoveni pH ve vzorcich piady

Vlastnosti a charakter pidy zavisi od hodnot pH. Pidy o pH 4,4 jsou extrémn¢ kyselé, ptdy o pH
v rozmezi 4,6-5,0 jsou kyselé a v rozmezich 5,1-5,5 jsou tzv. slabé kyselé. Pudy v rozmezi pH
6,5-7,2 jsou neutralni, mezi 7,3—7,7 jsou tzv. alkalické a nad hodnotu 7,7 siln¢ alkalické [37].
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Hodnoty pH maji dtlezitou roli v péstovani rostlin, nebot’ jsou-li pady piili§ alkalické, potom
v takovych podminkach nevzejdou rostliny, které preferuji kyselejsi podminky (Azalka,
Rododendron, Fotergila) a naopak. V neutralnich az mirn¢ alkalickych (pH = 8) pudach jsou zejména
pfitomny kationty Ca®*, Na*, Mg?*, K* a anionty Cl-, SO3~, NO3, HPOZ~, HCO3; a H3BO;.
V kyselych (pH = 4,4) padach se zejména vyskytuji kationty K*, Ca?*, Na*, Mg?*, Fe?* a Al** ve
formé ligandu, z ¥ad aniontil jsou zde zejména zastoupeny SO%~, CI~, F-a H,CO3 [38]. Neutralni piidy
jsou diky svému pH pfiznivé pro tvorbu biologické aktivity pady [37].

V grafu (Obr. 36) jsou uvedeny hodnoty pH vzorka pud po sklizni rostlin. Kontrolni vzorky pad
a pudy osetiené LH s NPK nabyvaly primérnych hodnot pH 5,4, tedy se jednalo o mirn¢ kyselé typy
pud. Vliv na zménu pH nem¢l ani piipravek lignohumatu draselného, nebot’ jak je patrné z grafu,
v ramci statistické chyby dosahovaly kontrolni piidy a ptidy s obsahem LH stejnych hodnot pH.
Naopak pudy oSetfené hydrogelovymi materialy nabyvaly pramérnych hodnot pH mezi 6,3-6,4, tedy
doslo ke zvySeni pH o 1. Z toho plyne, ze vlivem aplikace xerogelit doslo k neutralizaci pud, jak jiz
bylo uvedeno vyse, neutrdlni ptidy maji blahodarny vliv na tvorbu bakterii a mikroorganismu, které
jsou tolik prospésné pro funkci ptidy a pozitivn€ ovliviiuji i samotny rast rostlin.

Jak bylo uvedeno v publikaci [38], neutralni ptidy jsou bohaté na prvky N, P a K, kdezto kyselé
pudy tyto prvky postradaji, zejména pak mineraly N a P. Pfitom pravé N, P, K ma vyznamny vliv na
vyvoj a rast rostlin. Na zdklad¢ téchto vysledkli je ziejmé, Ze plodiny ftedkvicky, Spenatu
a hlavkového salatu preferuji neutralni ptdni prosttedi nad kyselym, nebot’ ty vzorky oSetfené
xerogely dosahovaly vysSich vynost.
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Obr. 36 Praimérné hodnoty pH pud v zavislosti na aplikovaném ptipravku. Vzorky ptd po sklizni
rostlin.

8.2.2 Stanoveni elektrické vodivosti ve vzorcich pudy

Dalsim studovanym parametrem odebranych vzorka ptid byla elektrické vodivost. Jeji hodnota urcuje
tzv. salinitu pidy, tedy miru zasoleni pidy. To miiZe byt zpisobeno ptirozené nebo €innosti ¢loveéka.
Salinita negativné ovlivituje fyzikalné-chemické vlastnosti ptidy a negativné ovliviiuje ptijem vody
do rostlin. Sul piedstavuje tzv. hypertonické prostiedi, které zpisobuje od¢erpavani vlahy z rostlin.
Zasolené pudy jsou ¢asto oznacovany jako pudy dehydratované, jsou to pudy s hodnotou elektrické
vodivosti vyssi nez 4 000 uS/cm [39].

Z toho plyne, ¢im vyssi bude hodnota koncentrace soli obsazenych v plidach, tim vice bude
dochazet k negativnim dopadiim na biomasu a rostliny, zejména z hlediska jejich kondice a vynosu.

V zasolenych pldach totiZ dochdzi k omezeni pfijmu vody, coZz zapficinuje dehydrataci rostlin,
a tudiz i pfijem Zivin.
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Dosahuji-1i hodnoty elektrické vodivosti v piidé 0—2 000 puS/cm, potom rostliny pln€ prospivaji bez
jakychkoliv problémut, hovofime o idealnim stavu pudy. Je-li vodivost vrozmezi 2 000—
4 000 uS/cm, potom jsou rostliny citlivéjsi a prestavaji byt pln¢ prospivajici. Pidy s elektrickou
vodivosti v rozmezi 4 000-8 000 puS/cm zpiisobuji neprospivani vétSiny rostlin, pieziji jen nekteré
druhy. Ma-li vodivost 8 000— 16 000 uS/cm, potom je schopna piezivat pouze urcita izka skupina
rostlin a pti hodnotach vyssich nad 16 000 uS/cm jiz zadné rostliny nejsou schopny rustu [39].

V grafu (Obr. 37) jsou vyneseny hodnoty elektrické vodivosti vzorkt pud v zavislosti na pouzitém
ptipravku. Z uvedenych vysledki je ziejmé, ze zadny z pouzitych piipravkl nezvysuje salinitu pady
natolik, aby doSlo k negativnim dopadiim na kvalitu a kvantitu rostlin. Hodnoty elektrickych
vodivosti aplikovanych ptipravkii se pohybovaly v rozmezi 13-74 pS/cm. Dosazené hodnoty
vodivosti se pohybuji v rozmezi, které je pro rostliny prospésné, a které podporuje jejich rist
a kvalitu.

Vyssich hodnot elektrickych vodivosti bylo dosazeno pro hydrogelové piipravky a z pritb¢hu trendu
sloupcového grafu je patrné, ze xerogely s pridavkem LH zvySovaly hodnoty vodivosti, avsak v ramci
statistické chyby se oba typy xerogelii chovaly stejné. Naopak nizSich hodnot vodivosti bylo dosazeno
u vzorkl pid oSetienych LH s NPK a pro kontrolni ptidy. Také zde je z trendu sloupcového grafu
patrné, Ze lignohumat draselny zptsoboval nepatrné zvySeni elektrické vodivosti, ackoli v rdmei
chyby mizeme tvrdit, Ze je toto zvyseni velmi zanedbatelné.
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Obr. 37 Graficka zavislost elektrické vodivosti vzorkd pud na aplikovaném piipravku. Vzorky
pudy po sklizni rostlin.
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sloucenin hydroxidu draselného a peroxodisulfatu draselného, které se pouzivaji pii pfiprave
superabsorbentll.

8.2.3 Stanoveni dusiku v ptidé ve formé& [NO3]-N a [NH;]-N

V nasledujicim kroku bylo stanoveno mnozstvi dusiku v pidé vazaného v podobé [NO3]-N
a [NHF]-N. Takto vazany dusik je zodpovédny za nitrifikaéni pochody v ptidé, které maji vyznamny
vliv na tvorbu tolik dilezitych bakterii, které pozitivné ovliviiuji ptijem dusiku, respektive mineralt
do rostliny.

Zemské atmosféra je nejvetSim rezervoarem dusiku, nebot obsahuje kolem 78 obj. % plynného
dusiku v podobé molekuly N, ktery se podili na funkci celého ekosystému. Vzhledem k tomu, Ze
oblast vyzkumu dizerta¢ni prace je zaméten na pozemni (terestrialni) ekosystém, nasledujici odstavce
budou vénovany tomuto tématu.
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Terestrialni ekosystém (Obr. 38) reprezentuje kolob&h plynného dusiku N2. Ten se z atmosféry vaze
do ptdy, ve které se oxidaénimi procesy pieméiuje na iontovou formu (NO3) a (NH7). Rostliny jsou
schopny takto transformovany dusik absorbovat prostfednictvim svych kotfenti. Proces ptechodu
plynného dusiku do podoby ionti absorbovanych v pudé je zprostiedkovan tzv. diazotrofii
(biologicka fixace dusiku). Jednd se o proces rozpadu trojné vazby vzdusného dusiku, kterad je
ptimo v kotenech uzlin lusténin (fazoli a hrasku), ¢imz dopomahaji ke zvyseni produkce enzymu
[40].

Odumftelé zbytky rostlin a uhynulych zvirat, které jsou nositeli DNA (aminokyselin a proteiny),
dochazi k jejich rozkladu prostfednictvim aerobnich a anaerobnich bakterii (tzv. amoniza¢ni bakterie)
a také prostiednictvim hub. Vysledkem jejich ptsobeni je produkce plynného amoniaku (NHas),
respektive amoniovych iontd (NHF) jako vedlejsi produkt rozkladu. Tento rozklad nazyvame jako
amonifikace [41].
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Obr. 38 Schéma cyklu dusiku v terestrialnim ekosystému [40].
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Ovsem urcita ¢ast amoniaku, respektive amoniovych iontil je pfeménéna nitritatnimi bakteriemi
(Nitrosolobus, Nitrosomonas, Nitrosococcus) aerobni povahy nejdiive na dusitany (NO3) a dale
nitritanimi bakteriemi (Nitrobacter, Nitrococcus) na dusi¢nany (NO3). Tento proces je nazyvan jako
nitrifikace (oxidace amoniaku) a je to tedy d¢€j probihajici za pfitomnosti kysliku. Dale nésleduje
proces asimilace, ve které se dusi¢nany (NO3) zabudovavaji do aminokyselin, proteint a celkové
DNA rostlin, kterd je ZivoCichy pfijimana ve formé potravy. Dusi¢nany se rovnéz zaclenuji do
molekul chlorofylu [41].

Avsak ne vSechny dusi¢nany (NO3) se podili na asimilaci, znacnad ¢ast z nich je rozkladana
denitrifikaénimi bakteriemi (anaerobni bakterie) zpét na plynny dusik, respektive oxid dusny. Tim
dochazi k jeho navratu do atmosféry. Cely tento proces pfemény nazyvame denitrifikaci a probiha
bez ptistupu vzduchu [40].
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Dusik hraje vyznamnou roli pfi tvorbé nadzemni ¢asti zelenych rostliny. Podili se na rastu vyhonkt
a tvorb¢ listti [42]. Pfizniveé ovliviyje také produkei rostlin a jejich kvalitu [43]. Nedostatek dusiku
naopak zpusobuje zpomaleni rustu nadzemni ¢asti rostliny [44], Zloutnuti starych listd, jejich
odumirani a opadani. Plody jsou pfi jeho nedostatku malé [45]. Nadbytek dusiku se projevuje
velkymi, vodnatymi listy, tmavozelené az namodralé barvy [42]. Stejné tak se podepisuje na snizené
kvalité ploda. Na nadbytek dusiku jsou v raném stadiu vegetace citlivé prevazné rostliny salatu, zeli,
kvétaku, brukve atd. [46].

V publikaci [47] bylo uvedeno, ze limitni tolerance dusiku vazaného v pidé¢ ve formé¢ [NO3]-N
a[NHf]-N by se méla v hrubych typech ptid pohybovat v rozmezich 10-90 mg/kg, ve stiedné
hrubych ptadach okolo 60-270 mg/kg a v jemnych ptdach mezi 90-260 mg/kg. Vyssi koncentrace
muzou intoxikovat pudu, potraviny a nasledné i pitné zdroje pudy.

Vysledky stanoveni [NO3]-N v oSetfenych pudach

Maximalni koncentrace [NO3]-N v pouzitych plodinach nabyva nasledujicich limit, pro fedkev setou
339 mg/kg, hlavkovy salat 569-1 017 mg/kg a Spenat 565-791 mg/kg [48]. Uvedené limity
koncentraci udavaji maximalni moznou koncentraci, ktera je pro ¢loveka jesté nezavadna.

Vysledky koncentraci [NO3]-N ve vzorcich pudy jsou zobrazeny v grafu (Obr. 39). Z grafu je
patrné, ze superabsorbenty dosahuji v pripadé¢ fedkvicky seté a hlavkového salatu vyssich koncentraci
[NO3]-N nez v piipadé pud osetienych lignohumatem draselnym a NPK nebo pouze NPK. Naopak
Vv ptipadé §penatu setého nebylo zaznamenano zadného vyznamného rozdilu v koncentracich [NO3 |-
N v zavislosti na zptisobu oSetfeni pidy. Z toho vyplyva, Ze vétsina dusiku vazaného na dusi¢nanové
anionty byla vyuzita rostlinou, nebot’ ho byla schopna 1épe vstiebavat a vyuzit pro svij rist. To
potvrzuji i vysledky poméri [44] hmotnosti suSiny nadzemni ¢asti listi a kofenového systému (Tab.
7), kde prave vzorky Spenétu odpovidaji 1, tedy rovnomérnému zastoupeni hmotnosti. To je zifejmé
I z grafii (Obr. 33, Obr. 34 a Obr. 35).
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Obr. 39 Koncentrace dusiku v ptidé ve formé [NO3]-N v zavislosti na pouzitém piipravku.

V pripad¢ fedkvicky oSetiené hydrogely nabyvala maximalni primérna koncentrace [NO3]-N
hodnot 9 mg/kg, coz bylo 3krat vice nez v piipadé kontrolnich vzorkd. Pro hlavkovy salat oSetieny
xerogely byla maximalni primérna koncentrace [NO3]-N 20 mg/kg, coz bylo 3,3krat vice nez
v piipadé kontroly. Z téchto vysledki vyplyva, Ze superabsorbenty pfispivaji ke zvySeni obsahu
dusi¢nani v pidé v malych mnoZstvich, coz je pozitivni z hlediska produkce prospéSnych nitritaénich
bakterii. Navic nedochédzi ke zbyte¢né intoxikaci pldy dusi¢nany, nebot’ naméifené hodnoty
koncentraci [NO3]-N v pid¢ byly velmi nizké. Navic, pokud by rostlinou bylo pfijato veskeré
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mnozstvi dusi¢nant, potom by koncentrace v plodin¢ nebyly rizikové, coz je velmi pozitivni
Z hlediska dopadt na lidské zdravi.

Tab. 7 Poméry hmotnosti susiny nadzemni ¢asti rostliny a kotent.

Redkvitka Spenat Hlavkovy salat
Xerogel (NPK) 0,3 1,3 5,2
Xerogel (NPK+LH) 0,4 1,0 3,9
LH+NPK 0,5 1,0 4,1
Kontrola (NPK) 0,6 1,0 2,5

Vysledky stanoveni v oSetfenych pidach [NH;]-N

Jak jiz bylo uvedeno v odstavcich vyse, dusik je v ptidé vazéan také ve form¢ amoniovych iontl
[NHFJ-N, jejichz koncentrace byla rovnéz stanovena. Vysledky byly vyneseny do grafu (Obr. 40),
Z nichz je ziejmé, ze mirn& vyssich koncentraci [NH} ]-N bylo dosaZenov ptipadé pid oSetienych
xerogely s NPK. Ostatni vzorky dosahovaly v ramci statistické chyby stejnych vysledkd. To
znamena, ze vSechny aplikované ptipravky se podilely na zvySeni amonifikacnich bakterii. Navic na
zéklad€ uvedenych hodnot, kde primérnd maximalni koncentrace [NHF ]-N odpovida 3,1 mg/kg je
jasné, ze tato koncentrace neni tak vysoka a nemohla by tak zptisobovat toxicitu piidy ¢i potravin.

Naopak uvedené vysledky poukazuji na to, ze pidy oSetfené vybranymi piipravky zplisobuji vyssi
produkci Zadanych bakterii a transformaci vytvofeného [NHJ ]-N na dalsi produkty zejména [NO3]-
N. Vznik Skodlivych (NO3) nebo nitroaminti v ptipadé xerogelovych ptipravkl byl vylouc¢en na
zaklad¢€ senzitivnich testiChyba! Nenalezen zdroj odkazi.. Pokud by byly hydrogely toxické, n
edoslo by k vzejiti tolika zasetych semen a toxicita by se negativné projevila i na samotnych
rostlinach.

3.5
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Obr. 40 Koncentrace dusiku v pidé ve formé [NH;]-N v zavislosti na pouzitém piipravku.

9 ZAVER — EXPERIMENTALNI A VYSLEDKOVA CAST II

Druha ¢ast piedlozené dizertaéni prace se vénuje poznatkim ziskanych na Monash University
Vv Australii, kde jsem absolvovala védeckou stdz podpoienou Mezinarodni huminovou spolecnosti
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(IHSS) formou cestovniho grantu. Cilem bylo naucit se spravné technice péstovani rostlin ve
sklenikovych zatizenich, reprodukovat tyto znalosti na stéZejni materidl dizertacni prace, kterym byl
lignohumat draselny, ptipravek od firmy Amagro s.r.o. a superabsorbenty piipravené na FCH VUT
v Brné. Dale bylo dilezité naucit se spravnému vyhodnoceni a interpretaci dat.

Tyto znalosti byly vyuzity pfi studiu vlivu SAP ptipravkl s/ bez ptfidavku LH, respektive pouze
pouziti LH do ptidy a porovnani s kontrolnim vzorkem. Experimenty byly realizovany pro 3 druhy
plodin — fedkvicka setd, hlavkovy salat a Spenat sety. Vysledkem téchto experimenti bylo, Ze
superabsorbenty s i bez ptidavku LH maji pozitivni vliv na vynosnost rostlin, nebot’ pfipravky pouzité
u vSech rostlin se projevily stejné, vétSim vzristem plodl, listh a rozvétvenéjSim kotfenovym
systémem. To se samoziejmé podepsalo 1 na vyssi hmotnosti vynosu ve srovnani s rostlinami, které
byly oSetfeny pouze LH s NPK a pouze NPK.

Lepsi vynosy byly pozorovatelné jiz od prenatalniho stadia rostlin, nebot’ doslo ke vzriistu 60 a vice
% semen, které jiz po 14 dnech vykazovaly obecné lepsi vlastnosti a na pohled se jevily vitalngjsi.
Po dokonceni experimentl byly vysledky stejné tak kvalitni, pidy oSetfené SAPs vedly k vynosu
velkych, zdravych rostlin. Vice o povaze ptipravkil prozradila podrobna analyza ptdy, diky niz bylo
mozné usoudit, zda zvolené ptipravky a koncentrace jsou prospé$né nebo naopak skodlivé.

V prvni fadé byly provedeny zakladni méteni pH a elektrické vodivosti, kde na zdkladé vysledkl
bylo zjisténo, ze pH pldy v pripadé SAPs preparatli se pohybuji okolo 6,3 az 6,4. V ptipad¢ pouziti
praskovych ptipravkii LH s NPK, respektive pouze NPK bylo zjisténo, Ze puda byla slabé kysela,
dosahovala hodnoty pH 5,4. Na zéklad¢ rozdilného pH je mozné usuzovat, ze pouzité¢ plodiny
prospivaji vice v piipadé¢ neutralnich pid, které jsou vice bohaté na prvky N, P a K nez slabé kyselych
pud, kterym zejména prvky N a P chybéji.

Dalsim studovanym parametrem byla elektrickd vodivost, kterd byla mirn€ zvySend u pid
vyuzivany draselné soli. Ackoli elektrickd vodivost byla u SAPs pid mirn¢ vyssi, nepiekracovala
kritickou hodnotu (2 000 uS/cm).

Pidy byly rovnéz podrobeny méfeni dusiku vazaného v podobé dusi¢nant a amonnych kationtt.
Tento vazany dusik totiZ blahodarné¢ piisobi na tvorbu nitrifika¢nich a amonifikacnich bakterii, které
jsou prospésné pro rust rostlin a vytvaii vhodné prostiedi pro tvorbu mikroorganismi. OvSem musi
byt jejich hodnota v povolené mife, napiiklad odborna literatura uvadi, Ze v pid¢é by nemélo byt
pfitomno vice nez 10-270 mg/kg dusi¢nanil v zavislosti na typu pidy a rovnéZ by neméla byt
presazena hodnota 340-1020 mg/kg dusi¢nanii v plodech rostlin, coz mize mit negativni vliv na
lidské zdravi. Vzhledem k tomu, Ze v rdmci provedenych analyz bylo dosazeno v pidé€ po sklizni
kolem 20 mg/kg dusiku vazaného ptes dusi¢nany a 3 mg/kg dusiku vazaného pies amonné kationty,
pak bylo dodrzeno potiebnych limit pro splnéni pozadavki. Pfipravky pouzivané coby pudni
kondicionéry tak mohou byt oznaceny jako nezavadné.

V posledni fadé byly provedeny tzv. inkubacni testy, které jsou realizovdny pouze na pudé
a pouzitych preparatech. Diky témto experimentim bylo mozné stanovit chovani latek v ptidé a jejich
vliv na tvorbu neZadoucich sklenikovych plynil. Z dosazenych vysledkli bylo zji$téno, Ze ptipravky
m¢ély pozitivni vliv na tvorbu dusiku. pH 1 elektricka vodivost plidy byly v povolenych limitech.
Naopak bylo zjisténo, ze velmi blahodarné ti¢inky na vznik nitrifika¢nich a amonifikacnich bakterii
mayji pfedevSim superabsorbenty bez ohledu, zda obsahovaly LH ¢i nikoli.

Zavéerem disertacni prace je, zZe pouzité piipravky superabsorbentii maji pozitivni vliv na rist rostlin
a tvorbu vhodného prostfedi pro bakterie a mikroorganismy. BohuZel na zaklad¢ provedenych
experimentl nebylo potvrzeno, zZe by lignohumat draselny mél vyznamné;j$i vliv na funkci a vitalitu

Mrwve

Vv prvnich stadiich riistu rostliny, coZ nebylo dodrZeno, ani nebylo dodrZzeno vhodné davkovani dané
vyrobcem, aby bylo dosazeno stejnych koncentraci pro vSechny preparaty po celou dobu
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experimentu. Neni vylouceno, ze V piipad¢ pouziti jinych (vysSich) koncentraci by se ucinky
potvrdily.
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ABSTRAKT

Predlozena disertacni prace se zabyva studiem transportu kapalnych zeméd¢€lskych ptipravki na bazi
lignohumatu draselného skrze rostlinné kutikuly. Prace se zabyva optimalizaci a spravnym
matematickym popisem difiznich experimentl. Transportni experimenty byly realizovany
v modelovych hydrogelovych médiich na bazi inertni agar6zy dvéma zpiisoby — volna difuze
lignohumatu do hydrogelu a difzni par (hydrogel-hydrogel), kde jeden z hydrogelti byl obohacen
0 lignohumat. Jako porézni piepdzka byla pouzita kutikula, jakozto hlavni bariéra na povrchu listd,
izolovana z listii rostliny bobkovisn¢ I¢kaiskeé.

Cilem prace bylo charakterizovat bariérové vlastnosti kutikul, které jsou hlavni piekézkou pro vstup
lignohumatu do listh pii foliarnim hnojeni. Toto se feSilo prostfednictvim difuznich experimenta
a jejich matematickym popisem, jehoz soucasti bylo stanoveni efektivnich difiznich koeficientl. Ty
se pak pouzily pro modelovani koncentra¢nih profilii v hydrogelech a srovnani s experimentalnimi
daty. Znacnd ¢ast prace se veénuje fyzikalné-chemickym vlastnostem rostlinnych kutikul
a hydrogelovych materiali pouzitych jako modelové diftzni prostfedi. Tyto charakteristiky jsou
nasledné davany do souvislosti s transportnimi vlastnostmi zkoumanymi v téchto materialech.

Rostlinné kutikuly byly izolovany z listd Prunus laurocerasus a charakterizovany dostupnymi
metodami zejména s ohledem na jejich strukturu a prostup pro lignohumat. Hydrogely, coby
modelova difuzni média, byly charakterizovany s ohledem na mechanické vlastnosti (reologie),
morfologické vlastnosti (porozita) a strukturni vlastnosti (rastrovaci elektronova mikroskopie).
Uvedené vlastnosti maji piimou souvislost s transportnimi procesy probihajicimi v téchto
materialech.

Druha ¢&ast predlozené disertaéni prace je zaméfend na interpretaci vysledkii ziskanych ze
sklenikovych experiment, pii nichz byly vyuzity superabsorbenty vyvinuté na Fakulté¢ chemicke,
Vysokého uceni technického v Brn€ a lignohumat draselny dodany spolupracujicim podnikem
Amagro s.r.o.

Cilem bylo aplikovat lignohumat pfimo na rostliny a sledovat vliv jeho aplikace na rist rostlin,
pokud bude rostlinou piijiman z pidy skrz kofen. Vysledky téchto experimentti by mély potvrdit
pozitivni vliv na rist a vyvoj rostlin, coZ je zékladni ptedpoklad pro jeho ptfipadnou foliarni aplikaci.

Z vysledku diftznich experimentt vyplyva, Ze pies abaxialni kutikuly 1épe penetruji latky ve
srovnani s adaxialnimi kutikulami, a ze transport lignohumatu draselného probiha z hlediska kinetiky
rychleji ptes chemicky izolované neZ enzymaticky izolované kutikuly. Z druhé ¢asti disertacni prace
je patrné, ze superabsorbenty maji vyznamny vliv na rlst, vyvoj a kvalitu rostlin, a Ze pfispivaji
k tvorb¢é vhodnych podminek pro funkci mikroorganismu a bakterii, které podporuji funkci pudy.
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ABSTRACT

Doctoral Thesis is aimed on the transport of liquid preparations chemically based on potassium
lignohumate through plant cuticles commonly utilized in agricultural applications. Firstly, the thesis
deals with optimization and correct mathematical description of diffusion experiments. Transport
(diffusion) experiments have been realized in model hydrogel media based on linear polysaccharide
— chemically inert agarose. Diffusion experiments have been realized by two independent approaches
(diffusion models) — free diffusion of lignohumate in hydrogel and diffusion pair (hydrogel-
hydrogel), where one of these was enriched by lignohumate in contrast with the second one. Plant
cuticle, as the major barrier on the leaves, isolated from Prunus laurocerasus, was used as porous
membrane in diffusion experiments.

The main aim of Ph.D. thesis was the characterization of barrier properties of cuticles, which are the
most limiting barrier regulating the transport of lignohumate in/out the leaves during foliar
fertilization. These experimental problems have been solved by diffusion experiments and by their
proper mathematical description, especially by the determination of fundamental diffusion
parameters such as effective diffusion coefficients. These parameters have been used for the
modelling of concentration profiles in hydrogels and comparison with experimental data. Significant
part of thesis is aimed on the determination of physico-chemical properties of plant cuticles and
hydrogels matrixes utilized as model diffusion environment. These characteristics are subsequently
correlated with transport (diffusion) parameters.

Plant cuticles have been isolated from Prunus laurocerasus leaves and then were characterized by
relevant instrumentation notably with respect to their structure and penetration through of
lignohumate. Hydrogels have been characterized with respect to mechanical (viscoelastic) (rheology),
morphological e.g. porosimetry) and structural (scanning electron microscopy) properties. Mentioned
properties have direct link to transport processes ongoing in these materials.

Next part of doctoral thesis is aimed on the proper and correct interpretation of experimental results
obtained from glass-house experiments. During these experiments, hydrogels based on
superabsorbent polymers developed on Faculty of Chemistry, Brno University of Technology, have
been used together with commercial preparation — potassium lignohumate kindly provided by co-
working commercial subject — Amagro s.r.o. The main aim was the application of lignohumate
directly on plants through root system. Results of these experiments should confirm the positive effect
on plant growth as well as their positive development.

Results obtained from transport/diffusion experiments confirm that the penetration of active
compounds (lignohumate) is more efficient in comparison with adaxial cuticles. The kinetics of
lignohumate transport is faster for abaxial cuticles. From superabsorbent experiments it is obvious
that these play significant role in growth and development of plant and simultaneously positively
contribute to creation of suitable conditions for proper microbiological and bacterial activity, which
is essential for health soil.
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