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1. Uvod

Rostouci stova populace spolu se snizovanim plochy &iiské mdy a jeji
degradaci vytvi&ji, i pres uspch ,zelené revoluce”, tlak na zvySovani intenzifyoby
potravin a objemu produkce zeéddlskych plodin. Ekonomické wody
a celospoléensky diraz na ochranu Zivotniho préstli vedou k hledani moznosti zvysit
efektivnost nezbytnych vstip predevSim energie, dusikatych hnojiv a predki na

ochranu rostlin.

Uvedené problémy a moznosti se v & mfe koncentruji u obilovin.
Hospodéasky vyznamné druhy pSeni€eejménarriticum aestivum L. a Triticum durum
Desf.) pati svou vyngrou k nejgstovarjSim plodinam séta a zajisuji dilezitou ¢ast
vyZzivy switoveé populace. Podle statistik FAO byla v roce 2068Ikova vyndra pSenice
217 mil ha a sstova produkce se v poslednich letech pohybovala i mez
600 - 670 mil t zrna. \Ceské republice je pSenicéspovana na 0,6 - 0,7 mil.ha a jeji
pramérny vynoséini 4 — 5 t/ha.

Agroekologické podminky, v kterych je pSenicesstpovana sahaji od
semiaridnich oblasti po oblasti s hojnymi sraZkaod, tropi po chladné oblasti ve
vysokych zenipisnych Sikach s kratkou vegetai dobou. Bstitelské systémy zahrnuji
rozmanité zpsoby vyzivy rostlin a zavlahy, odliSné osevni ppgta Gzné formy
zpracovani pdy. Pouziva se odliSna hustota poiiosebo gstovani pSenice ve ssi
odrnid ¢i spole&n¢ s jinymi druhy.

Tomuto rozsahu jmné-klimatickych a vyrobnich podminek odpovida i Séok
Skala dostupnosti gainiho dusiku a podminek pradjpm a vyuziti Zivin obech
Mnozstvi a dostupnost jednotlivych forem dusiku pstliny kolisa v pibéhu jejich
ontogenetického vyvoje vidledku dynamiky femeén dusiku v jgdé a v zavislosti na

konkrétnich postrnostnich podminkach.

Dusik je kltovy esencialni prvek pro dosazeni pozadovanéhosuyaokvality
péstovanych plodin, kterygsobi v interakci s ostatnimi Zivinami a dostupnesidly.
Pro zvySeni &innosti vyuZiti dusiku a dalSich Zivin je nezbytpéznat a propojit
znalosti o relevantnich procesech fianych arovnich, od exprese geaz po celistvou

rostlinu¢i populaci jediné - porost.



V oblasti vyzivy rostlin je znalost proaegrijmu a vyuziti fiznych forem
dusiku jednou z hlavnich moZnosti jaiknpo ¢i zprostedkovar, ovliviiovat fist, vynos

a kvalitu produkce.




2. Literarni p Fehled

2.1 Dusik

Dusik je mineralni Zivinou, bez které rostliny ndma gezit. Je pdebny ve
zna&ném mnozstvi a jeho nedostatek vyznansmezuje jejich ist a sniZzuje vynos.
Ackoli je dusik v @de pritomen jak ve forma organickych tak anorganickych st@nin,
rostliny prijimaji dusik pgevazi ve formg nitratové (NQ) nebo amonné (NH),
v menSi mie mohou také vyuzit jako zdroj dusiku aminokyselktgré jsou dostupnou
formou dusiku nap na arktickych loukacki v slanych mokadech a nebo formu
amidovou pochézejici z aplikace &owiny jako hnojiva. Nkteré druhy rostlin maji
schopnost vytv@t symbioticky vztah s bakteriemi a jsou tak schopgpuzit vazany
vzdusny dusik.

Dusik je souasti bilkovin, aminokyselin, nukleovych kyselin aal&ich
biologicky aktivnich latek. Po uhliku, vodiku a ks je to ¢tvrty nejhojreji
zastoupeny prvek v rostlinnénilé. Obsah dusiku v rostlinach se zpravidla pohybuje

vrozmezi 1,5 - 4,5 %.

2.1.1 Kolobéh dusiku v pidé

Dusik je v biosfée gritomen v mnoha formach. Obrovskou zasobarnou dysiku
atmosféra, kterd obsahuje kolem 78 % molekulardimiku. Tato forma dusiku vSak
neni pro ¥tSinu Zivych organistin dostupnd. Molekularni dusik musi byt nejprve
fixovan, a to bd’ fyzikalnimi procesy v atmosfé, odkud se dostava ddaqy srazkami
ve formé HNO; a nebo v pdé, kde je isobenim bakterii a zeleny¢hs geveden na
NH3. DalSim zdrojem dusiku vigé jsou proteolytické procesytipkterych se dusik
uvoliuje @i rozkladu rostlinné, Ziveisné a mikrobiélni biomasy. Stalet$i podil
dusiku se také dostava dady c¢innosti ¢lovéka & aplikaci mineralnich hnojiv nebo
z depozice atmosférickeho MNHktery vznika v dsledku pémyslové cinnosti
a intenzivniho zeguélstvi (Ramos, 1996). To vede ke &my dostupnosti a poénu
forem dusiku v pdé v mnoha pirozenych ekosystémech aiue tak ovlivnit jejich
druhové sloZeni (London, 2000). ZvySena depozice; MBsledkem antropogenni

¢innosti je spojena s acidifikactg a gispiva k odumirani lés



Procesy peneny dusiku v fd¢ ovliviuji jeho dostupnost pro rostliny.ét8ina
téchto proces je vysledkem aktivity fdnich mikroorganisin Dusik je v fde
piitomen ve forns organické (98 - 99%) a anorganické - NONH," (1 - 2%).

Mineralizace, pi které je mdni organickd hmotaipménovana na mineralni
dusik gisobenim bakteriéi hub zahrnuje 2 faze — amonizaci a nitrifikaci.jtee je
proteolyticky uvolgny amino-dusik degradovan na NHV pidach s neutralnim nebo
s alkalickym pH jsou pak vznikle amonné ionty pomagtrifikacnich bakterii
piremeEnény na nitraty. V kyselych gmach jsou nitrifikéni procesy vyrazh omezeny
a dusik v nich takistava pevazrg v amonné forra

Nitrifikace je dvoustupovy oxidani proces fizeny cinnosti aerobnich
chemolitotrofnich bakterii. V prvnim kroku jsou anm@ ionty pevedeny na nitrity
pusobenim bakterii rodu Nitrosomonas, Nitrocystisdap® v druhém kroku vznikaji
Z nitrita nitraty cinnosti bakterii rodu Nitrobacter.

Ok¢ formy mineralniho dusiku jsou poté dprijaty a vyuZzity rostlinamici
mikroorganismy a tim biologicky fixovany do orgakéchmoty nebo podléhaji dalSim
piremgnam v mde, které mohou vést k uvaini dusiku zpt do atmosfeéry.

Amonné ionty mohou byt kil reverzibilre imobilizovany fixaci na fdni
koloidy, jilové sowésti ¢i fenolické latky nebo f@menény na amoniak, ktery éie
volatilizaci unikat do atmosféry. Tento proces pazre ovliviovan hodnotou pH,
teplotou a vihkosti fdy. V alkalickém prosedi je velk&ast amonnych ioatpritomna
v padnim roztoku ve for amoniaku, ktery je na povrchuigly snadno uvalovan
(Watsonet al., 1994; Malhiet al., 2003). Také # povrchové aplikaci mioviny
(zvlase v obdobi sucha), fize dojit ke ztratdm dusiku volatilizaci.

Nitraty diky své velké mobilit v padé mohou byt snadno vyplavovany do
spodnich vod nebo tgobenim bakterii fgménovany bul’ zpét na amonné ionty
(amonifikace) nebo az na plynny dusikjeho oxidy @i denitrifika¢nich procesech
(Taiz a Zeiger, 2002).iPdenitrifikaci jsou nitraty vyuzivany chemohetexhimi nebo
chemolitotrofnimi  bakteriemi (nd@p Paracoccus denitrificans a Thiobacilus
denitrificans) jako kon€ny akceptor elektrannamisto kysliku. Denitrifikéni procesy

jsou tedyastjSi na zamotenych midach s nedostatkem kysliku.



2.1.2 Prijem dusiku z pidy

Prijem obou forem dusiku (Ni NH,") je ovlivren jak vnitnimi faktory jako
jsou N a C status rostliny, jeji vyvojova faze, tawjSimi faktory jako je teplota,
mnoZzstvi srazek, obsah @ pH rhizosféry.

Ve wtSine pripadi je koncentrace nitratv padnim roztoku vyraz& vysSi
(10x - 1000x) neZz koncentrace amonnych dontvon Wirénetal., 2000;
Miller et al., 2007), coz je dano rychlou konverzi volnych ama ionti pisobenim
pudnich mikroorganisiin a nitrat je tak fevazujici formou dusiku nastginé ornych
pud.

Amonné ionty jsou dostugjsi formou dusiku na zamignych ¢i kyselych
puadach a takédhem chladyjSich obdobi, kdy je omezena nitrifikace.

2.1.3 Prijem a asimilace nitrati

Nitraty jsou v d¢ vysoce pohyblivé, snadno difunduji stgmim roztoku a jsou
tak rychle dostupné pro keny rostlin. Koncentrace nitfatv padé se niize nenit
v rozsahu 4fadi od phM aZz po mM koncentrace. Suchozemské rostliny megiop
vyvinuty dva systémy proifjem nitrati — vysoko-afinitni (HATS) s K v rozpti uM
a nizko-afinitni (LATS) s k; v rozpsti mM.

Pri vysoké vrgjSi koncentraci nitrdit se uplatuje hlavré nizko-afinitni
transportni systém (LATS). LATS maji vSeobe&aizsi kapacitu proifjem nitrati nez
maji HATS a za&inaji fungovat i koncentracich nitrét nad 0,5 mmol}. Rychlost
piijmu se u nich lineagzvysuje s rostouci koncentraci v okolnim predt a saturani
koncentrace jeiejmé dosazena az kolem 50 mM (Crawford a Glass, 199@em
pomoci LATS je vyznami#jSi v mladSicitastech kieene.

Pri nizkych vrgjSich koncentracich nitnat(0 - 0,5 mM), jsou aktivni dva
vysokoafinitni transportni systémy - konstitutivi@HATS, K, = 6 — 20 uM)
a indukovany fitomnosti nitrét (iIHATS, Ky, = 20 — 10QuM) (Crawford a Glass, 1998;
Glass, 2003). cHATS maji vyssi afinitu k fi0ale IHATS maji mnohem vySSi
piijmovou kapacitu (Siddiggt al., 1990; Aslanet al., 1992; Kronzuckeet al., 1995a).

HATS se podili vyrazh na gijmu nitrdti z pidy ve vSech stadiich vyvoje.
Nizka aktivita LATS niiZze byt zgisobena nizkou koncentraci nifrat pade, ktera je
témét stale pod darovni, kdy LATS funguji. V polnich pothkach dochazi

k prechodnému zvySeni koncentrace niirahad tuto UOrové pouze na j&e



(v pacéteenich fazich vyvoje), kdy dochazi k vyrazné mineati nebo fi aplikaci
hnojiv.

Je znamo, Ze maximalni rychlostijmu nitrati (umol.hi'.g .kofene) neni
konstantni a liSi se dle rostlinného druhu, genatyyvojove faze rostliny a ¥sich
podminek.

Malagoliet al., (2004) zjistili, Ze rychlostifjmu nitrati je zavisla na diurnalnim
rytmu - maxima dosahuje asi 6 h paiatku sételné periody a v noci dosahuje asi
% maximalni denni rychlosti. Totéz bylo potvrzengqaji, kde v noci klesala rychlost
piijmu nitrati na 45 - 50 % oprotiifimu ve dne (Delhoset al., 1995).

Rychlost @ijmu je také vyznamhovlivnéna teplotou. Snizeni teploty u flem
vede k vyraznému poklesu rychlosttijmu (Lainéet al., 1993). Mnohem citligjSi
k teplot€ se ukézal byt HATS systém, LATS vykazuje mnohemm$nheitlivost na
pokles teploty v kienové zon (Malagoliet al., 2004).

Vyrazné zvySeni rychlosti fjpmu bylo popsano ve fazich vyvoje
piedchazejicich vyvoji reprodakich orgafl u fepky (Malagoliet al., 2004), j€mene
(Mattssoret al., 1992) aArabidopsis (Nazoaet al., 2003). V kveteni poté dochazi
k vyraznému omezeni aktivity HATS i LATS a tim kigb@su rychlosti pijmu - je to
dano jednak fesunem uhlikovych skefedo no¥ vznikajiciho sinku (reprodukich
organi) a zvySenou proteolyzou ve starnoucich listegimz roste pool volnych
aminokyselin, ktery fisobi negativni zfinou vazbou naijjem nitraf.

2.1.3.1 Transport pres cytoplasmatickou membranu

Prvnim krokem § pfijmu a vyuZziti nitrdh rostlinou je aktivni transporties
plasmatickou membranu #enovych buik epidermis a primérni tky spojeny
s vytvaenim elektrochemického gradientu pomodi MTPazy (Meharg a Blatt, 1995;
Miller a Smith, 1996). R ptijmu nitrati dochazi ke slabé alkalizaci rhizosféry
(Goodchild a Givan, 1990; Smart a Bloom, 1998).

Vlastni transport nitrét pres plasmatickou membranu je zé&jigan symportem
se deéma protony (McClureet .al., 1990; Glasst al., 1992; Crawford a Glass, 1998),
kdy vazba nitratu na transportér je podémia navazanim prvniho protonu a jeho
nasledné uvokni na cytoplasmatické strarmembrany je zpomalovano watajici
koncentraci nitrdit v cytosolu (Meharg a Blatt, 1995).



Pfi vstupu nitrah do buiky dochazi k pechodné depolarizaci membrany
(Glasset al., 1992), kdy mira depolarizace je zavisla na kotregi nitrafi vné bunky
(McClureet al., 1990).

Bazalni Urove aktivity prijmu nitrati u rostlin vyhladowlych nebo gstovanych
pouze na amonné vy&\e dana konstitutivnimi slozkami zaji§icimi prijem nitrafi,
rychlost vS8ak mnohonésobrzristd pokud rostlina dostane k dispozici nitraty ditoy
inducibilnim slozkam transportniho systému. Existij sloZzky zajigujici nitratovy
piijem — konstitutivni vysoko-afinitni systém (cHATShducibilni vysoko-afinitni
systém (iHATS), konstitutivni nizko-afinitni syst§elLATS) a inducibilni nizkoafinitni
systém (iLATS). Vysoko a nizko afinitni systémy ysSsich rostlin jsou geneticky
odlisné.

U vySSich rostlin byly identifikovany 2 rodiny rétiovych transportér- NRT1
a NRT2. NRT2 jsou vysoko-afinitni nitratove trangpoy, zatimco #tSina transportér
NRT1 rodiny jsou transportéry nizko-afinitnimi. Rrabidopsis bylo identifikovano
53 gerii pro NRT1 (u ryZze dokonce 80) a 7 ggro NRT2 (Tsawt al., 2007).

2.1.3.1.1HATS

Dv¢ slozky vysoko-afinitniho transportniho systémuujdaddovany fiznymi
geny a liSi se jak v afindt k nitrdtim, tak i iiznym mechanismem regulace.
Konstitutivni slozka (cHATS) je ffitomna v kéenech i u rostlin, které se nikdy
nesetkaly s nitraty, naproti tomu inducibilni slaZkHATS) je exprimovana v Kenech
az v gitomnosti nitrai.

Konstitutivni slozka méa vyssSi afinitu k nitiid@h, ale mnohem niZsi kapacitu
piijmu. Hodnota Vhaxje pro iHATS rékolikanasobg vysSi nez pro cHATS. U §enene
byly zjiSttny kinetické parametry pro cHATS (K vrozmezi 6 - 20uM
a Vimax0,13 - 1,3 umol.g'FW.h'), pro iHATS pak (13 - 79uM resp.

2 - 15pmol.g*FW.hh)(Siddigi et al., 1990; Aslaret al., 1992).

Inducibilni vysoko-afinitni fijem nitrati je vysoce regulovany, jeho aktivita
rychle vziista po poateini dodavce nitrdit a klesd v odpaydi na akumulaci &terych
endogennich zdrdjdusiku jako jsou nitraty, amonné ionty a zwadminokyseliny,
které mizou byt zapojeny do negativni &povazebné regulace a tak koordinovat
piijem kaeny v souladu s ptgbou nadzemnicdsti (Ismande a Touraine, 1994;
Crawford a Glass, 1998). Tato regulace probib@devSim na udrovni transkripce



MRNA Nrt2 geri (Lejayetal., 1999; Zhuceetal., 1999), i kdyZz byla prokdzana
i regulace post - transkdpi (Frasiert al., 2000; Milleret al., 2007).

U nejlépe prostudovaného druhArabidopsis thaliana pati AtNRT2.1
aAtNTR2.2 mezi transportéry pro vysoko-afinitnfijem nitrati (Liu etal., 1999;
Cerezoet al., 2001a) zatimc&tNTR1.1 aAtNRT1.2 jsou zapojeny do nizko-afinitniho
piijmu (Huanget al., 1996; Huangtal., 1999). Vyjimku tvéi AINTR1.1 (pivodns
identifikovany jako CHL1), ktery je transportérendalni afinitou — vysoko-afinitni
faze s K, kolem 50 uM a nizko-afinitni s hodnotou 4 mM (Liet al., 1999). Bylo
Zjisténo, Ze status transportéru je dan fosforytadiefosforylaci na molekule threoninu
101. Fosforylace je regulovana v reakci na¢j$in zmeny v koncentraci nitrédt
(Liu a Tsay, 2003). Fosforylovany CH1 funguje jakg/soko-afinitni nitratovy
transportér a defosforylovany jako nizko-afinitni.

AtNTR1.1 (CHL1),AtNRT2.1 aAtNRT2.2 jsou nitratem indukované geny, které
se astni exprese IHATS, ale jejich bazalni hladina&st&én¢ podili i na cHATS.
Ze studia mutairit recesivnich véchto genech vyplyva, Ze vyragéi podil na aktivit
IHATS ma AtNRT2.1 (Lietal., 2007). Jeho exprese rychle & v reakci na
piitomnost nitral v Zivném médiu, naopak vznikajici metabolity (B&gpak glutamin)
expresi omezuji (Nazoa al., 2003). Obdobné vysledky byly ziskany i @njegne pro
HVNRT2 (Vidmaretal., 2000). Geny se sekvari podobnosti byly nalezeny také
u kukurice  (Quaggiottet al., 2003), tabaku (Quesad@al., 1997), soji
(Amarasinghestal., 1998), pSenice (Yietal., 2007) ftepky ¢ ryZe
(Araki a Hasegawa, 2006). Zatim vSak u nich nebydk@zan transportér s dualni
afinitou jako jeAtNRT1.1.

NRT2 protein je tvéen 12 transmembranovymi doménami. Jak bylo érjct
aby fungoval jako transportér nitéat musi vytvdgit komplex s dalSi
jednotkou — ozngenou jako NAR2. Nap u je&mene je to spojenHVNAR2.3
aHVNRT2.1 a teprve pak vznikly komplex funguje jakasgko-afinitni genaséovy
systém (Tongt al., 2000). UArabidopsis byly objeveny 2 NAR2 geny a ANAR2.1
byla prokazana dast na vysoko-afinitnimifmu nitrati (Orselet al., 2006). Posledni
studie ukazaly, Z&tNAR2.1 funguje jako kotva, kterd pomaha spravnéemmisgni
NRT2 proteinu na plasmatické memb¢gMiller et al., 2007).



2.1.3.1.2LATS

Také nizko-afinitni transportni systém pro nitréatg konstitutivni a inducibilni
sloZzku. Prvnim izolovanym NRT1 genem byl vroce 399HL1 (dle chlorénan
rezistentni mutant). Protein, ktery tento gen k@oevykazoval ve své délsekverni
podobnost s Zadnym znamym proteinem v databazialbwyj prokazano, Ze ienasi
nitraty spoléné s protony (Tsawt al., 1993). Bylo zji&no, Ze CHL1 (dne&tNTR1.1)
je zapojen do iijmu nitrdti z pidy (Huangetal., 1996). V roce 1994 bhyly
identifikovany geny pro transportéry di- a tri-pejdt které vykazovaly sekveéni
podobnost s CHL1 a spdél® tak vytvaily rodinu transportér zvanou NRT1(PTR)
(Steineret al., 1995). Nitratové transportéry vSak v&sime pripadi nemohou fenaset
peptidy a naopak. iEs jejich sekveini podobnost jsou tedy jejich funkce v rosilin
zcela odlisne.

U Arabidopsis thaliana je krom& AINTR1.1 zapojen do nizko-afinitnihdijpnu
také AtINRT1.2 (Huangt al., 1999), pesto mezi obma pgenaseéi existuji podstatné
rozdily. AtNRT1.1 je transportér s dualni aktivitou, jehoZ rese je indukovana nitréty,
naproti tomu AtNRT1.2 je exprimovan Kkonstitutién a jedna se ociste
nizko-afinitni  transportér (Huargjal., 1999). Rozdil je i v mist exprese.
AINTR1.1 (CHL1) je exprimovan v epidermis ikmové Spiky, v ostatnichéastech
kofene pak v primérnitke a endodermis. Naproti tomAtNRT1.2 byl nalezen pouze
v epidermis. Podobné je to i OsNRT1, coz je konstitutivni gen kédujiciiste
nizko-afinitni nitratovy transportér, ktery je ekpovan pouze v ki@nové pokoZzce ryze
(Lin et al., 2000). Navic se ukazalo, Ze expré¢dTR1.1 je ¥tSi v mladSichtéstech
kofeni nez ve starSich (Huamgal., 1996, Guaet al., 2001), uAtNRT2.1 je tomu
naopak (Nazoat al., 2003, Remang al., 2006).

Soutasre bylo zjis€no, Ze transkripce obou gese liSi v reakci na nedostatek
N, pfitomnost dusitaia aktivitu NR (Filleur a Daniel-Vedele, 1999, Legt al., 1999;
Loquéet al., 2003). Velké rozdily v expresi byly pozorovanykéav zavislosti na
vyvojovém stadiu rostliny (Huarg al., 1996; Liuetal., 1999; Wangt al., 1998).
Nekteré prace nazhaji, Zze by CHL1 mohl fungovat jako nitratovy senzor
(Krouk et al., 2006).

Homology nizko-afinitnich transportérbyly také identifikovany uiepky
(Muldin a Ingemarsson, 1995), ¢aje (Lauteet al., 1996), ryze (Liret al., 2000)¢i
citrusu (Cerezet al., 2000).



Predpokladéd se, Ze vSechny NRT1 transportéry u MySgbstlin obsahuji
12 transmembranovych domén s velkou hydrofilni &y mezi doménami 6 a 7.

2.1.3.2 Metabolické piremeény v burce

Po gijeti nitrdtu do budk kofene, musi byt nitrat transportovaieg rékolik
buréénych membran, aby byl distribuovdn dézmych bugénych kompartmerit
amiznych pletiv. Zvlast dulezity je jeho transport do vakuoly, kde jsou rtifra
ukladany ve velkém mnozstvi do zasoby. Z dosavadmi®¥ieni membranového
potencialu na tonoplastu a koncentrace ritvétytosolu a ve vakuole vyplyva, Ze také
transport nitrét pres tonoplast je aktivni proces (Miller a Smith, P9

O transportérech doaznych kompartmeiit buinky a miznych pletiv je toho
znamo mé& U Arabidopsis AtCLCa zajifuje transport nitrdit do vakuoly antiportem
s protony (De Angelyt al., 2006).

M¢éteni pomoci mikroelektrod u dmene ukézalo, Ze koncentrace nitrat
v cytosolu je udrzovana na hodédtolem 4 mM, kdezZto koncentrace ve vakuole je
zavisla na koncentraci v zivném meédiu (Miller a 8mil996). Déale bylo zjisho, Ze
i pti nedostatku nitrdit v médiu je koncentrace v cytosolu udrZzovana nafétdlouhou
dobu konstantni uvabvanim nitral z vakuoly (van der Legt al., 1998).

Asimilace nitrai se sklada z dvoustiipvé redukce. Tento proces je

vysoce-energeticky natoy, je poteba ekvivalent 12 ATP (Bloowt al., 1992).
NO; + 10H" + 86 — NH4" + 3H,0

Prvni krok asimilace nitrat probiha v cytoplastn Reakce je katalyzovana

enzymem nitrat reduktdzou (NR).
NOs + NAD(P)H + H +26 — NGO + NAD(P)" + H.O

Nitrat reduktaza u vysSich rostlin je slozena zeudidentickych podjednotek,
kazda obsahuje 3 prostetické skupiny: FAD, hem &idenovy komplex (MoCo)
(Campbell, 1999). Exprese a aktivita nitrat redmktge regulovana na transkéip
arovni koncentraci nitréf N-metabolity, CQ, C-metabolity, s$tlem a cytokininy
aenzym sotasre prochazi posttransiai modifikaci fosforylaci. Fosforylace a
nasledna vazba inhibiiho 14-3-3 proteinu je odp&iné za reverzibilni inaktivaci NR
(Huberet al., 1996; Campbell, 1999; Buchaneral., 2000).
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Volné nitrity jsou pro rostlinu vysoce toxické anigajici nitrity jsou proto
ihned transportovany do plasiidkde jsou peminény na amonné ionty za katalyzy
nitrit reduktazou (NiR).

NO, + 6Fd,eq+ 8H" + 66 — NH," + 6Fdy + 2H,0

Jak bylo zjis¢no, toxicita NQ' je zavisla na pH. Pokud bylo pH neutraln, nebyly
projevy toxicity pozorovany ani u pSenice ani uej#stované na mediu s nitritem jako

zdrojem N, zatimco i pH4 byly nitrity pro rostliny vysoce toxickée
(Zsoldoset al., 1999).

2.1.4 Prijem a asimilace amonnych ioni

Koncentrace amonnych iant/ padé kolisa v rozsahu 2adi. Amonné ionty se
VvV padeé, v porovnani s nitraty, pohybuji 50x — 500x porjiat&asto jsou vazany na jilové
mineraly a v rhizosi@ se tak snadno vytkgji zony s nizkou koncentraci amonnych
iontd. Pro jejich pijem jsou takieba jak nizko-, tak zvlaSwvysoko-afinitni transportni
systemy.

V mnoha pirozenych (lesy mirného péasma, maty) i zenddélskych
ekosystémech (ryzovi§t maze byt NH' prevliadajici formou  dusiku
(Pearson a Stewart, 1993; Bijlsrtaal., 2000).

Ackoli prijem a asimilace amonnych idgnjsou pro rostlinu energeticky me&n
narané, (vzhledem k tomu ze amonné ionty nemusi bytkedany, aby mohly byt
v rostlinné biice zabudovany do aminokyselin a jsou zationeeziprodukty v mnoha
metabolickych reakcich) byly u¢iSiny rostlin gstovanych v fitomnosti amonného
iontu jako jediného zdroje dusiku pozorovany symmptotoxicity (Givan, 1979;
Gerendéast al., 1997; Britto a Kronzucker, 2002).

Koncentr&ni préh, pi kterém se tyto symptomy toxicity projevi se v3akzi
rostlinnymi druhy velmi liSi. Mezi druhy, které jgaelmi citlivé k toxickému fisobeni
amonnych iont pati i velkd WtSina polnich plodin jako n&p jeémen
(Britto et al., 2001b), brambory (Cao a Tibbits, 1998), fazadéuet al., 2000). Na
druhou stranu spektra pak fat/ze, ktera je dale adaptovana nasgtovani v prosedi,
kde jsou amonné ionty jedinym zdrojem dusiku (Wetre).,, 1993a;
Britto et al., 2001b). Jak bylo pozorovano, citlivé druhy rost{jecmen) akumuluji

mnohem ¥tSi mnoZstvi amonnych ianta dochazi u nich k vyraznému éapému
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vylu¢ovani amonnych iofit v porovnani stolerantnimi  druhy  (ryze)
(Britto et al., 2001b).

Toxické pisobeni amonnych ioinje vSak u ¥tSiny rostlin zcela potlgeno kdyz
jsou v Zzivném médiu s@asre pritomny nitraty (Feng a Barker, 1992; Caizl., 1993;
Schortemeyeet al., 1997). U mnoha rostlin byla pozorovana vysshhyst istu a lepSi
vynos u rostlin pstovanych v fitomnosti obou iorit v porovnani se samotnymi nitraty
(Kronzuckeret al., 1999a; Baozheet al., 2006). Zda se, Zetippmny nitrat niize
pusobit jako signal, ktery stimuluje mnoZstvi biochekych reakci (Tischner, 2000)
a kron® toho nedochézi k tak vyrazné acidifikaci okolngnostedi (Marschner, 1995).

Navic je ¢tSina rostlin schopnatifimat amonné ionty rychleji v porovnani
s nitraty pokud jsou ab formy dusiku pitomny v Zivném meédiu v podobnych
koncentracich (Macduff a Jackson, 1991; Setrsh, 1992; Gesslest al., 1998;
Gazzarrinigtal., 1999; Kronzuckeet al., 1999 a,b). Celkovyifjem N miZe byt az
075 % vysSi neZz u stejné koncentrace jednotliviatiti a sodasrt dochazi ke
zvySenému transportu N do nadzemnigdsti, coz mze mit velky agronomicky

vyznam.

2.1.4.1 Transport pies membranu

Prijem amonnych iorit je spojen svyraznou acidifikaci rhizosféry
(Smart a Bloom, 1998). Amonny iont je transportopé®s membranu antiportem $ H
(Wanget al.,, 1994; Cerezetal., 2001b) a fjem amonnych iorit je tak spojen
s poklesem pH v cytosolu (Marschner, 1995).

Pti transportu amonnych ioipies plasmatickou membranu dochazi k jeji velmi
rychlé depolarizaci, coz je praysbdobr dano zvysenim pozitivhiho naboje v cytosolu
(Ayling, 1993; Wanggt al., 1994).

2.1.4.1.1HATS

Také v gipact amonnych iont je vysokoafinitni transportni systém tea
dvéma slozkami — cHATS a iHATS. U transpoftéaamonnych iont bylo zjiS€no, Ze
exprese konstitutivni slozky (CHATS) je vyznafj#n nez je tomu vippac nitrati
a sowasrt indukce substratem (u IHATS) je ntéwyrazna. Aktivita HATS pro amonné
ionty je zavisla na metabolismu (Glasl., 1997). U rostlin, které se nikdy nesetkaly
samonnymi  ionty byla  zji$ha  Viax kolem 4 —@&umol.g'FW.h!
(Mack a Tischner, 1994). Odhadnuté hodnoty,, Kpro HATS kolisaly
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vrozpti 17 —188uM (Wanget al., 1993b; Kronzuckest al., 1996). U ryZe bylo
zjisteno, Ze kinetické parametryipnu se liSily v zavislosti na koncentraci amonnych
ionta, ve které byly rostliny f&d méfenim gstovany (Wangt al., 1993b). U rostlin
adaptovanych na niz8i koncentrace JNiyly hodnoty Vhax vy3si a K, niz8i nez

u rostlin adaptovanych na vysokou dodavku amonigati.

U vysSich rostlin byly identifikovdny geny pro vysmafinitni transportni
systéemy pdici do rodiny AMT1 a MEP/AMT2 geah (Ninnemanretal., 1994,
Gazzarriniet al., 1999; Howitt a Udvardi, 2000; Logeeal., 2006; Yuanet al., 2007).

Prvnim izolovanym genem koédujicim vysoko-afinitnHN transportér byl
AtAMT1;1 u Arabidopsis (Ninnemanretal., 1994). Tento gen kbéduje polypeptid
o velikosti 53 kDa, ktery je exprimovan vilemech i listech. Bylo zji8ho, Ze se jedna
o0 aktivni grena3eovy systénrizeny gradientem proténktery kotransportuje MNH4"
(Km kolem 10uM). Jeho exprese wvist4d v kdenech p nedostatku dusiku
(Gazzarriniet al., 1999). U Arabidopsis bylo identifikovano prozatim 5 AMT1
transportér (AtAMT1;1 - AtAMT1;5) (Gazzarrriniet al., 1999; Loqué a von Wirén,
2004).

Homology byly posléze identifikovany u &afe (Lauteetal., 1996;
von Wirénet al., 2000), ryZe (Sonoda al., 2003), citrud (Camanest al., 2007) i
topolu (Couturieet al., 2007).

Jak bylo nedavno zji&o, regulace jednotlivych génpro vysokoafinitni
transportéry amonnych iantmiaze byt organo¥ specificka (Couturieet al., 2007;
Engineer a Kranz, 2007).

2.1.41.2LATS

Pri vysokych koncentracich amonnych iontokolnim prostedi je jejich pijem
z velké casti zaji¥ovan nizko-afinitnim transportnim systémem (LAT$Xijem
amonnych iont zde vykazuje linearni zavislost na koncentraci rfg/t al.,1993b;
Kronzuckeret al., 1996) a jeho aktivita nenifgjmé negativié regulovana vyssSim
obsahem N vrostlth (Wangetal., 1993a; Glasetal., 1997; Rawagtal., 1999;
Cerezoet al., 2001b). Zatim nebyl objeven Zadny specifickgrasé amonnych iont
a zda se, Ze pro nizko - afinitniijpm jsou vyuzivany kanaly pro’k AKT1 ¢i KAT1
(Lagardeet al., 1996; Bertkt al., 1997).
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Interakce mezi Ni a K™ byly zkoumany u ryze (Wang al., 1996). B nizkém
obsahu K v rostli&ds byl pfijem amonnych iort inhibovan draslikem. Zda se, zZe
u nizko-afinitniho fijmu dochazi k vyrazné kompetici mezicofa ionty.

Rostliny se musi branit toxickémuigobeni nadbytku amonnych ianbud’
jejich ukladanim v pletivech (Hustetlal., 2000) nebo zvySenym vyavanim
amonnych iont zpst do okolniho prosedi (Lang a Kaiser, 1994). Vylavani
amonnych iont do okolniho prosedi je proces velmi energeticky nakladny
(Kronzuckeret al., 2001). ZvySuje se rychlost dychani &za také dochazet k poklesu
koncentrace ATP v hice (Rigancet al., 1996). Soudi se, Ze zvySenaipba uhlikatych
skelefi v korenech rostlin fijimajicich amonné ionty fize byt také c¢asté&né

odpowdna za projevy toxicity (Schortemeyaral., 1997).

2.1.4.2 Metabolické piremeény v burce

Volné amonné ionty v hice jsou samy o seébtoxické (Marschner, 1995;
Tobin a Yamaya, 2001). Koncentrace NH cytosolu je tak #Sinou velmi nizka,
pohybuje se ¥adu mikro az milimal (Britto et al., 2001a; Milleret al., 2001). Rostliny
se snazi branit nadbytgmu mnozstvi amonnych idnt cytosolu, jak kontrolou jejich
piijmu, tak zgtnym vylutovanim amonnych ioft pres plasmatickou membranu,
ukladanim do vakuol a jejich asimilaci.

Asimilace amonnych iofitzahrnuje uvalovani protofi (Raven a Smith, 1976).
Na 1 mol asimilovaného NA je vyprodukovan 1 mol H Protony jsou pak
transportovany ven z klilly pomoci plasmatické HATPazy.

Po gijeti do buiky jsou amonné ionty velmi rychle metabolizovanyo kjich
zabudovani do organickych skmnin (jsou navazany jako amidové zbytky do
glutaminu) je teba ekvivalentu 2 ATP (Bloomt al., 1992). Asimilace amonnych ia@nt
je dvojstupiovy proces, ktery je katalyzovanawa enzymy - GS (glutamin syntetazou)
a GOGAT (glutaméat syntazou) (Lea a Miflin, 1974 fiviia Lea, 1980).

Prvni krok asimilace amonnych id@ntprobiha bd v cytosolu (pevazr
v kofenech) nebo v plastidech (v nadzemrii@stech). Reakce je katalyzovana glutamin

syntetdzou (GS).

NH;" + glutamat + ATP- glutamin + ADP + P+ H'
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Druhy krok asimilace probiha v plastidech za katalyglutamat syntazou
(GOGAT).

glutamin + 2-oxoglutarat + NADH+ H- 2 glutamat + NAD

V nadzemnich¢astech mize byt jako zdroj reduich ekvivaleni namisto

NADH vyuzit feredoxin.

Krom¢ amonnych iont pochazejicich z jejich iffmu pres plasmatickou
membranu, jsou dalSimi zdroji amonnych ifont cytoplasnd asimilace nitrat,
katabolismus protein a aminokyselin, zvla&t ve starnoucich listech

(Mattsson a Schjoerring, 2003) a fotorespirace.

Pri remobilizaci a reutilizaci dusiku jeitkzita aktivita GS ve starnoucich listech

a aktivita GOGAT ve vyvijecich se organech.

2.1.5 Prijem a asimilace m@oviny

Mocovina je dilezitym N-metabolitem v rostlinach. Jejintipzenym zdrojem
v biosfé&e je detoxikace dusikatych stmmin u rEkterych Ziv@&ichu a clovéka a jeji
nasledné vyléovani do prosedi. Hlavnim zdrojem ntoviny je vSak jeji aplikace jako
hnojiva pro vyzivu rostlin. Méovina CO(NH), obsahuje 46 % N a je tak hnojivem
S nej¥tSim obsahem dusiku. V smsné dob zaujima moovina celos¥toveé vice nez
50 % z aplikovanych hnojiv pro polni plodiny (Glibet al., 2006; EFMA, 2008).

Koncentrace mi@oviny v pidé je vSak porarné nizka. M@&ovina je totiz velmi
rychle  degradovana udnimi  organismy  hydrolyzou  pomoci  uredzy
(Watsonet al., 1994), proto se ifpdpoklada Ze &Sina N z mooviny aplikované
do pidy je rostlinami pijimana ve formé amonnych iont (Marschner, 1995). iEsto
bylo prokazano, Ze rostlinyfiimaji i nehydrolyzovanou nmimvinu a to jak kéeny
(Gerendast al., 1998; Mérigoutt al., 2008), tak i pes list (Krogmeiegt al., 1989).

2.1.5.1 Transport pies membranu

Mocovina je mala nepolarni sléenina, jez mzZe snadno prochazetigs
plasmatickou membranu a jejfijem, tak nize probihat prostou diftzi. Jak vSak bylo
zjisteno, gijem maoviny je zavisly na koncentraci a vykazuje dvouféao kinetiku

(Wilson a Walker, 1988).#PvysSich vijSich koncentracich je tedyigm maoviny
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zprostedkovan usnadmou difizi a zarové byl prokdzan i aktivni transport
(Wilsonet al., 1988).

Podle no¥jSich poznati transport mooviny pres plasmatickou membrarsu
tonoplast mize byt zprosedkovan gkterymi typy aquaporibh (Eckertet al., 1999;
Liu et al., 2003b). Sotasre byl identifikovan i vysoko-afinitni transportni sgm pro
piijem maoviny (Liu et al., 2003a).

2.1.5.1.1HATS

Vysoko-afinitni transportér pro niovinu byl u vySSich rostlin identifikovan
u Arabidopsis (AtDUR3) ¢i ryZze (OsDUR3) (Liuetal., 2003a). GerAtDUR3 kdduje
integralni membranovy protein se 14 transmembrambvgiloménami, ktery pét
do rodiny tzv. N&symportéé. Transport méoviny je v3ak stimulovan niz8im pH
a nereaguje naffpomnost N3; bylo tedy navrzeno, Zze se jedna 6 Hmaovina
kotransportér. AtDUR3 je exprimovan jak v listech, tak vilemech. Jeho exprese
v kofenech je stimulovana nedostatkem dusiku é.ial., 2003a; Kojimeet al., 2007).

Zarover byla jeho zvySena exprese potvrzena vikich semenech spaéle
s vysoko-afinitnim transportérem amonnych 0n{AtATM1;1) a cytosolickou

glutamin-syntetdzou (Gazzarrigtial., 1999; Oliveira a Coruzzi, 1999).

2.1.5.1.2Usnadréné diflize pomoci aquaporiri

Transport mooviny usnadsnou difizi zprostedkovany witym typem
aguaporifi byl zjiS&n u tabaku (Eckest al., 1999) aArabidopsis (Liu et al., 2003b).
Pfijem maoviny &€mito kanaly vykazuje linearni zavislost na konceatra zadnou
saturgni kinetiku. Sodasre bylo zjiS€no, Ze exprese jejich géwzrista v kdenech p
nedostatku dusiku, kdeZto v listech je jejich espreviceméd konstitutivni
(Liu et al., 2003b). Tyto kanaly se nachazejici jak na plask@a membraé tak i na
tonoplastu a zaji¥iji tak nejen vstup moviny z vrejSiho média do nitra biky, ale
zarove i transport nadbyt®mé maoviny do vakuoly. Res tato nova zjishi vsak je

transport mooviny v rostlinach a jeho regulace stale malo pooakan.
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2.1.5.2 Metabolické premény v buiice

Vlastni hydrolyza fjaté maoviny probiha v cytoplaséna je katalyzovana
enzymem ureazou. Ureaza je Ni-dependentni enzyary ke vyskytuje tési u vSech
organisnii (Gerendast. al., 1999). Katalyzuje rozklad mioviny na amoniak a oxid
uhlicity.

CO(NHy)2+ 2H,0 — (NH),CO; — 2NH+ CO, + H,0

DalSim zdrojem m&oviny v rostlinach jsou dva biochemické cykly. &bwina
je syntetizovana v rostlinnych fkach jednak &em degradace argininu
v ornithinovém cyklu pomoci argindzy v mitochondhiia také vznikaip katabolismu
ureidx (jako je alantoin). Vznikajici nimvina je poté ot hydrolyzovana v cytoplasin

Amonné ionty pochazejici z hydrolyzy gaviny jsou poté zabudovany
do organickych slatenin pomoci GS-GOGAT cyklu stejpako pijaté amonné ionty
a amonné ionty vznikajici asimilaci nititdti pri fotorespiraci (Mérigougt al., 2008).

saccharose — oxaloacétate aspartate .
asparagine

glutamate 2-oxoglutarate

glutamate

NH,*
GDH glutamate glutamine
2-oxoglutarate

purines, ureides

UREASE /
NO; NO, NH,* 2NH,;+C02 +— UREA
arginine fumarate
ARGINASE

lutamate : g
glutamate ——» g — ornithine arginosuccinate
semialdehyde

CO, + glutamine + ATP — Carbamyl-P
citrulline

Pi

H
7]

Aspartate + ATP

Obr.2.1 Schéma metabolismu aviny (prevzato z Mérigougt al., 2008).
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Mocovina se akumuluje zvl&Stve starSich listech jakoudledek rozkladu
proteini a retranslokace dusiku (Gerendgal., 1999). Zarovie v senescentnich listech
vzrasta aktivita ureazy a glutamin syntetazy (Mascletet., 2000; Witteet al., 2002).
Akumulace meooviny byla pozorovana takéshem klceni a vyvoje semegilan jako

dusledek mobilizace zasobnich prote{Zoniaet al., 1995).

2.1.6 Regulace Fijmu dusiku

Procesy fijmu Zivin a jejich molekularni s@asti jsou regulovany hkiiv reakci
na dostupnost dané Ziviny nebo na vyzivny stadinysa je tomu tak i v fipadt dusiku
(Glasset al., 2002). Regulacefijpmu vzdy odpovida aktualnimu stavu rostliny, rysii
rastu a ontogenetické fazitiem je také ovliviin vrngjSimi podminkami jako je teplota,
swtlo, pH a chemické a fyzikalni podminky rhizosféPjijem dusiku zvlagtna Grovni
vysoko-afinitnich transportnich systéne stimulovan fotosyntézou (Lejayal., 2003;
Lejayet al., 2008).

2.1.6.1 Regulace gFijmu nitrat u

Prijem nitrati kofeny rostlin je regulovan piabou rostliny a podléha negativni
zpstné vazlks dané koncentraci metabdlia NOs v pletivech (Forde a Clarkson, 1999;
Vidmaret al., 2000). Patba nadzemnicliasti rostliny je kéenim zprostedkovana
pomoci koncentrace aminokyselin  (zviaSt pak glutaminu) ve floému
(Tillard et al., 1998). Samotna regulacdijpu nitrati se liSi od regulace fijpmu
ostatnich iont, u kterych se i nedostatku zvySuje kapacita préjem. U nitrati se
naopak kapacita snizuje &jpm EZi jen pomoci cHATS. Aktivita HATS i LATS pro
piijem nitrdi klesd u rostlin vreakci na nedostatek dusiku gyejal., 1999)
a jednotlivé transportéry jsouirqvazr@ regulovany na urovni transkripce. Nap
u vysokoafinitniho transportéru (NRT2.1) byla pro&aa indukce ifitomnosti nitrai
v okolnim prostedi i v malé koncentraci (10 — 1) (Filleur a Daniel-Vedele, 1999;
Wanget al., 2004), omezeni exprese negativndtapu vazbou N-metabolity jako jsou
NH;" a aminokyseliny (Zhuetal., 1999; Nazoat al., 2003; Wangt al., 2004)
a stimulace sstlem a cukry (Lejayet al., 1999; Lejayet al., 2003).

Prijem nitrat je téZ regulovan aktualni fotosyntetickou aktivitmstliny, coz
podporuje hypotézu, Ze vliv &a na gijem nitrati je v kaenech zprogedkovan

dostupnosti produistfotosyntézy. Nap u sdji rychle klesal ifjem nitraf pri snizeni

18



koncentrace Cg) zastigni nadzemniasti ¢i inhibici floémového toku, naproti tomu
pridani cukii do média tento efekt odstranilo (Delheral., 1996).

Pritomnost amonnych iofit naopak nze vyraz® brzdit @ijem nitrat
(Siddigiet al., 1990; Touraine a Glass, 1997). Negativni vlivoamych ionti na fFijem
nitrati je pravépodobré ¢asté&né zpisoben negativni Ztnou vazbou produkty jejich
asimilace (Forde a Clarkson, 1999).

(Guoet al., 2003), cytokininy jsou zapojeny do signalizaasstdpnosti N a regulace
exprese NRT2 ( Sakakibara, 2003, Brerastat., 2005) a exogerndodavana ABA
indukuje expresi NRT2 a NAR2 gerv karenech pSenice rostoucich na substratu bez
dusiku ( Cakt al., 2007).

2.1.6.2 Regulace ¥ijmu amonnych ionti

Stejre jako v gipadt nitrati podléha i pijem amonnych iorit negativni zptné
vazlk® zprostedkované produkty N metabolismu v rosi|lirkteré charakterizuji jeji
N-status (Gazzarriretal., 1999; Rawattal.,, 1999; Cerezetal., 2001b;
Loqué a von Wirén, 2004). Tato &pa vazba tedy ovliwje aktivitu HATS tak, aby
byla optimal@ zajiS€na poteba dusiku v rostlth Zd4 se vsak, Zetipem amonnych
iontd je regulovan spiSe na lokalni Urovni nez aroveé ecestliny a Ze fijem zavisi na
rychlosti asimilace amonnych idnv korenech (Loqué a von Wirén, 2004).

Také gijem amonnych iorit je regulovan na arovni exprese jejich transpartér
a to jak v reakci na N-hladémi (Gazzarrinit al., 1999; Camanext al., 2009) tak na
fotosyntetickou aktivitu rostliny a tim produkcitensport fotosyntetickych asimitat
do karem (Lejayet al., 2003; Camanez al., 2007).

U Arabidopsis bylo zjiS€no, Ze vreakci na nedostatek dusiku dochazi
k vyraznému zvySeni transkripc®tAMT1;1 i AtAMT1;3 a sowasnému zvySeni
aktivity HATS (Gazzarrinit al., 1999; Rawaét al., 1999; Loquét al., 2006). OvSem
brzy po obnoveni dodavky amonnych ipaio média byl vysoko-afinitnitjem rychle
omezen (Rawadt al.,1999). Zarove bylo zjiS€no, Ze expres&tAMT1;1 je potla&ena
piitomnosti nitrdl v médiu (Wanggt al., 1998).

U citrusi byla nalezena vyrazna zavislost mezi fotosyntetickaktivitou
v listech a aktivitou N -HATS a zarova expresiCitAMT1. Zda se tedy, Ze zmy
v produkci a transportu fotosyntetickych asiniil@o kaemi béchem dne ovliviuji jak
expresiCitAMT1, tak aktivitu gislusného HATS (Camanesal., 2007).
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V posledni dob bylo zjiS&no, Zze genova expres¢AMT1;1 je jinak regulovana
v kofenech a jinak v nadzem#asti rostliny. Je tedy mozné, Ze regulaitengych gef
AMT1 rodiny zavisi na tom, vjaké ¢asti rostliny jsou exprimovany

(Engineer a Kranz, 2007).

2.1.6.3 Regulace gfijmu mocoviny

Prijem maioviny koreny jetizen obsahem dusiku v rostlirJ deficitnich rostlin
byl prijem WtSi v porovnani s rostlinami saturovanymi (Bradéegl., 1989). Fijem
mocoviny je inhibovan fitomnosti amonnych io@ita nitrati a je stimulovan u rostlin,
kde je me@ovina jedinym zdrojem dusiku. Stimulacéijmu zarové korelovala se
zvySenou expresi genu kodujiciho  vysokoafinitni ngportér  mooviny
(Mérigoutet al., 2008).

Ptijem amonnych iorit je stimulovan nejen nedostatkem dusiku, ale také
u rostlin, které dostavaly miovinu jako jediny zdroj dusiku. Naproti tomuijpm
nitrati stejré jako jeho translokace do nadzenddisti byl m@&ovinou brzaén. Tento
efekt vSak nebyl pozorovan tam, kde bylacmona dodavana v kombinaci s nitraty

a amonnymi ionty (Mérigout al., 2008).

2.1.7 Transport N v rostliné

VétSina amonnych ioit je asimilovana v kienech. Vy3Si koncentrace
amonnych iont je pro rostlinu toxickd, a proto jsou urychierzabudovany
do organickych slatenin nebo akumulovany ve vakuolacthii g¥ijmu amonnych iorit
jsou ve zvySené rfg do kdem transportovany sacharidy slouzici jako uhlikatélesly
a do nadzemniasti je pak dusik transportovan ve férmaminokyselin, zvlast
glutaminuci asparaginu. U obilnin je hlavni transportni fourglutamin.

Pfi prijmu nitrath je transportni formouifmo nitrat, a proto nenidba tolik
C-skelefi. Srostouci koncentraci nitéat roste podil nitrdt transportovanych
do nadzemni¢asti. Koncentrace nitrétv xylémové 4w muze byt relative dosti
vysokd (10-30 mM) (Milleet al., 2007), zvl4d$t u trav (kam pat i vétSina obilovin),
u kterych je ¥tSina gijatych nitrati asimilovana v nadzemgasti. Rijaty nitrat nize
byt také ve velké mé¢ ukladan v kienech do vakuol. Uchovavani nifrate vakuolach
je dulezité pro udrzeni osmotické rovnovahy a jako Neres.

V pripact motoviny bylo zjiSéno, Ze ¥tSina fijaté maoviny je ihned

asimilovana v kienech podobhjako je tomu v fipact amonnych iont, ale utity
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podil pjaté maoviny je transportovan do nadzemniéhsti aniz by fedtim doslo
k jeji hydrolyze uredzou v kenech (Mérigouét al., 2008).

2.2 Prijem zivin listy

Z hlediska praktické vyZivy rostlin ma nezanedbateVyznam pijem Zivin
aplikovanych na povrch listu. Transportni systéndpam&dné za penos jednotlivych
forem N pges plasmatickou membranu jsou podobné transgontéizolovanym
z kareni. Hlavni rozdily spoivaji v odliSné anatomickeé stavbstu a kdene.

Hlavni a zakladni dlohou list je zajiSeni fotosyntézy, tedy zachyceni
maximalniho kvanta fotosynteticky aktivnihoiedi a pijeti potebného mnoZstvi GO
a to i @ nizké vlhkosti vzduchu. Proto doSlo u vysSichtlnesy prabéhu evoléniho
vyvoje Kk vytvdeni ochranné struktury, ktera brani nekontrolovanyatratam
vody - kutikuly.

Hlavni funkci rostlinné kutikuly je ochrana rostlproti nadndrnym ztratam
vody, zarové omezuje Unik metabotit z vnittnich pletiv a omezuje vstup
zneistujicich latek z progedi. Rostlinna kutikula ale zaravepredstavuje hlavni
piekazku pro latky, které jsou aplikovany na povistul & uz se jedna o hnojiva nebo
prostedky na ochranu rostlin.

2.2.1 Kutikula - bariéra pro vstup

Na povrchu listu se nachazi pokozka (epidermisgréitvd@i rozhrani mezi
vnitinimi pletivy listu a okolnim progedim. Jeji vijSi povrch je pokryt kutikulou.
Kutikula je hydrofébni membrana sloZzena z degratiraho biopolymeru kutinu,
nedegradovatelného polymeru kutanu a asociovamyzpustnych kutikularnich lipid
zvanych kutikularni vosky (Jenks a Ashworth, 2008)sky jsou pevazrt linearni,
alifatické molekuly s dlouhym polymernifettzcem a mohou byt nalezeny jak na
vnitinich ¢astech kutinového polymeru (intrakutikularni voskigk na jeho povrchu
(epikutikularni vosky). Pravkutikularni vosky jsou prawgodobré hlavni transportni
bariérou kutikularni membrany (Riederer a Schrei€01; Richardsost al., 2007).
Struktura a slozeni kutikuly a kutikularnich véaske liSi mezi rostlinnymi druhy,
odradami i mezi jednotlivymi organy a v zavislosti nayvejové fazi rostliny
(Heredia-Guerreret al., 2008).

| kdyZ je kutikula pevazre lipofilni povahy, jsou zde ftomny i hydrofilni

struktury. Kutin obsahuje neesterifikované hydromykarboxy- skupiny. A zarove
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byly ve velkém mnoZstvi jako slozky kutikularni marany identifikovany
polysacharidy jako pektin a celul6za, které majisokou hydratéeni kapacitu
(Luqueet al., 1995).

Pranik latek do listu je pasivnim procesem, ktery fjgen koncentraim
gradientem. V satasné dob se pedpoklada, Ze latky aplikované na list mohou
prostupovat kutikulou 2 rozdilnymi cestami v zaegl na své chemické podstatedy
bud’ lipofilni nebo polarni cestou (Eichert a Goldba&08). Voda a dalsi malé
nepolarni molekuly (nap matovina) mohou pro prostupigs kutikulu vyuZivat jak
lipofilni tak polarni cestu. fedpoklada se, Ze rychlostiphodu kutikulou je vyrazh
pomalejSi u hydrofilnich latek nez u latek lipofih.

2.2.1.1 Difaze lipofilni cestou

Syntetické latky jako pesticidy, herbicidy a jin&nobiotika jsou #Sinou
neiontové povahy a mnoho &hto molekul je navic lipofilnich. Tyto latky mohou
difundovat kutikulou tzv. lipofilni cestou, kdy nairpropustnosti je charakterizovana
pohyblivosti dané molekuly v transportni béei€ v zavislosti na velikosti molekuly)
a sogasrt jeji rozpustnosti ve voskove vrstkutikuly (Schreiber, 2005). Propustnost
kutikuly pro tyto latky je vyraz& ovlivnéna teplotou a pouzitim plastifikator
(plasticizers) (Bauest al., 1997).

2.2.1.2 Diftze poléarni cestou

Naproti tomu polarni a iontové skeniny (WtSina aplikovanych Zivin)
vyuZzivaji tzv. polarni cestui@s kutikularni pory. Nabité molekuly nesou hydéata
obal, kterého se naou zbavit a tak nefizou byt rozpugny v lipofilni kutinovée
a voskové vrsty kutikuly. Z toho plyne, Ze nabité skeeniny musi vyuZzit pro difazi
alternativni cestu aipdpoklada se, Ze prochazeji polarnimi péry, ktso jvyplEné
vodou a prochézeji kutikuldrni membranou (Schonh&876; Schonherr, 2000;
Schonherr a Schreiber, 2004; Schreiber, 2005).

V kutikule je &chto hydrofilnich péi velké mnozstvi (18.cm?), vétSinou
o praméru do 1 nm. Redpoklada se v3ak, Ze v bezpfedhim okoli s¥racich bugk
praduchi a trichomi je jejich hustota vySSi a liSi se igpnérem a propustnosti. Zarave
bylo zjiS€no, Ze velikost pdr se I[iSi mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy
(Eichert a Goldbach, 2008).tiPptijmu anionového fluorescéniho barviva bylo

zjisteno, Ze jeho prchod do listu je vyhradnvazan na bezprasdni okoli séracich
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burgk, ale zapojeno bylo jen kolem 10 % vSeckdorchi. Toto procento se zvySilo
opakovanym vyschnutim a znovu z&dmim roztoku aplikovaného na list. Dosud neni
zcela jasné, zda usnagm ,piijmu” v okoli priduchi je zpisobeno vysSi prostupnosti
peristomatalni kutikuly nebo zda difuze probihnmm skrz péduchovou Strbinu
v roztoku spojujicim povrch listu a listovy mezofyim, Ze dojde k modifikaci
burg¢nych sén péru pfiduchu. Pesto neni pochyb, Z&ipmnost piiduchi usnaduje
piijem latek aplikovanych na povrch listu (EicheBarkhardt, 2001).

Diflze touto cestou neni prasgbdobré ovlivnéna teplotou (Schonherr, 2000).
Je v3ak vyrazhovlivnéna vzdusnou vihkosti (Schénherr, 2000; Schreib@®5p Vliv
plastifikatof je diskutabilni (Schénherr, 2000 a 2002).

2.3 Hnojeni dusikem

Zdvojnasobeni celogtové produkce potravin v posledniétyficeti letech bylo
spojeno se 7-nasobnym fgtem pouzivanych dusikatych hnojiv. Nasledkem toyio

vyrazre zvySen negativni vliv na fungovani a diverzitirpzenych spokenstev.

2.3.1 Z&kladni hnojeni

Zakladni podminkou setrvalého rozvoje zeltstvi je udrzeni nebo zlepSeni
pudni Urodnosti a ochrana Zivotniho presti fred nezadoucim zaigtovanim. Tomuto
poZzadavku musi odpovidat i systémy vyzivy a hnojolhich plodin. Nerovnovaha
mezi poZzadavkem rostliny a dodavkou dusikizenvést bd’ k suboptimalnimu vynosu
nebo k poskozeni zZivotniho priedi nadbytkem hnojiva.

Ur¢eni zakladni davky hnojiv vychazi z mnozstvi (tarmativu) Zivin, ktere je
potrebné k tvor® poZzadovaného vynosu. Nappro tvorbu 1 t potravirkéké ozimé
pSenice je zaptebi 24,3 kg N, 4 kg P a 11,7 kg K. (Kéral., 2008). Toto normativni
mnozstvi je dale upraveno podle sku@ zasoby Zzivin vimé, mnoZstvi
mineralizovatelnych poskliovych zbytki predchozi plodiny aigpadného podilu Zivin
uvolrénych z gedchéazejiciho hnojeni organickymi hnojivy. Dalezedlediuji padni
a klimatické podminky stanovist

Aby doslo k rovnordrnému rozdleni v pidnim profilu, jsou pdebné Ziviny
s vyjimkou dusiku, to je P, Ka Mg, aplikovanyi gakladnim zpracovaniaply.
Pottebné mnozstvi N je roZkkno do rkolika diltich davek, i ¢emz na podzim se
nehnoji dusikem dbec nebo jen natpéach s nizkou zasobou mineralniho N, kdy je
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aplikovano mensi mnozstvi N jako gast kombinovanych hnojiv,ffpadré v siranu
amonném.

Prvni (, regeneréni*) davka N v mnozstvi 30 — 60 kg /ha je aplikoaama
pocatku jarni vegetace. Jejintalem je poskytnuti snadndigtupného N pro obnoveni
rastu a dodéni dostateého mnozstvi N dotginiho profilu pro pijem v pozdjSich
vyvojovych fazich. Pro regeneérd hnojeni je doportovana nitratova forma hnojiv
(vétSinou dusinan vapenaty), ale vzhledem k vysSi cae EzZne¢ vyuziva levijsi
dusinan amonny s vapenceindolomitem,ale i m@&ovina nebo hnojiva se sirou (rfap
DASA).

Nasleduje ,produéni“ hnojeni na p&atku sloupkovani (50 — 80 kg N/ha), které
piedchazi obdobi intenzivnihaistu. Pro produdni hnojeni je negsgji pouzivan
dusknan amonny s vapencem (LAV), ale Skala hnojiv j8isizahrnuje i mé&vinu,
DAM (tekuté hnojivo s dusikem veech forméch - nitratové, amonné a amidové)
a nizné druhy kombinovanych hnojiv.

V zavislosti na intenzit péstovani niZze byt pouzito je$t pozdni tzv.
.Kvalitativni* hnojeni (davka zpravidla 30 kg N/hpijed koncem sloupkovani.

Toto rdmcové schéma je do Zné miry modifikovano zasobou vody udg
a ptibéhem konkrétnich pasrnostnich podminek, zejména datem nastupu jarni

vegetace, mnozstvim a ragenim srazek a gmérnymi teplotami vzduchu adply.

2.3.2 Vyutziti listové aplikovanych hnojiv

V zemedéIstvi je listova aplikace Zivin Siroce ro#Sha a jeji vyznam stale
vzrastd diky moZznosti cilené aplikace pouzer@oného mnoZstvi¢gimz je snizen
negativni vliv na Zivotni pro&tdi spojeny s aplikaci hnojiv daégly. Zarové umoziuje
flexibilné reagovat na pegeby rostlin podle aktualniho stavu porostu &j$ich
podminek. Foliarni aplikace se vyuziva jako déklk pidnimu hnojeni a také jako
mozna alternativa vifpadech, kdy maji rostliny zvySenou feiiu nebo v podminkéach
nizké dostupnosti Zivin ziply. V pripac dusikuci drasliku vSak listova aplikace nikdy
nemiZze nahradit ijem z pdy.

Pri listové aplikaci se &sSinou vyuZivaji relativé vysoké koncentrace Zivin
a mize tak hrozit poskozeni list Hlavnim dusikatym hnojivem pouzivanym pro tyto
aplikace je méovina, fFipadré dustnan vapenaty nebo feinaty.

V podminkach pechodného klimatu a wvidledku nastupujicich klimatickych

zmeén se stalecasgji objevuji obdobi s deasnym nedostatkem srazek, kdy aplikace
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hnojiv v pevné form neni efektivni, a jedinou mozZnosti jak poskytnoostlindm
nezbytné Ziviny vetrg N je listova vyziva. DalSim ivodem k efektivnimu pouziti
listové aplikace N je zvySeni obsahu N latek vipéath rostlin remobilizovatelnych pro
tvorbu zrna potravindké pSenice v pozdnich fazich vegetace. Z hledisi@ory
nékladi se casto pouziva spatea aplikace listovych hnojiv s praéstiky na ochranu

rostlin.
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3. Cil prace

Néaplh disert&ni prace byla dana pebou vyuzit nové poznatky tykajici se
piijmu a vyuziti dusiku rostlinami v aplikovaném zefiském vyzkumu. K aktualnim
problémim souwasné rostlinné vyroby patzejména ochrana zivotniho priesti
(povrchovych a spodnich vod¥ega vyplavovanim nitrét a dalSich Zivin z{dniho
profilu a snizeni nezbytnych finémich naklad na jednotku ziskané produkce bez
negativniho dopadu na kvalitu zrna. To je spojengssi efektivnosti vyuZiti Zivin pro
tvorbu hospod&kého vynosu ¢stovanych plodin a, vifpad vyZivy dusikem,
nahradou drahych nitratovych hnojiv 1&&imi hnojivy s amonnou formou N nebo
mocovinou. Tyto cile nelze uskuteit bez dokonalé znalosti mechanismiijmpu

a vyuziti dusiku polnimi plodinami.

Hlavnim cilem prace bylo &eni vlivu amonné, nitratové a amidové formy

dusikaté vyZzivy naifjem dusiku kéeny a listy pSenice seté a jeho nasledné vyuziti.

Re3eni zvolené problematiky bylo réteho do nasledujicich dith cila:

1. Zjistit vliv nitrdtové a amonné formy N a jejich tkdvinace natst rostlin pSenice
a charakterizovat rozdily v metabolismu dusiket® odliSeni vlivu nizkého pH
na sledované charakteristiky.

2. Pomaoci kinetickych paramétmpiijmu ugit vnitrodruhové a mezidruhoveé rozdily

ve schopnostiifjimat a vyuzivat nitratovou a amonnou formu dusiku

3. Urcit rychlost @ijmu a naslednou translokaci jednotlivych foremikusa stanovit
teplotni zavislost jejichiimu.

4. Ziskat nové poznatky offjmu a vyuZziti fiznych forem dusikuiplistové aplikaci
a o nasledném pohyhbiiijatého dusiku uvnitrostliny.

5. Ureit efektivnost vyuziti listog aplikované meéoviny v pozdni fazi vyvoje pro
tvorbu zrna a stanovit vliv spaleé aplikace s prosdky na ochranu rostlin na jeji

piijem a vyuZziti.
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4. Metodika

Pri zpracovani této disektai prace bylo hodnocenakolik skupin pokug dle
jednotlivych di€ich cila.

4.1 Rostlinny material

Pro zékladni pokusy v kontrolovanych podmink&chabyybrana srovnavaci
odrida jarni pSeniceT¢iticum aestivum L. cv. Munk). Osivo pochézelo z genové banky
VURYV, v.v.i. Obilky byly pred pokusem desinfikovany 1% roztokem chloraminu po
dobu 30 minut a potéustladné proplachnuty destilovanou vodou. Poté byly obilky
nechany fes noc na Petriho misce nabobtnat a nasldrhodin i laboratorni teplat
naklicit. Dale byly rostliny gstovany v Zivném roztoku podle popisu u kazdéhaupak

(viz nize).
4.2 Metody analyzy rostlinného materialu

4.2.1 Stanoveni obsahu celkového dusiku a dalSich zivin

SuSina byla rozemleta na jemny pradSek. Do Kjeldghkpalovaci bigky bylo
navazeno 0,25 g vzorku &igény 3 ml koncentrované kyseliny sirovéiglpvkem
selenu jako katalyzatoru. Vzorky byly mineralizoyanpiskové lazni p teplot 300 °C
az do Uuplného odbarveni vzorku. Poté byl vzorek nktativné preveden
do 0,1 | odrdrné baiky a doplrén po risku destilovanou vodou.

Obsah celkového dusiku a fosforu v mineralizovanémarku byl stanoven
spektrofotometricky na  automatickém  analyzatoru |&8k&an Plus System
(Breda, Nizozemi), obsah Ca, Mg a Kbyl stanovem@d ICP-OES Tracescan
(Thermo Jarell Ash, Franklin, USA). Vysledek bylj&sken jako mg prvku na g suché
hmotnosti (mg.g DW).

4.2.2 Stanoveni obsahu nitraf v éerstvé biomase
Zmrazene vzorky lista kaem (1 g) byly skladovanyipteplog —80 °C. Obsah

nitrati v rostlinach byl stanoven po homogenizaci a nadeaxtrakci horkou
destilovanou vodou. Koncentrace N@@nti byla stanovena po jejich redukci na NO

pievedenim fes zrnitou md-kadmiovou kolonu na automatickém analyzatoru
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Scalar San Plus Systém (Breda, Nizozemi) spektnofetricky i 540 nm. Vysledek je
uvadn jako mg nitrai na geerstvé hmotnosti (mg NO N. g'FW).

4.2.3 Stanoveni obsahu amonnych iotit v ¢erstvé biomase
Vzorky lista (0,5 g) byly ihned po odibu zamrazeny a uchovavanii peplot

—20 °C. Obsah amonnych idntv rostlinnych extraktech byl stanoven upravenou
metodou podle Cruz a Martins-Laia; (2000).

Vzorky byly homogenizovany v tekutém dusiku. Byidan 0,003 M citronan
sodny v pordru 1 : 10. Homogenizovany vzorek byl aggtn po dobu 15 minutip
10 000 g a 4 °C. Ziskany supernatant byl inkubox&rodni lazni gi 100 °C po dobu
3 minut. Poté byloiidano aktivovanéigwené uhli (50 mg na ml supernatantu). Vzorek
byl proftepan a odsedin po dobu 15 minutip 10 000 g a 4 °C. Ziskany supernatant
byl pouzit pro pimé stanoveni koncentrace NHonti dle Rhinest. al., (1998).

K 0,5 ml vzorku bylo pdano 0,5 ml 0,17 M citratového pufru (pH 7),
promichano a nechano 1 minutu reagovat. Pdidapo 0,5 ml 2-fenyl-fenol-
nitroprusidu, 0,25 ml fosfato-hypochloridového pufpH 13) a 1 ml destilované vody.
Jemr¢ promichano a nechano 45 minut reagovit lgboratorni teplat Vysledna
barevna reakce byla stanovena spektrofotometri¢ck§G® nm. Jako standardni roztok
pro kalibra&ni kiivku byl pouZit siran amonny (200 mg NH). Vysledek je uvéeh
jakopg NHs - N. g'FW.

4.2.4 Stanoveni aktivity nitrat reduktazy

Vzorky listi (1 g) byly zmrazeny a skladovanyi geplog —80 °C. Aktivita
nitratreduktazy byla stanovena metodowitro podle Gaudinova, (1990).

Extrakce enzymu:

Homogenizace rostlinného materialu byla provedemactdadu (teplota 4 °C)
v0,1 M TRIS - HCI pufru (pH 8) sifdlavkem 3% BSA. Po rozeni vzorku
v kapalném Nbyl pfidanpufr v pongru 1 : 5. Homogenizovany vzorek byl oigstn
po dobu 30 min f 15000 g a 4 °C. Ziskany supernatant byl pouZipikmému

stanoveni aktivity enzymu.
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Inkubace enzymu:

K 0,15 ml enzymového extraktu byldigano 0,5 ml 0,1 M fosfatového pufru
(pH 7,5); 0,1 ml 0,1 M KN®@a 0,15 ml NADH. Jako blank bylo pouzito 0,15 mL&
namisto enzymoveho extraktu. Po 10 minutové inkupa@5 °C ve vodni lazni byla

enzymaticka reakce zastaverfedpvkem 0,1 ml 0,3% kyseliny oxaloctoveé.

Detekce nitrii:

Detekce vzniklych nitrit byla provedena #ienim azobarviva vzniklého
po @idani 1,0 ml 1% sulfanilamidu (v 1 M HCI) a 0,5 @02% naftyletylendiaminu
k 1,0 ml vzorku p 540 nm. Jako standardni roztok pro kaldmiakiivku byl pouZzit
20 uM NaNGO,. Vysledek je prezentovan jako koncentrace mnoZeiviklych nitriti na

graméerstvé hmoty za minutu (nmol NQj* FW.min).

4.2.5 Stanoveni obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu byl stanoven upravenou metodolA@AC, 1990.

Zmrazene vzorky list (0,3 g) byly gevedeny do 50 ml Erlenmayerovych Ban
a opakovaé extrahovany 7 ml vrouciho 80% ethanolu. Postup bglkovan
do Uplného odbarveni list Extrakty byly gevedeny do 50 ml odémé baiky
a doplgny po rysku 80% ethanolem. Byla &fana absorbance ziskanych extiakt
chlorofylu @i 661 nm a 643,5 nm na spektrofotometru Beckmann-C830. Obsah

chlorofylu v listech byl vyp&ten podle daného empirického vzorce:
Chlorofyl atb = (7,12*/%61'*' 16,18*/0643,9

Obsah chlorofylu je vyjd@n jako mg chlorofylu na gerstvé hmotnosti listu
(mg Chusp GFW).

4.2.6 Stanoveni obsahu rozpustnych bilkovin

Vzorky lista (0,6 g) byly po odéru zamraZzeny a uchovavany do analyzy
pii -80 °C. Obsah rozpustnych bilkovin byl stanovénBradford, (1976).
Homogenizace rostlinného materialu byla provedemectdadu (teplota °€)
v 0,1 M TRIS - HCI pufru (pH 8). Po rozeni vzorku v kapalném Nyl pridan pufr
v poneru 1 : 5. Homogenizovany vzorek byl ofistn po dobu 30 minip 15 000 g a

4°C. Ziskany supernatant byl pouzit Kmpému stanoveni obsahu rozpustnych bilkovin.
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Reakni c¢inidlo: Comassiova briliantova mbd- 100 mg mo#i rozpuséno
v 50 ml 95% etanolu, fwlano 0,1 | 85% KPQO,, doplréno do 1 | destilovanou vodou

a prefiltrovano.

Detekce rozpustnych bilkovin:

K 0,1 ml vzorku bylo fiddno 5 ml rea&niho ¢inidla, promichano a nechano
30 minut reagovat ip laboratorni teplat Vysledna barevna reakce byla stanovena
spektrofotometricky $ 595 nm. Jako standardni roztok pro kaldmiakiivku byl pouzit
howzi sérum albumin (1000 mg albuminu/l). Vysledekiy@dn jako mg rozpustnych

bilkovin na géerstvé hmotnosti (mg&Ww).

4.2.7 Stanoveni izotopového powru °N/**N a obsahu N

Odebrané vzorky rostlin byly standaédmisuSeny $ 70 °C. Rozemlety na
vibratnim kulovém mlynu MM 301 (Retsch) na velmi jemnyntagenni prasek.
Vzorek (1 — 3 mg) byl navazen do cinové kapsleswiastanoveni bylo provedeno na
elementarnim analyzdtoru EA 3200 (Eurovector, djalspojeném s izotopovym
hmotnostnim spektrometrem Isoprime (GV Instrumedts),.

Analyzovany vzorek je spalen v kyslikové atmosfa vzniklé spalné plyny jsou
cisteny, redukovany a separovany v elementarnim anagzatOddlené plyny
(N, a CQ) pak prochazi izotopovym hmotnostnim spektrometr&de @i praletu
magnetickym polem (ve vysokém vakuu) jsou drahyglivych izotopi odklorgny na
zaklad jejich molekulové hmotnosti. Jednotlivé paprskyuyszachyceny ve &binach
kolektoru a vyhodnoceny detektorem. Jé&euarcelkovy obsah N a C a izotopové slozeni

v atom%™N ¢i °C.

4.3 ZjiSténi  rozdili mezi nitrdtovou, smiSenou
a amonnou vyZzZivou

Byly provedeny 3 zékladni pokusy se stejnym schémaispdadani. Rostliny
pSenice byly pstovany v klimaboxu v zivném roztoku v 10 | naddbaa standardnich
podminek - fotoperioda 16 h&io/8 h tma, (40Qumol.m's?), teplotni reZzim 22/15 °C
po dobu 3 tydf. Kultivacni roztok byl kontinualé provzdusiovan a nénén pravidels
ve dvoudennich intervalech.¢Bem kultivace bylo @feno pH v roztoku. Rostliny
pSenice byly pstovany ve iech variantach dusikaté vyzivy — nitratové, amonné
a smiené (poén NO; : NH," byl 1 : 1). Obsah dusiku byl u viech variant jbl.I™.
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Koncentrace Zivin v roztoku:

e nitratova vyZziva: 316M Ca(NGy)..4H,0, 141.5uM KNO3 82.6 uM MgSO;y,
7H,0, 105uM KH POy, 95.2uM KCI, 2.5 uM H;BOs, 2.0 uM Fe-EDTA, 0.2
UM ZnSQ.7H,0, 0.2 pM MnSQ4H,0, 0.05 pM CuS@5H,0, 0.007 UM
(NH4)6M07024

e smiSend vyziva: 12281 Ca(NG),.4H,0, 141.5uM KNO3 387 uM NH.CI,
82.6 uM MgSQO, 7H,0O, 105uM KH2PQO,, 95.2uM KCI, 193 uyM CaCh.2H,0,
2.5 UM HBOg, 2.0 uM Fe-EDTA, 0.2 puM ZnSOYH,0O, 0.2 puM MnSQ.4H,0,
0.05 uM CuSQ@5H,0, 0.007 pM (NH)sM07024

e amonna vyziva: 774M NH,CI 82.6 yM MgSO,. 7H,O, 105 puM KHL POy,
236.2uM KClI, 316 uM CaCh.2H;0, 2.5 uM HBO3, 2.0 uM Fe-EDTA, 0.2 uM
ZnSQ.7H,0, 0.2 pM MnSQ@4H,0, 0.05 pM CuS@5H0, 0.007 pM
(NH4)6M07024

U vSech variant bylo pH zivného roztoku upravenw/staipni hodnotu 5,8 - 6,0
piidavkem 0,2 M NaOH.

Obr.4.1 Pohled na rostliny pSenice kratce poathu kultivace.
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4.3.2 Uréeni negativniho vlivu nizkého pH

Pro odliSeni negativniho vlivu nizkého pH bylo sfgainim pokusu udrZzovano
pH u poloviny rostlin v nitratové a amonné variamyzivy na zvolené konstantni
hodnot pomoci pH-statu 2QM roztokem HCI¢ NaOH. U varianty nitratové byla
udrZzovana nizka hodnota pH (4,4 - 4,6), u variarhonné naopak hodnota pH vyssi
(5,8 - 6,0). Hodnoty byly zvoleny podlgquchozich r&eni, kdy rostliny pjimajici
amonné ionty okyselovaly Zivny roztokéiem dvou dih na hodnoty pH< 4,5,

a rostliny s nitratovym zdrojem dusiku vychozi Ziwoztok slak alkalizovaly (pH>
6,1).

4.3.3 Odbér vzorka rostlinného materialu

Ve zvoleném st& 21 dni byly rostliny sklizeny. Byla odtna nadzemnéast
a kaeny a rostliny byly zvaZzeny ast rostlin byla rozsihana na malé segmenty a byly
navazeny vzorky na stanoveni obsahu ritg@tamonnych ioit v listech a kéenech
a vzorky na stanoveni obsahu chlorofylu a aktivityat reduktazy v listech. Vzorky
byly ihned po navazeni zmrazeny a az do provedemiyzy byly uchovavany
v mrazicim boxu § teplo€ -20 ¢i -80 °C. Zbylacast rostlin byla usuSendipeplot

70 °C a pouzita pro stanoveni obsahu celkovéh&kdusdalSim Zivin.

4.4 Urceni vnitrodruhovych a mezidruhovych rozdiki
v rychlosti piijmu jednotlivych forem dusiku

Pro stanoveni kinetickych parametr charakterizujicich  vysokoafinitni
transportni systém, ktery zdjije prijem nitrati ¢i amonnych iont bylo vybrano
dvanact modernich oibl dvou druli jarni pSenice Triticum aestivum
aTriticumdurum) (Tab. 4.1). Rostliny vybranych adt byly predpgstovany po dobu
3 tydnmi v hydroponické kultte za standardnich podminek (fotoperioda 16/8 hodin
den/noc, teplotni rezim 22/15 °C) v kultérd mistnosti ve 200 litrovych vanach. Zivny
roztok byl kontinuald provzdusovan a nénén 2-3 tydri. Rostliny byly @stovany ve
dvou variantach vyzivy — amonné a nitratové. Komeame dusiku byla v obou
variantach vyzivy snizena na 38R pii sowlasném zachovani p@nu N k ostatnim

Zivinam.
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Koncentrace zivin v roztoku:

e nitrdtova vyziva: 157.4M Ca(NGy),.4H,0, 70.8uM KNO3 41.3 uM MgSO;,
7H0, 52.5uM KH2POy, 47.6uM KCI, 1.25uM HBOs;, 1.0 uM Fe-EDTA, 0.1
UM ZnSQ.7H,0, 0.1 UM MnSQ.4H,0, 0.025 UM CuS@5H,0, 0.004 UM
(NH4)sM07024

e amonna vyziva: 387UM NH,CI 41.3 pM MgSO,. 7H,O, 52.5uM KH,POy,
118.4uM KCI, 158 yM CaCh.2H,0, 1.25uM HBOs, 1.0 pM Fe-EDTA, 0.1
UM ZnSQ.7H,0, 0.1 UM MnSQ4H,0, 0.025 UM CuS@5H,0, 0.004 UM
(NH4)sM07024

U obou variant bylo pH Zivného roztoku upravovareo lmodnotu 5,8 - 6,0
piidavkem 0,2 M NaOH.

Tab. 4.1 Seznam vybranych oihl.

Odruda Botanicka varieta Zeng pavodu
Triticum aestivum
Roxo graecum Portugalsko
AC Read graecum Kanada
Pacifik lutescens Kanada
Munk lutescens Némecko
Sandra aestivum Cesko
Triticum durum
Zenit leucomelan Italie
Marmilla leucomelan Italie
Saadi leucomelan Francie
Kharkovskaya 21 hordeiforme Ukrajina
Lyudmila hordeiforme Rusko
Valbelice leucurum Italie
Mojo 2 melanopus Mexiko

Souasré s neienim rychlosti fijmu byla ¢ast rostlin sklizena pro stanoveni
obsahu celkového dusiku v suSim obsahu amonnych idntv ¢erstvé biomase,
u nitratové varianty byly navic odebrany vzorky stanoveni aktivity nitrat reduktazy

a obsahu nitrétv ¢erstvé biomase.
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4.4.2 Stanoveni kinetiky prijmu nitratovych ¢ amonnych
lontd

Po tech tydnech gstovani byly rostliny femistny na rkolik hodin do zivného
média bez dusiku.i®d vlastnim rsfenim pak byly ponechany 30 minut v roztoku se
stejnou koncentraci N jakodifici roztok pro odstrami indukce.

Rychlost gijmu amonnych a nitratovych iantbyla ugena z jejich Ubytku
z Zivného roztoku.

Jednotlivé pokusné rostliny bylyfgmistny do nadob o objemu 250 mi
séerstvym zivnym roztokem, ktery byl kontinulprovzdu&ovan a michan. Zivny
roztok obsahoval 25QM NOs ¢ NH4'. V pravidelnych intervalech (15 minut) byly
automaticky odebirany vzorky pro stanoveni koneaa@mitralh a amonnych iorit

Koncentrace N@ ionti byla stanovena na automatickém analyzatoru
Skalar San Plus System (Breda, Nizozemi) po jegciukci na N@ prevedenim fes
zrnitou meéd-kadmiovou kolonu. Obsah NOionti byl stanoven r¥enim zabarveni
vzniklého reakci s sulfanilamidem a dichenaftylethylendiaminem ip 540 nm.
Koncentrace amonnych iantbyla stanovena spektrofotometrickyfi p660 nm
(viz vy3e). Rychlost fijmu byla vyjadena jakoumol NH;" nebo NQ na géerstvé
hmotnosti kdene za hodinupmol NOs & NH,*. g'FW.hY). Parametry Wax a Kn byly

uréeny nelinearni regresi pomoci programu EnzfiteogBit, UK) (Graf 4.1).
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Graf. 4.1 Princip ugeni kinetickych parametr— Vmaxa K.
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4.5 Pokusy s pouzitim zndenych™N substrati

4.5.1 Uréeni rychlosti pfijmu a nasledné translokace N
piijatého z jeho jednotlivych forem

Pokusné rostliny Triticum aestivum cv. Munk) byly gedpistovany po dobu
téi tydni za standardnich podminek v@dh variantach vyzivy — nitratové, amonné
a smiSené. Koncentrace dusiku byla v poslednim utydnizena na 155uM.
Po tech tydnech byly rostlinyipneseny do Zivného roztoku obsahujiciho BBON,
kde byly ponechany 30 minut. Poté byla polovinatlirosz kazdé varianty dana
do N nabohaceného roztoku (C&0s), & *NH.Cl,) a polovina do roztoku
kontrolniho. U smiSené varianty vyZivy byly rosylidany do roztoku, kde byl dusik
piitomen ve formi dusitnanu amonného. Zteny pomoc°N byl bud’ nitratovy nebo
amonny iont. Rostliny byly rozteny mezi oba zn#né roztoky a roztok kontrolni.
Rostliny byly sklizeny po 1 a 2 hodinach inkubaoglachnuty chladnym (x 4 °C)
nezn&enym roztokem, rozieny na jednotlivécasti, zvdzeny a usuSeny. Rychlost
pijmu a translokace jednotlivych forem byla vypna z mnoZstvi ifjatého N

do rostliny.

4.5.2 Uréeni teplotni zavislosti Fijmu jednotlivych forem
dusiku

Pokusné rostlinyTriticum aestivum cv. Munk) byly gstovany po dobukit tydni
hydroponicky za standardnich podminek ve 200 | eananitratové variagtvyzivy.
Ctvrty tyden kultivace byla rostlinam snizena teglot 15 °C den/10 °C noc a upraven
zivny roztok, tak Ze obsahoval ¥ BH 3% NGO nebo ¥ CO(NH), + % NOy
a odpovidajici mnoZstvi ostatnich Zivin. &gfech tydnech kultivace byl &ren gijem
jednotlivych N-forem a jejich translokace zikal v zavislosti na teplétv korenové
zore.

Rostliny byly nejprve aklimatizovany po dobu 10 woiinv odpovidajicim
nezn&eném Zivném roztoku s danou teplotou (5, 10, 1% 4C3). Poté byly rostliny
premistny do 0,3 | ndiciho roztoku, ktery obsahoval 25M *°N vjedné ze
t¥f raiznych forem - C4fNOs), *NH4Cl, nebo CONH,),. Cést rostlin byla pouZita
jako kontrola a inkubovana v nezeamém roztoku. Teplota Zivného média byla

udrZzovana pomoci termostatizované vodnidazm poZzadované hodrat0,5 °C.
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Rostliny byly sklizeny po 1 a 2 hodindch, prompty dobu 5 min v chladném
nezn&eném roztoku, rozdeny na nadzemntast a kéeny, zvazeny a ususeny.
Rychlost gijmu a nasledna translokace Nijgtého z jednotlivych forem (NONH,4

a CO(NH),) v zavislosti na teplétbyla vypatena z obsahtrN v rostlins.

4.6 Pokusy s listo¥ aplikovanymi N znafenymi
substraty

4.6.1 Uréeni prijmu a nasledné translokace jednotlivych
forem dusiku pri listove aplikaci

Pokusné rostliny Triticum aestivum cv. Munk) byly gstovany po dobutyi
tydnt hydroponicky za standardnich podminek ve 200 laghnv nitratové variast
vyzivy. Nasled® byla provedena listova aplikace.@ob listové aplikace jednotlivych
forem N byl zvolen tak, aby umoznil alespsemikvantitativni hodnoceni jejickipnu
a nasledné distribuce mezi jednotlivé organy nostli

Na bazicepele nejmladSiho pinvyvinutého listu bylo aplikovano 2x 5 ul 5%
roztoku znaené mgoviny nebo 2x 5 pl odpovidajici koncentrace nitvatéi amonné
formy N. Ve vhodg zvolenychéasovych intervalech byly pokusné rostliny sklizeny.
Nejdiive byl opatré odstizen exponovany list nejménlcm nad mistem aplikace
a poté odstraima zbyvajicicast listovécepele. Rostlina byla oplachnuta destilovanou
vodou, osuSena, zvaZzena a eda na jednotliv&asti. Rijem dané formy dusiku
(NOs NH4" a -NH,) a nasledna translokace byly zji$y z obsahu®N v jednotlivych

¢astech rostliny.

4.6.2 Urceni efektivnosti vyuziti listow aplikované matoviny
v pozdni fazi vyvoje pro tvorbu zrna a stanoveni moného
vlivu pripravka na ochranu rostlin pii spoletné aplikaci na
jeji prijem a vyuziti

Pro pokus vpolnich podminkach byla pouzita oziméSengce
(Triticum aestivum L. cv. Nela) gstovana na pozemcich VURYV, v.v.i. v Praze Ruzyni.
Ve fazi metani (BBCH 52) (Lancashieeal., 1991) byla ozn#na stébla ve stejné
vyvojove fazi. D¢ hodiny ged aplikaci mooviny byla polovina rostlin oS&tna

fungicidnim gipravkem Tango Super.
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Na bézi praporcového listu ozfeaych rostlin byl aplikovdn 5% roztok
>N-znatené meoviny. Rostliny byly sklizeny po 24 hodinach, 4 d Hnech
a ve skliziové zralosti. Sklizeno bylo vzdy 15 ozeaych rostlin. Rostliny byly
roz&kleny na praporcové listy, jejich pochvy, l.internod, klas a zbytek rostliny.
Ve stejnych terminech bylo také sklizeno 15 prapeych listi z neozné&enych rostlin
pro stanoveni aktivity nitrat reduktazy a obsahzprstnych bilkovin. Rozdil vifimu
a translokaci m@éoviny mezi oSéenymi a neosétnymi rostlinami byl zjig&in z obsahu
5N v jednotlivych castech rostlin a zaroitebyl stanoven podil ifjatého dusiku

vyuzitého pro tvorbu zrna.

4.7 Statistické zpracovani vysledk

Statistické  hodnoceni bylo provedeno statistickymrogpamem
STATGRAPHICS Plus 4.0. Byl vyuZit Tukey test na 30 hladir® vyznamnosti.
Statisticky vyznamné rozdily jsou v tabulkach afggh znazorény prisluSnami
pismeny (a, b, c, ...). Déle jsou uvay statistické parametry analyzy rozptylu:
P (dosazena hladina vyznamnosti ), F (pomestrannych odhadspole&ného

rozptyluc® — testova statistika) a Df (jset stupit volnosti).
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5. Vysledky

5.1 Zjisténi rozdila mezi nitratovou, smisSenou
a amonnou vyZivou

V z&kladnich pokusech byly rostliny kultivovany iviZ#¢m roztoku, ktery
obsahoval 774M dusiku ve itech variantach dusikaté vyzivyciste nitratove, smisené
(1:1) a cistt amonné. Byly sledovany rozdily wstu, obsahu esencialnich pivk
a vybranych ukazatelich dusikatého metabolismu viskéti na fornd dusiku

piitomného v Zivném médiu.

5.1.1 Morfologické rozdily

Po titydenni kultivaci byly u rostlin pSenice pozoroyamaneé rozdily v @istu
a produkci biomasy v zavislosti na fa¥ndodavaného dusiku. Rostliny z amonné
varianty ntly vyrazre nizSi produkci biomasy keni, kofeny byly vyrazg kratSi
a mer vétvené v porovnani s ¢lma dalSimi variantami (Tab. 5.1, Obr. 5.1). U iastl
ze smiSené varianty byla zaznamenanaare vyssSi produkce biomasy nadzemni

dasti.

~ Nitratova Smisena Amonna

Obr.5.1 Typicky vzhled seminalnich Keni pSenice po 3-tydenni kultivaci véeth
variantach N-vyzivy. Mfitko predstavuje 10 cm.
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Tab. 5.1 Hmotnost susSiny (g) pSenice po 3-tydenni kultivaeei tech variantach
N-vyzivy. Pramér £ SD; P=0,05; statistické hodnoceéeivert.

DW kofeni (g) DW NC (g)
Varianta (P=0,0002; F=18,75; Df=)4 (P=0,0002; F=18,15; Df=)4
Nitratova 0,189+0,021b 0,433%0,055
Smisena 0,173+0,02% 0,543+0,01D
Amonna 0,112+0,007 0,383+0,034

Tyto zmeny v ristu se projevily i vrozdilech v R/IS pém, kdy nejvyssi
R/S ponér byl zjistn u rostlin z nitrdtové varianty, ve smiSené vatdyl porer nizsi
diky wtSi biomase nadzemrdiasti a u rostlin z amonné varianty nedosahoval ani
poloviéni hodnoty v porovnani s nitratovou variantou vdel® k omezenémuistu
koreni (Graf 5.1).

R/S pom ér

0,6

0,4

R/S

0,2

0,0 -
nitratova smiSena amonna

Varianta

Graf. 5.1 R/S ponér u rostlin pSenice po 3-tydenni kultivaci viedh variantach
N-vyzivy. Priaimér £ SD; (P=0,0001; F=233,9; Df=)4

5.1.2 Rozdily v obsahu dusiku

Statisticky ptikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami N-vyZiviyly
zjistény v obsahu celkového dusiku v suSirostlin (Graf. 5.2). Rostliny fijimajici
amonné ionty jako jediny zdroj dusikueiy nejwétsi obsah dusiku jak v nadzemnich
sastech, tak i v k@nech (58,9 ifpadré 52,5 mg N.g DW). U nitratové varianty
vyzivy byl obsah N vyrazhniz$i (50,9 pipadré 43,6 mg N.g DW). U rostlin ze
smiSené varianty vyzivy byl obsah dusiku v nadzemgéstech vySSi nez u rostlin
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Zivenych samotnym nitratem, zaraveSak nizSi nez u rostlin z amonné varianty.

Obsah v kéenech sefiflis neliSil od nitratové varianty.

m Kofeny

Celkovy obsah dusiku .
mNC

75

nitratova smiSena amonna

Varianta vyzivy

Graf. 5.2 Obsah celkového dusiku u rostlin pSenice po 3-tydémltivaci ve tech
variantach N-vyzivy. Rmeér = SD; (P=0,0001; F= 36,02; Df=17 pro teny, P=0,0078; F=6,82;
Df=17 pro NC).

5.1.3 Rozdily v obsahu esencialnich prvi

V zavislosti na form prijimaného dusiku byl vyraznovlivnén i prijem a tim
obsah dalsich esenciélnich kafiofk*, Mg®* a C&"). Ftfiem amonného iontu jako
jediného zdroje dusiku vyraznnegativié ovlivnil obsah &chto katiori a to jak
v nadzemnich¢astech tak i kienech rostlin pSenice (Tab. 5.2). Obsah drasliku
a haciku v karenech dosahoval jen 30 % obsahu stanovenému unrastitratové
varianty vyzivy, v pipad vapniku to byla necela polovina. Obsah v nadzemnic
¢astech dosahoval 60 % u K, 45 % u Mg a pouze 40Ca.u

Negativni vliv @jimaného amonného iontu na obsathto katiori nebyl zcela
potlaten ani pitomnosti nitrai v Zzivném médiu. Rostliny ve smiSené varkawnyzivy
obsahovaly také vyznamanmeéré K, Mg a Ca. V porovnani s nitratovou variantou
vyZivy jejich obsah dosahovalkiplizné 75, 50 a 65 % v kenech a 90, 75 a 75 %
v listech.
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Tab. 5.2 Obsah esencialnich privk u rostlin pSenice Ttiticum aestivum)
po 3-tydenni kultivaci veréch variantach N-vyzivy. Bmér + SD; P=0,05; statistické
hodnocentervers.

P (mg P.g'DW) K (mg K.g™* DW)
Koieny NC Koieny NC
(P=0,0151; F=6,07;| (P=0,0001; F=3421 (P=0,0001; (P=0,0001;
Varianta Di=14) Df=14) F=103,77; Df=1) | F=116,52; Di=1}
Nitratova 6,56+0,78a 9,03+0,75b 52,16+4,82¢c 53,09+3,05¢c
SmisSena 8,38+1,22b 8,77+0,93b 40,09+2,36b 47,52+0,92b
Amonna 6,10+0,77a 5,71+0,34a 15,39+1,29a 32,28+0,88a
Ca(mg Ca.g™* DW) Mg (mg Mg.g™* DW)
Koieny NC Koieny NC
(P=0,0001; F=21,37 (P=0,0001; (P=0,0001; F=35,73] (P=0,0001; F=35,01
Varianta Di=14) F=162,42; Df=1p Di=12) Di=14)
Nitratova 2,05+0,29b 4,15%0,28c¢c 2,07+0,33b 2,21+0,35¢C
Smisena 1,38+0,22a 3,19+0,08b 1,08+0,19a 1,62+0,12b
Amonna 0,95+0,22a 1,66+0,23a 0,66+0,11a 1,04+0,10a

Vliv formy piijimaného dusiku na obsah fosforu, jakoZto esemitiél anionu

byl mére vyrazny. Obsah fosforu v kenech byl vySSi u rostlintimajicich ol formy

dusiku a vyraz&inizsi v listech rostlin z amonné varianty (Tal2)5

5.1.4 Rozdily v aktivité nitrat reduktdzy a obsahu nitrata
a amonnych ion#

Jako zakladni parametry charakterizujici dusikagtamolismus byly vybrany
aktivita nitrat reduktazy, obsah nititgd obsah amonnych ianv pletivech.

Stanovena aktivita NR v kenech pokusnych rostlin pSenice byla velmi nizka
a neliSila se mezi variantami N-vyzivy. V listeclyld zjiS€na aktivita NR vysSi
u rostlin ze smiSené varianty (30,66 nmol N@'FW. min') neZ z varianty nitratové
(21,71 nmol N@.g* FW. miri!). U amonné varianty byla zji§ta jen bazalni Grove
aktivity (Graf. 5.3).

Obsah nitrat byl nejvySSi v pletivech rostlin @st¢ nitratovou vyZzivou.
Ve smiSené variaéitbyl obsah vyznaninizsi a to jak v kienech tak listech. U vSech

variant byl zjis&n vySSi obsah nitratv korenech (Graf. 5.4).
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Graf. 5.3 Aktivita NR v pletivech rostlin pSenice po 3-tydénkultivaci ve tech
variantach N-vyzivy. Rmger £ SD; (P=0,9030; F= 0,10; Df=15 pro #ny, P=0,0001; F=71,84;
Df=14 pro N).

Obsah nitrat G | Kofeny
mNC

mg NOs-N.g™ FW

nitratova smiSena amonna

Varianta vyzivy

Graf. 5.4 Obsah nitrét v korenech a N rostlin pSenice po 3-tydenni kultivaci wecth
variantach N-vyzivy. Rm¢ér + SD; (P=0,0001; F= 265,21; Df=11 pro iemy, P=0,0001;
F=113,58; Df=11 pro K).

Také obsah amonnych idnbyl u vSech variant vyraznvyssi v kdenech nez
v listech. Nej¥¢tSi obsah amonnych iant kofenech byl nalezen u rostlin ze smiSené
varianty. Obsah v listech byl pak vyr&zmizSi u rostlin z amonné varianty v porovnani
s olma zbyvajicimi variantami (Graf.5.5).
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B Kofeny

Obsah amonnych iont G i
anNe

nitratova smiSena amonna

Varianta

Graf. 5.5 Obsah amonnych iointv kofenech a K rostlin p3enice po 3-tydenni
kultivaci ve tech variantach N-vyzivy. Bmér = SD; (P=0,0001; F= 28,29; Df=14 pro teny,
P=0,0001; F=39,37; Df=15 pro®.

Béhem kultivace byla sledovana hodnota pH kutthifo roztoku (Graf 5.6).
U amonné i smiSené varianty byl pozorovan pokles $atistem biomasy a jemu
odpovidajici ¥tSi rychlosti pijmu byl pokles pH Bhem dvou di mezi vynénami
Zivného roztoku vyraziSi. Po ftitydenni kultivaci okyselovaly rostliny pSenice
v amonné variagt vyZivy zZivny roztok Bhem dvou df az na hodnoty pHc 4.

U nitratoveé varianty byla zji8ha slaba alkalizace Zivného roztoku.

Zména pH v pr tibéhu kultivace

7,20

5 508°3
80T 2
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pH
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‘+Vstup —o— Nitrdtovd —&— Smi%en4d —o— Amonna ‘

Graf. 5.6 Zmény pH v pfibéhu titydenni kultivace rostlin pSenice vi@t¢h variantach
dusikaté vyZivy. Rmeér + SD.
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5.2 Uréeni negativniho vlivu nizkého pH

Pro mozné odliSeni vlivu nizkého pH na zkoumanéraitiaristiky byl za
stejnych kultivénich podminek proveden pokus, kdy bylo pH v roztakizovano na
zvolené hodn@ U amonné varianty vyzivy to byla vysSi hodnota (548 - 6,0)
a u nitrdtové varianty vyzivy naopak nizsi hodnatb(4,4 - 4,6).

5.2.1 Morfologické rozdily

Porovnani rostlin gstovanych v amonné varigntyzivy s iznym pH ukazalo,
Ze u rostlin, kde bylo udrZzovano vysSi pH dosloakiénému potlaeni negativni
reakce na NE. Byla zjiséna vyrazé vy3si produkce biomasy feni a stim
souvisejici zvySeni R/S pamu. Produkce biomasy nadzemtidisti nebyla ovlivéina
(Obr. 5.2; Tab. 5.3;).

Obr.5.2 Typicky vzhled seminalnich keni pSenice po 3-tydenni kultivaci v amonné
variang vyzivy; pH-stat — pH stabilizovdno na hod&d,8 - 6,0, amonna - bez
stabilizovaného pH. Bfitko predstavuje 10 cm.

44



Tab. 5.3 Hmotnost suSiny (g) a R/S peému rostlin pSenice paritydenni kultivaci
v amonné variagt vyzivy (amonna - bez stabilizovaného pH; pH-stat pH
stabilizovano na hodn®b,8 - 6,0). Fimér + SD.

DW ko¥enii DW NC R/S ponér
Varianta r ©) () P
Amonna 0,073:0,010 0,3230,036 0,2240,010
pH-stat 0,120,027 0,3040,058 0,3940,053

U rostlin pstovanych v nitratove variahtryZivy nebyly pozorovany vyznamné
zmeny v produkci biomasy Keni ¢i nadzemni¢asti ani zniny v R/S pondru v reakci

na snizené pH.

5.2.2 Rozdily v obsahu dusiku

Byly zjistény zmeény v obsahu dusiku v sugiRofeni u rostlin z amonné vyZzivy.
U rostlin s vy8Sim pH kultivaniho roztoku byl obsah dusiku vyr&zmizSi v porovnani
s rostlinami, kterym nebylo pH regulovano (Tab.)5@bsah dusiku v listech nebyl
ovlivnén.

U rostlin, kde byl nitrat jedinym zdrojem N néln nizké pH na obsah dusiku

v korenech ani v listech zadny vliv (Tab.5.5).

Tab. 5.4 Obsah dusiku a fosforu u rostlin pSenice po 3-tpddwultivaci v amonné
variang vyzivy; pH-stat — pH po celou dobu kultivace shkabvano na hodneét
5,8 - 6,0. Rimér = SD; P=0,05; statistické hodnoceéeivers.

N (mg N.g-1 DW) P (mg P.g-1 DW)
Koieny NC Koieny NC
(P=0,0012; F=33,55| (P=0,3508; F=1,02;| (P=0,1410; F=2,87;| (P=0,0480; F=6,14;
Varianta Df =7) Df =7) Df =7) Df =7)
Amonna 52,53+1,540 56,80+2,77 6,63+0,59 7,63+0,23
pH-stat 46,90+0,6% 54,93+1,61 7,56+0,74 9,21+1,08

Obsah fosforu byl nizkym pH ovli¢n negativig. U amonné varianty vyZivy
byl stanoveny obsah fosforu vySSi u rostlin seiktavanym vysSim pH kultivéniho
roztoku a podobhu nitratoveé varianty byl vyraznvyssi obsah fosforu u rostlin, kterym

nebylo pH ungle snizovano a to jak v listech tak vikoech (Tab. 5.4; 5.5.).
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Tab. 5.5 Obsah dusiku a fosforu u rostlin pSenice po 3-tpdéwmltivaci v nitratove

variang vyzivy; pH-stat — pH po celou dobu kultivace shkabvano na hodneét
4,4 - 4,6. Pimer + SD; P=0,05; statistické hodnoceeivers.

N (mg N.g™* DW) P (mg P.g™* DW)
Koieny NC Koieny NC
(P=0,6652; F=0,20;| (P=0,1015; F=3,42;| (P=0,0059; F=13,79| (P=0,0036; F=16,47
Varianta Df =9) Df =9) Df =9) Df =9)
Nitratova 43,52+1,62 47,08+1,32 6,250,481 8,430,260
pH-stat 43,98+1,22 45,26%1,44 4,79+0,87 7,17+0,56a

5.2.3 Rozdily v obsahu esencialnich prvi

Vyrazny byl vliv nizkého pH na obsah esencidlnigtidni (K*, Mg?*a C&").
U rostlin, kde byl zdrojem dusiku amonny iont, \&ta@vySenim pH Zivného roztoku
obsah drasliku v kenech o 46 % a vlistech dokonce o 57 % (Graf..5.7)
U rostlin Zivenych nitraty byl rozdil v obsahu diks mezi variantami me&nvyrazny

(24 resp. 18 %), ipsto vsak statisticky vyznamny (Graf. 5.8).

Obsah drasliku o KQ feny
aNG

60

amonna pH-stat

Varianta

Graf. 5.7 Obsah drasliku v kenech a listech rostlin pSenice gtydenni kultivaci
v amonné variagt vyzivy; pH-stat — stabilizovana hodnota pH mezi8 56,0.
Pramér + SD; (P=0,0003; F=55,99; Df=7 pro keny, P=0,0006; F=42,54; Df=7 proQ.
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Graf. 5.8 Obsah drasliku v kenech a listech rostlin pSenice gtydenni kultivaci
Vv nitratové variart vyZzivy; pH-stat — stabilizovana hodnota pH mezi4 44,6.
Pramér + SD; (P=0,0023; F=19,42; Df=9 pro keny; P=0,0104; F=11,10; Df=9 prai).

Stejné tendence byly pozorovany i vobsahu dal&ielou esencialnich
kationi C&* a Mdf*, kdy u rostlin z amonné vyZivy byl zj&t nafist v obsahu obou
iontd v kofenech o #etinu v porovnani s variantou s neupravovanym mizkyH
a Vv listech pak vzrostl t&nhdvojnasoba (Tab. 5.6).

U nitratové vyzivy vedlo snizeni pH na 4,5 k pokles obsahu vapniku
v kofenech a v listech o 26 resp. 41 %, obsaitiko pak klesl na ménnezZ polovinu
a to jak v kéenech tak v listech (Tab.5.7).

Tab. 5.6 Obsah dvojmocnych esencialnich kation rostlin pSenice po 3-tydenni
kultivaci v amonné variantvyZivy; pH-stat — pH po celou dobu kultivace skabivano
na hodnat 5,8 - 6,0. Rrmér + SD; P=0,05; statistické hodnoceéervers.

Ca(mg Ca.g™ DW) Mg (mg Mg.g™* DW)
Koreny NC Koieny NC
(P=0,0120; (P=0,0001; (P=0,0034; (P=0,0001;
Varianta F=12,66Df=7) | F=115,15Df=7) | F=21,81Df=7) | F=139,26)Df=7)
Amonna 1,19+0,13 1,65+0,15a 0,75%0,0% 1,03+0,10a
pH-stat 1,60+0,15 3,40+0,240 1,000,030 1,87+0,08
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Tab. 5.7 Obsah dvojmocnych esencialnich kafion rostlin pSenice po 3-tydenni
kultivaci v nitratové variagt vyzivy; pH-stat—pH po celou dobu kultivace
stabilizovano na hodn®4,4 - 4,6. Rimér + SD; P=0,05; statistické hodnoceéervers.

Ca (mg Ca.g”’ DW) Mg (mg Mg.g™" DW)
Koreny NC Koieny NC
(P=0,0002; (P=0,0005; (P=0,0001; (P=0,0001;
Varianta F=41,02Df=9) | F=30,68Df=9) | F=15590Df=9) | F=153,05,Df =9)
Nitratova 2,07+0,09 4,89+0,6% 3,17+0,20 2,54+0,130
pH-stat 1,53+0,14 2,87+0,22a 1,31+0,22a 1,09+0,20a

5.2.4 Rozdily v aktivité
a amonnych ionfi

nitrat reduktazy a obsahu nitrata

V reakci na nizké pH klesla uraveaktivity nitrat reduktazy u rostlin, kterym
bylo udrZzovano nizké pH v porovnani s rostlinaniiterych bylo pi nitratové vyzi
ponechano pH vyssi a to u phayvinutych listi z hodnoty 22,1 nmol NOg™* FW.min*
nal2,4 nmol NQ g*FW. min™.

Tomu odpovidal i pokles v obsahu niraV pin¢ vyvinutych listech byl jejich
obsah 0,45 mg NON.g* FW u varianty svy$8im nestabilizovanym pH
a 0,30 mg N@-N.g*FW u varianty s nizkym pH. Nejvy3si obsah nitréyl nalezen
u obou variant v pochvach a to 0,69 resp. 0,56 1@g-N.g FW.

Pri detailrgjSi analyze obsahu amonnych ibrtriznych¢astech rostlin pSenice
bylo zjiS€no, Ze u amonné varianty vyZivy s nestabilizovanyhh byl vysSi obsah
amonnych iont pouze v kéenech a ve starnoucich listech. U rostlin, kde Iptb
udrzovano na vysSi hodrobyly amonné ionty nalezeny ve vSech analyzovanych
¢astech a nebyl zaznamenan zvySeny obsah amonngtth vie starnoucich listech.
Také zde byl nejvysSi obsah amonnychiiamdlezen v kienech (Graf 5.9).

U nitratové varianty vyzivy byl obsah amonnych ionte vSechcastech
podobny a v listech vzdy vySSi u varianty s vyS&lh i kdyz zjiSény rozdil mezi

variantami nebyl statisticky vyznamny (Graf 5.9).
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Graf. 5.9 Obsah amonnych ioint v riznych c¢astech rostlin pSenice po 3-tydenni
kultivaci v amonné (Nif- pH-stat — pH po celou dobu kultivace stabilizavama

hodnot 5,8 - 6,0) a nitratové variah{NOs- pH-stat — pH po celou dobu kultivace
stabilizovano na hodn®4,4 - 4,6) N-vyzivy. Rrmér = SD.

5.3 Uréeni vnitrodruhovych a mezidruhovych rozdiki
v rychlosti prijmu jednotlivych forem dusiku

U vybranych odid dvou druli pSenice Triticum aestivum a Triticum durum)
byla métena rychlost fijmu nitrati a amonnych ioiita ugeny Michaelis-Mentenovské
kinetické parametry (Max @ Kyn) charakterizujici vysoko-afinitnitfpmové systémy pro
NOs; a NH,".

5.3.1 Kinetické parametry

U vSech sledovanych adt bylo zjiS€no, Ze maximalni rychlost fpmu
amonnych iont (Vmay je vyrazri vysSi (2x - 4X) neZ Max pro @ijem nitrati. Zarove
vSak byla zji&na vyssi afinita imu — tedy niZSi k pro nitratynez pro amonné ionty
(Tab. 5.8; 5.9; 5.10).

Mezi odiidami pSenice seté i pSenice tvrdé byly nalezenysstky prikazné
rozdily v hodnot Vinaxpro @ijem nitrati (Tab. 5.8). U pSenice seté se vyznarigily
odridy AC Read a Roxo (7,78 resp. 5,uhol NOs.g* FW.h%), u pSenice tvrdé se
vyrazre odliSovala odida Mojo 2 (7,90 umol NOs.g* FW.hY). Rozdily byly
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pozorovany i v hodnét K,,. Zarover bylo zjiS€no, Ze odidy pSenice seté maiji

priakazreé vySSi inaxi Km vV porovnani s odidami pSenice tvrdé.

Tab. 5.8 Kinetické parametry ¥ax a Ky pro vysoko-afinitni gijmovy systém nitrédi.
Pramér £ SD; P=0,05; statistické hodnoceéetverg; tucné ozna&eno porovnani druh

Odrada (umol Ngﬁéﬁ FW.HY) (El\r/ln)
Triticum aestivum 6,54+1,33 b 26,851£3,32 b
Roxo 5,13+0,72 a 22,416,9
AC Read 7,78+1,44 b 30,1+11,5
Pacifik 5,53+0,74 ab 25,9174
Munk 6,55+0,46ab 24,618,9
Sandra 7,36+0,96b 31,2+£12,7
Triticum durum 5,11+1,59 a 20,67+2,35 a
Zenit 4,33+£0,28 a 20,8+11,4
Marmilla 5,14+0,75 a 24,2+3,0
Saadi 5,12+1,05a 16,7+4,9
Kharkovskaya 21 3,590,864 21,721
Lyudmila 4,66+1,41 a -
Valbelice 4,35+0,80a 21,7£3,5
Mojo 2 7,90+0,79 b 19,145,5

*. Statistické charakteristiky pro hodnoceni #@dirdruhu T. aestivum (P=0,0175; F=4,21; Df =19
Statistické charakteristiky pro hodnoceni tatirdruhu T. durum (P=0,0010; F=6,39; Df =24
Statistické charakteristiky pro hodnoceni mezi grithaestivum x T. durum (P=0,0030; F=9,87;
Df =44 pro Vj,.xa P=0,0099; F=10,59; Df =10 prg,X

Také hodnoty Waxa Ky pro gijem amonnych iorit se liSily mezi jednotlivymi
odridami obou drui, avSak zji&tné rozdily nebyly statisticky vyznamné. Mezidruhoveé
srovnani rovéZ neukézalo podstatné rozdily v kinetickych paraewdt pro pijem
amonnych iont (Tab. 5.9).
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Tab. 5.9 Kinetické parametry Wax a Kn pro vysoko-afinitni fijmovy systém
amonnych iont. Pramér + SD; P=0,05; statistické hodnocesirverg; tuéné¢ oznaeno

porovnani drud.

Odriida (umol NniT.Zx-l FW.Y) (m)
Triticum aestivum 16,91+2,74 43,638,69
Roxo 16,57+1,00 53,216,5
AC Read 14,89+2,62 35,7+9,7
Pacifik 18,18+1,09 55,6£17,5
Munk 16,43+2,44 34,3+£3,6
Sandra 19,56+3,04 39,4+0,9
Triticum durum 16,37+4,32 38,845,89
Zenit 17,08+4,74 50,1+14,9
Marmilla 18,35+5,09 44,1+2,8
Saadi 16,63+3,59 32,8+2,3
Kharkovskaya 21 16,69+2,63 38,5+7,1
Lyudmila 13,45+2,65 38,7+6,5
Valbelice 13,02+2,48 34,8125
Mojo 2 20,11+3,61 33,0+6,8

*. Statistické charakteristiky pro hodnoceni wdirdruhu T. aestivum (P=0,1775; F=7,84; Df =18
Statistické charakteristiky pro hodnoceni iatirdruhu T. durum (P=0,2045; F=1,56; Df =28
Statistické charakteristiky pro hodnoceni mezi grithaestivum x T. durum (P=0,6351; F=0,22;
Df =47 pro Vja.xa P=0,3352; F=1,02; Df =11 prg,K

Tab. 5.10 Praméry maximalni rychlosti fijmu nitrati a amonnych ioiitpro dva druhy
pSenice Triticum aestivum a Triticum durum. Primér = SD; P=0,05; statistické
hodnocentervere.

Triticum aestivum Triticum durum

Druh (P=0,0001; F=217,44; Df =38 (P=0,0001; F=146,75; Df =33
V max Pro nitraty
(umol NO;.g- FW.h?) 6,54+1,33 a 511+1,59 a
V max Pro amonné ionty 16,91+2.74 b 16.37+4.32 b

(umol NH,".g* FW.HY)

5.3.2 Rozdily vristu a v obsahu celkového dusiku

a amonnych ionfi v koFenech a listech
U v8ech sledovanych aoii obou drufi pSenice byly zjigny rozdily v produkci

biomasy k#eni a nadzemnicasti mezi nitratovou a amonnou variantou vyzivy.

Rostliny z nitratové varianty &y vyrazre vysSi R/S porr v porovnani s rostlinami
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z varianty amonné. Mezi jednotlivymi ddlami byly pozorovany velké odliSnosti

(Graf 5.10).
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Graf. 5.10 R/S pondr u dvanacti odrd pSenice gstovanych ve

dusikaté vyzivy. Rmér + SD.

dvou variantach

Obsah celkového dusiku vilemech byl u #Siny odiad nizSi u rostlin

z nitratové varianty vyzivy (Graf. 5.11). Statigtycvyznamné rozdily byly zjishy
u pSenice tvrdé, kde jomérny obsah dusiku v kenech¢inil 42,1 u nitrdtové varianty

a 53,3 mg N.g DW u amonné varianty. U pSenice seté byly odpoidtiapdnoty 45,4

a 51,5 mg N.g DW a rozdil nebyl statisticky pkazny.
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Graf. 5.11  Celkovy obsah dusiku v kenech dvanécti odd pSenice po 4-tydenni

kultivaci v nitratové nebo amonné variamyzivy. Piamér + SD.
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Obsah dusiku v nadzeméasti se u #tSiny odiid obou druby vyrazré nelisil,
vyjimku tvorila odrida Munk u pSenice seté a ady Zenit, Saadi a Mojo2 u pSenice
tvrdé, kde byl obsah dusiku vyznagnrySSi u amonné varianty vyzivy (Graf. 5.12).
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Graf. 5.12 Celkovy obsah dusiku v nadzemuésti dvanacti odid pSenice po
4-tydenni kultivaci v nitratové nebo amonné vagantZzivy. Piamér £ SD.

Souasre s odliSnym obsahem celkového dusiku byly u videdosanych
odrid pozorovany vyrazné rozdily v obsahu amonnych dionmtezi rostlinami
péstovanymi s nitratovyngi amonnym iontem jako jedinym zdrojem dusiku. Zam
u rostlin z nitrdtové vyZivy byl nalezen vyrazwyssi obsah amonnych iégn korenech
(2x - 5x) (Graf. 5.13), rostliny z amonné vyzivy¢im nékolikanasobs zvyseny obsah
amonnych iont ve starnoucich listech (Graf. 5.14). Zi# rozdily byly statisticky
prikazné. Obsah amonnych i@nt ostatnichtastech rostliny byl u obou variant vyzivy
podobny.

Vyznamné rozdily v obsahu amonnych iortkofenech nebyly pozorovany ani
v ramci druli ani mezi obma druhy. Naproti tomu mnoZstvi amonnych tome
starnoucich listech rostlin z amonné vyZivy vykadovvyznamné odchylky mezi
jednotlivymi odfidami a to zvlast u pSenice seté. Obsah amonnych tiomtodiidy
AC Readcinil 54,6 pg NH4-N.g* FW v porovnanis odfidou Pacifik, kde byl zji&ny
obsah dvojnasobny (127, NHs,-N.g FW). Zaroveé byl ve starnoucich listech zjist
nizsi obsah amonnych ianti odiid pSenice tvrdé v porovnani s édami pSenice seté
(v praméru 43, 1 a 84,6 g NHN.g* FW).
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Graf. 5.13  Obsah amonnych iointv korenech dvanacti odd pSenice po 4-tydenni

kultivaci v nitratové nebo amonné variant vyzivy. Pamér £ SD;
*- Statistické charakteristiky pro hodnocentipgrnych hodnot druhdr. aestivum ( nitratova varianta
15,47+0,87b; amonna varianta 4,71+0,%L P=0,0001; F=288,46; Df99 Statistické charakteristiky pro
hodnoceni pmérnych hodnot druhuTl. durum ( nitratova varianta 12,68+1,94; amonna varianta
4,93+0,81a; P=0,0001; F=81,56; Df=13
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Graf. 5.14 Obsah amonnych iointve starnoucich listech dvanacti adrpSenice po
4-tydenni  kultivaci v nitratové ¢i amonné variagt vyzivy. Phimér * SD;
*- Statistické charakteristiky pro hodnocentipgrnych hodnot druhdr. aestivum ( nitratova varianta
6,86+0,85a; amonna varianta 84,59+30,84 P=0,0010; F=25,39; Df99 Statistické charakteristiky pro
hodnoceni pimeérnych hodnot druhuT. durum ( nitrdtova varianta 5,73+0,99; amonna varianta
43,08+7,7%; P=0,0001; F=137,74; Df=)3
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U nitratové varianty vyZivy byly navic sledovanydily v aktivitt NR a obsahu
nitrdth v mladych metabolicky aktivnich listech. AktivifdR se dosti liSila u obou
druhi mezi jednotlivymi odidami, byla vSak pozorovana vyrazna variabilita mca
opakovani a nelze takKinit jednozn&né zavry.

Rozdily v obsahu nitratbyly vyznamné mezi oddami pSenice seté. U pSenice
tvrdé se vyraza liSila jen odfida Lyudmila, ktera ia relativre nizky obsah nitrét
v mladych listech (Tab. 5.11).

Tab. 5.11 Aktivita NR a obsah nitrét v mladych listech dvanacti odi pSenice
po 4-tydenni kultivaci v nitratové varianyzivy. Piameér £ SD.

Odrida Akti\{it(_;l1 NR B} Obsah _niitlrétﬁ
(nmol NG;y.g~ FW.min") (mg NG;.g " FW)
Triticum aestivum
Roxo 98,3+12,8 1,21+0,04
AC Read 77,1£2,0 1,99+0,18
Pacifik 114,7+£29,3 1,71+0,08
Munk 113,9+15,4 1,22+0,03
Sandra 97,6£12,5 1,82+0,15
Triticum durum
Zenit 71,8+£30,7 1,43+0,20
Marmilla 70,6+49,4 1,61+0,04
Saadi 139,:44,8 1,45+0,05
Kharkovskaya 21 109,2+31,0 1,47+0,23
Lyudmila 75,1+27,6 1,11+0,17
Valbelice 75,8+£37,3 1,49+0,12
Mojo 2 81,4+16,8 1,43+0,13

5.4 Urceni rychlosti prijmu a nasledné translokace
dusiku prijatého z jeho jednotlivych forem

Rychlost gijmu a translokace jednotlivych forem dusiku v tonpokusu byla
stanovena z obsahtiN v jednotlivych ¢astech rostliny po 1 a 2 hodinové expozici.
Z nameéienych hodnot bylo zji8ho, Ze piimérné rychlost gijmu nitrati ¢i amonnych
ionti se vyrazi nelisila (66,0 a 62,imol.g* DW.h™) pokud byly oba ionty jedinou
dostupnou formou dusiku. AvSak zatimadgjgmn nitrati byl béhem druhé hodiny jen
o tretinu pomalejSi v porovnani gijpnem kEhem prvni hodiny, u amonnych idnt
klesala rychlost fiimu béhem druhé hodiny az na Yagadesni rychlosti (Tab. 5.12).
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Pokud byly v Zivném roztokuiffomny oba ionty ve stejné koncentraci, byl
piijem nitrati vyrazre zpomalen. Rmérna rychlost gijmu amonnych iorit byla
srovnatelna s rychlostiiffmu samotnych amonnych idnt(63,5 umol.g* DW.h™),
zatimco pimérna rychlost ijmu nitrati klesla na 17,7umol.g* DW.h™". Celkovy
piijem dusiku ze smiSené varianty vyzivy tak byl baro 20 % wtSi v porovnani
s olma variantami, kde byl dusikiippmen jen v jedné fortn Ve smiSené variait
vyZivy byly pozorovany jestvyrazrejsi rozdily ve zminé rychlosti gijmu amonnych

ionta béhem 1. a 2. hodiny, rychlostipnu nitrati zde byla konstantni (Tab. 5.12).

Tab. 5.12 Rychlost g@ijmu jednotlivych forem dusiku. Bmér £ SD.

Varianta Nitratova Amonna
Forma dusiku Nitraty Amonné ionty
1.hodina 2.hodina 1.hodina 2.hodina
Rychlost @ijmu
(umol.g'DW. i) 77,846,3 54,2+1,1 100,2+7,7 24,1+10,1
Varianta SmiSena
Forma dusiku Nitraty Amonné ionty
1.hodina 2.hodina 1.hodina 2.hodina
Rychlost @ijmu
(umol.g'DW. i) 17,5411 17,842,6 125,1+4,5 1,940,8

Soutasré byly pozorovany znmé rozdily v translokaciigatého dusiku mezi
prijimanymi formami (Tab 5.13). U rostlin, které dalst jako zdroj dusiku pouze
nitraty zZistalo v kdenech po dvou hodinach zhruldaz pijatého dusiku. NegtSi podil
translokovaného dusiku byl nalezen v&iryvinutych listech, ménhpak v rostoucich
a jen mal&ast ve starnoucich listech. U rostlin, jejichZ jgain zdrojem dusiku byly
amonné ionty byla translokace zrkal vyrazré pomalejSi. Po dvou hodinach bylo
v kofenech nalezeno j&sttémei 85 % z pijatého dusiku. NejtSi podil pak byl
transportovan stmem k nejmladSim vyvijejicim se lsh. Transport do starnoucich
listt zde byl pouze minimalni.

U rostlin, které nily v Zivném roztoku oba ionty, bylo po 2 hodinackotenech
piitomno zhruba 80 % N a to jak #jptych nitrati tak amonnych iorit Nejwetsi podil

dusiku pijatého ve fornd nitrati byl obdobi jako u samotnych nitrattranslokovan
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do plré vyvinutych listt a stejg tak dusik z fjaté amonné formy séfioval
do nejmladSich rostoucich lis(Tab. 5.14).

Tab. 5.13 Translokace fijatého dusiku v rostli v zavislosti na dodavané foém
u 3 tydny starych rostlin pSenicetBRer + SD; P=0,05; statistické hodnoceéervers.

Forma dusiku Nitraty Amonné ionty
Cast rostliny (% z prijatého™N) (% z pijatého™*N)
Koreny 63,42,5 a 83,2:4,2 b

(P=0,0004; F=48,26; D57

Starnouci listy
(P:0,0012; F=32,93; Df%? 3,&0,8 b 0,5t0,2 a

PIné vyvinuté listy
(P=0,0001; F=325,25; DfJ7 18,a1,5 b 1,%0,7 a

Rostouci listy
(P=0,0071; F=16,03; Df37 7,0:1,0 b 3,313 a

Pochvy
(P=0,2164; F=1,91; Df7 8,1+0,8 9,31,2

Tab. 5.14 Translokace fijatého dusiku u rostlin pSenice ze smiSené variggzivy.
Primér = SD.

Forma dusiku Nitraty Amonné ionty

Caést rostliny (% z pijatého™N) (% z prijatého™N)
Koieny 81,40,1 80,&3,5
Starnouci listy 2,2+0,1 0,&0,3
PIné vyvinuté listy 7,2+0,2 1,%0,5
Rostouci listy 3,9t0,2 4,80,5
Pochvy 5,30,5 12,22,3

5.5 Uréeni teplotni zavislosti @ijmu jednotlivych
forem dusiku

S vyuzitim ®N znasenych substrat byla ugena zavislost rychlosti ¥fimu
jednotlivych forem dusiku (NO NH;" a CO(NH),) na teplot.

Ze ziskanych vysledkje patrno, Ze ffljem vSechif forem stoupa se zvySujici se
teplotou v kdenoveé zon a je netitelny jiz pri teplog€ 2 °C. Rychlost fijmu amonnych
iontd byla vyrazg vySSi uz pi teplo& 5 °C a plynule stoupala v zavislosti na teglot
Rychlost @ijmu nitrat rostla do teploty 15 °C, kde dosahla svého maxanaiél uz se
nezvysSovala. #fjem maoviny se zvysSoval pomaleji a vyrazny fsir rychlosti jejiho

piijmu byl zaznamenan az mezi 15 a 20 °C (Graf 5.15).
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Graf. 5.15 Rychlost pijmu u jednotlivych forem dusiku v zavislosti napltee

v kofenové zon u rostlin pSenice po 4-tydenni kultivaciaRer + SD.

Ze srovnani rychlostiffjmu vSechiti forem vyplyva, Ze fiiem amonnych iorii
je vyrazré rychlejSi jak v porovnani s nitraty (~ 2,5x), taejména v porovnani
s ma@ovinou (~ 10x) pi nizSich teplotach. P20 °C uz byly rozdily v rychlostiijmu

mensi, nitraty byly fijimany 1,8x a méovina 5x pomaleji.

Tab. 5.15 Rychlost g@ijmu jednotlivych forem dusiku v zavislosti na teflv korenové
zore u rostlin pSenice po 4-tydenni kultivacinRer+SD.

Rychlost pFijmu
(umol.g'DW.h")
Nitraty Amonné ionty Mo ¢ovina
Teplota 1.hodina 2.hodina 1.hodina 2.hodina 1.hodina 2.hoaia

2°C 13,2+0,1 | 21,3+0,1| 29,9+0,3 51,6+1,0 5,9+0,1 2,3+0,1
5°C 17,5+0,2 | 23,7+0,5| 62,3+0,1 88,9+0,2 5,4+0,1 7,1+0,1
10 °C 29,6+1,5| 35,1+0,7| 105,0+0,1 62,6+0,4 8,3+0,3 8,1+(Q,
15°C 42,624 | 32,1+0,2| 138,4+0,6 43,4+0,9 10,2+0,1 10,9+
20 °C 39,1+1,0 | 67,3+0,4| 193,6+0,4 0,3+0,1 12,6+0,1  25,8+0

Obdobre jako v gredchozim pokusu byly pozorovany velké rozdily vhigsti

piijmu béhem 1. a 2. hodiny zvla&Su amonnych iorit Zatimco pi nizkych teplotach

(2 - 5 °C) se rychlost jejichigmu béhem druhé hodiny zvysilafipvysSich teplotach
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prudce klesala aip20 °C byla rychlost iimu bshem druhé hodiny jiz té#&h nulova.

Rychlost gijmu nitrati i mocoviny se nemdnila tak vyrazg a vyznamny ndist
rychlosti byl zaznamenan jetii peplot 20 °C (Tab. 5.15).

Tab. 5.16 Podil translokovaného dusiku do nadzemfdisti u rostlin pSenice
po dvou hodinach. Bmér + SD.
Forma dusiku Nitraty Amonné ionty Mo¢ovina
(% podil (% podil (% podil
translokovanéh&®N | translokovanéh&N | translokovanéh&N
Teplota do NC) do NC) do NC)
2°C 45,8t0,2 18,31,7 12,40,1
5°C 50,4+1,0 6,60,2 23,&1,2
10°C 61,0:0,8 9,60,4 27,&0,7
15°C 53,3t0,3 6,70,8 15,80,8
20 °C 44,50,4 26,%0,5 41,80,5

Zmeny Vv rychlosti translokace iatého dusiku do nadzemniasti byly
pozorovany u vSech jeho forem v zavislosti na t&plo nitrati byl relativre velky
podil pijatého dusiku nalezen v nadzendasti (45 — 60 %). Tento podil se vyznamn
zvySoval do 10 °C a poté gstem rychlosti fijmu opt klesal. U amonnych iofitbylo
i po 2 hodinach nalezeno jen malé procento dusfltrgnsiokovaného do nadzemni
¢asti, podil se vyznamdnzvysil az pi teplog€ 20 °C, gresto vSak dosahl jen pold@wi
vySe v porovnani s nitraty. U raviny se podil fijatého N v nadzemniasti zvySoval,
stejré jako v gipact nitrath do 10 °C. AvSak nejrychleji byl dusikiijaty ve formg
maocoviny transportovan do nadzemdasti @i teplot 20 °C, kdy zde bylo nalezeno
pies 40 % z Pjatého mnozstvi (Tab. 5.16).

5.6 Urceni prijmu a nasledné translokace jednotlivych
forem dusiku pri listové aplikaci

Prijem jednotlivych forem dusiku fp foliarni aplikaci a jeho nasledna
translokace byly stanoveny z obsaf\ v riznycheastech rostlin.

Bylo zjisttno, Ze nejlépe bylijiman dusik z amonné formy, kdy po 7 dnech
bylo v rostlinAch nalezeno jiz vice nez 85 % zlkaplaného mnozstvi, zatimco
v pripadt nitrath byla ve stejné dabv rostlinach nalezena jen polovina z aplikovaného
mnoZstvi. M@ovina byla gijimana snaze nez nitraty, ale Grévpiijmu amonnych
iontd nedosahla (Tab. 5.17).
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Tab. 5.17 Prijem jednotlivych forem dusiku ip listové aplikaci u rostlin pSenice.

Pramér + SD.

Forma dusiku

Nitraty
(Prijaté %N
z aplikovaného

Amonné ionty
(Prijaté %N
z aplikovaného

Mo¢ovina
(Prijaté %N
z aplikovaného

. mnozstvi mnozstvi mnozstvi

Doba od aplikace CalNO,), 15\ H,Cl, CO(*NHy),)
4 hodiny 22,520 27,51,1 24 42 .3
7 dni 52,0t2,3 87,43,7 61,49,2

Velké rozdily byly pozorovany také v translokacistw gijimaného z jeho
raznych forem (Tab 5.18). Vifpad nitrati zistal po 7 dnech od aplikace velky podil
hlavé
do rostoucich¢asti hlavniho stébla a odnoZi. Naproti tomu, dysijaty z amonné

z prijatého dusiku (56,5 %) v exponovaném listu a foans probihal
formy byl z velkécasti getranslokovan do vyvijejicich $asti a v exponovaném listu
ho po 7 dnech zbylo jen necelych 17 %. Transporkaleni a starnoucich ligt byl

v obou gipadech jen minimalni (Graf. 5.16). Podil tranlokogho dusiku z amidové

formy dosahl po 7 dnech z ijatého mnoZstvi. DetailijSi analyza nebyla provedena.

Tab. 5.18 Podil translokovaného N po 7 dnech od aplikatenych forem dusiku
na list rostlin pSenice. Bmér + SD.

. Nitraty Amonnéionty Moc¢ovina
Formadusiku 1 o siiatgho™N) | (% z mijatého™™N) | (% z prijatého™N)
Translokace 43,5t8,4 83,32,0 66,&2,1

O nitraty
O amonné ionty

Translokace p Fijatého dusiku

70,0

60,0

50,0 4

40,0

30,0 4 T

% z pfijatého *°N

20,0 4 I

- Wl il

starnouci listy rostouci  ¢asti odnoze

10,0 A

| Erh

exponovany kofeny
list

0,0 A

Graf. 5.16  Translokace fijatého N po 7 dnech od aplikace mezi jednotléésti
rostlin pSenice. Rmer + SD.
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5.7 Uréeni efektivnosti vyuziti listow aplikované
mocoviny v pozdnich fazich vyvoje pro tvorbu zrna
a stanoveni mozného vlivu fipravkda na ochranu
rostlin pi¥i spoleéné aplikaci na jeji pFijem a vyuziti

V polnim pokusu byl sledovantipem listow aplikované meoviny a jeji dasi
vyuziti pro tvorbu zrna. Zarowe byla porovndna aplikace samotné dgominy se
spole&nou aplikaci méoviny a fungicidniho fipravku Tango Super.

Bylo zjiSttno, Ze pijem maoviny do listu v dob prechodu rostlin pSenice
do generativni faze vyvoje byl pém¢ rychly (4 dny po aplikaci bylo v rostkn
nalezeno vice nez 50 % z aplikovaného mnoZzstvirave byla zjiSEna vysoka
acinnost g@jmu, ve sklizni bylo v rostlid nalezeno 90 % z aplikovaného mnozstvi
(Tab 5.17).

P spol&né aplikaci s fungicidnimifpravkem byl pozorovan rychlejSkigm
v prvnich dnech po aplikaci, kdy jiz po 24 hodindmHo v rostlindch nalezeno tém
50 % z aplikovaného mnozstvi. Tento efekasem slabl a v débsklizné nebyl mezi

obé¢ma variantami nalezen zadny rozdil (Tab. 5.17).

Tab. 5.19 Vliv fungicidniho gipravku (Tango Super) n&igm maoviny pri spol&né
aplikaci na list u rostlin pSenice.®nér = SD; P=0,05; statistické hodnoceéervert.

Varianta Moc¢ovina Moc¢ovina + Tango
(Prijaté %*°N z aplikovanéhd (Ptijaté %N z aplikovanéhg
Doba od aplikace mnozstviCO(*°NHy),) mnozstviCO(°NH,),)
24hodin 19,238 a 48,456 b
(P=0,0037; F=36,98; Di55
4 dny 53,13,0 a 74,13,8 b
(P=0,0036; F=37,64; Df35
11 dni 84,5:2,1 78,3:4,8
(P=0,1804; F=2,63; DiZp
Sklizei 90,6+4,4 87,%1,3
(P=0,2179; F=2,36; DfZp

Prvni den po aplikaci byla¢tSina z gijatého dusiku nalezena v praporcovém
listu, na ktery byla m&pvina aplikovana a jen mal&ast byla translokovana

do rostouciclEasti (tj. do posledniho internodia a vyvijejicileok$asu). V nasledujicich
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dnech podil translokovaného N rychle rostl a stbugsodil, ktery byl transportovan
do klasu. V dob sklizre bylo vklasu nalezeno 95 % F#jptého dusiku. Mira
translokace se mezi &ma variantami vyrazhneliSila (Graf. 5.15).

Translokace p Fijatého dusiku B Klasy
B ostatni Gasti

100,0

75,0 1

50,0 -

% z pfijatého '°N

25,0 -

0,0 -

4.den | 11.den |sklize i

4.den |11.den |sklize i

Mocéovina Mo €ovina+Tango

Graf. 5.17 Podil translokovaného dusiku do rostoucithsti pSenice z listav

aplikované mooviny. Mocovina byla aplikovana hii samotnd nebo spaie
s fungicidnim pipravkem Tango Super.inér £ SD.

Ze stanoveni rozpustnych bilkovin v praporcovychkteth 4. a 11. den
po aplikaci bylo zjig&tno, Ze rostliny oSétné fungicidnim fipravkem ndli vySSi obsah
rozpustnych bilkovin (16,9 a 17,2 mggwW)

nez rostliny neoSine
(14,7 a 15,8 mg:HFw).

Aktivita nitrat reduktadzy v praporcovych

listech bhyéa po oSdenim
fungicidnim gipravkem ovlivigna.
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6. Diskuze

V poslednich #kolika letech se zed&délstvi muselo pizpasobit novym
omezenim a reagovat na problémy, které se objewlyasE v souvislosti
s hospodi&nim s dusikem. Naégtitele jsou kladeny pozadavky z hlediska ochrany
Zivotniho prostedi, na druhou stranu existuje trvaly tlak na smizékladi na hnojiva,
cestou zvySeni efektivnosti vyuziti dusiku plodimam minulych rékolika dekadach
doslo v souvislosti s pouzivanim dusikatych hnéjivyraznému zvySeni ztrat dusiku
zvlase z ornych @d a to jak do vodniho prasdi (vyplavovani nitrdf), tak
do atmosféry. Saasré péstitelé musi zajistit odpovidajici kvalitu rostléprodukce.
U obilnin jsou to zvla$t poZzadavky na obsah bilkovin (dusiku) v zrnu. Zésiti tedy
dnes musi zkombinovatkolik cili: dosazeni optimalniho vynosu, omezeni nédklad
pro maximalni zisk, omezeni negativniho vlivu rosté vyroby na Zivotni proidi
a docileni pozadované trzni kvality produkce. K toja teba ziskat nové poznatky
o fyziologickych, biochemickych a molekularnich rhanismech kontrolujicichifjem
dusiku, jeho asimilaci a vyuZiti. Tyto znalosti ysaezbytné i pro Slectti novych

odnid s lepSi efektivnosti vyuziti dusiku.

6.1 Vliv nitratové a amonné formy N a jejich
kombinace na nist rostlin pSenice ¥etné odliSeni vlivu
nizkeho pH

Obsah mineralniho dusiku wg a jeho dostupnost pro rostliny se rychlénin
v pribéhu vegetace v zavislosti na fyzik&ln chemickych vlastnostechagy (pH,
obsah @, dostupnost vody) a akti¥itpadnich mikroorganisiin zarové se ngni
i zastoupeni jednotlivych forem dusiku (tedy gorNH;" : NOs). Rostliny mohou
vyuzivat jako zdroj dusiku @bformy, presto vSak byla u mnoha rostlinnych diuh
pozorovana preference jedné formy. U obilnin jsguazidla gednosté vyuzivany
nitraty, vyjimku tvai ryze.

U citlivych druhi byly navic pozorovany symptomy toxicity amonnébatu.
Priciny a mechanismy toxickéhaipobeni amonnych iointna rostliny stale nejsou @n
vyswtleny. Jako hlavniifiznaky toxicity jsou zpravidla uvédy snizena rychlosftistu
zvlase koreni, pokles R/S po#ru ¢i niZzSi obsah esencialnich katiojako jsou draslik,
vapnikg¢i hoicik (Marschner, 1995; Britto a Kronzucker, 2002).
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PSenice podolinjako rékteré dalSich druhy kulturnich plodin fiatnezi druhy
citivé  ktoxickému  fisobeni  amonného iontu  (Lewatkal., 1990;
Cramer a Lewis, 1993; Brittet al., 2001b), coz se potvrdilo i v naSich pokusech.
Rostliny pSenice reagovaly vyrazmegativik na @gitomnost amonneho iontu jako
jediného zdroje dusiku. Byla u nich sniZzena produiomasy kieni a omezen jejich
rozvoj a tomu odpovidalo i vyrazné snizeni R/S gomv porovnani s rostlinami
Z nitratovéci smisené vyzivy.

Jednou z moznychiigin téchto projewi je nedostatek uhliku. Amonné ionty
jsou na rozdil od nitratz velké ¥tSiny asimilovany v kienech. Asimilace amonnych
ionta a rozvoj kdenového systému tak vzajetnsoupéi o uhlikaté skelety a energii,
a proto maji rostliny gstované pouze v amonné vy&iyrazre nizsi R/S porr.

Tento gedpoklad byl potvrzen porovnanim pSenice a kigkujakozto zastugc
C3 a C4 rostlin. Zatimco u pSenice byl rozvofdmoveho systému u rostlinciste
amonné vyZivy v porovnani s rostlinami z vyZivyraibvé omezen, u kukige toto
omezeni pozorovano nebylo a R/S gora ni Zistal nezminén (Lewiset al., 1990;
Cramer a Lewis, 1993). Rozdily mezi pSenici a Kidiysou vys¥tlovany rozdilnou
fotosyntetickou kapacitou C3 a C4 rostlin. U C3tlinszvySend pdtba uhlikatych
skelefi pti asimilaci amonnych ioiitv kofenech vede k nedostatku saché&pto rozvoj
korenového systému. C4 rostliny maji vySsi fotosyoketu kapacitu a diky tomu jsou
ziejm¢ schopny pokryt jak péebu sacharid pro rozvoj kdenového systému, tak pro
asimilaci amonnych ioft(Lewiset al., 1990).

Snizeny obsah esencidlnich kafiofik*, C&*; Mg®") je dalsim pozorovanym
symptomem fpisobeni NH'. V nasich pokusech byl obsalthto prvki vyrazré snizen
u rostlin pSenice kultivovanych wippmnosti amonného iontu ve srovnani s nitraty.
Zarovei byl jejich nizSi obsah zji8h i u rostlin ze smiSené vyzivyiifem a nasledna
translokace esencialnich katiojsou tak vyraz# ovlivnény prijimanou formou dusiku.
Vzhledem k pedpokladanému nizko-afinitnimufipnu amonnych iorit pomoci
draselnych kanél Ize usuzovat, Ze alespw pripact drasliku dochazi ke kompetici
mezi olgma ionty na drovni jejichifiimu. U nékterych rostlinnych druinbylo zjiS€no,
Ze toxicické fisobeni amonnych ioitlze zmirnit zvySenim dodavky katibreviase
drasliku (Golangoldhirscét al., 1990; Britto a Kronzucker, 2002). U ryze bylo
pozorovano, Ze ifjem amonnych iorit miZze byt inhibovan nedostatkem drasliku
(Wanget al., 1996).
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Souwasre s nizSim obsahem esencialnich kaiiopgme zjistili, Ze rostliny
z amonné varianty vyzivy maji vysSi obsah celkovéheiku v porovnani s variantou
nitratovou i smiSenou. Obdobna zjigit byla &inéna nejen u pSenice, ale i u kiiae ¢i
cajovniku (Cramer a Lewis, 1993; Rueral., 2000). Zarove byl jak u pSenice tak
u kukurice nalezen vyraznvysSi obsah asparagiriii glutaminu a také vysSi obsah
organického dusiku v xylémovétae u rostlin z amonné vyZivy v porovnani
s variantou nitratovou (Cramer a Lewis, 1993).

DalSim projevem toxicity pozorovanym u mnoha rosjé gijem nadngrného
mnozstvi amonnych ioaita jejich akumulace v pletivech rostlin. Jak bylmedavné
doke zjiSttno, hlavnim rozdilem mezi druhy sensitivnimi a tatgnimi k gisobeni
amonnych iont je schopnost regulovatiigm amonnych iorit pifes plasmatickou
membranu. U sensitivnich dnuhje tato regulace naruSena a dochazi k akumulaci
nadnérného mnozstvi amonnych idintv cytosolu. Ty jsou naslednvylu¢ovany
z buiky zpet do okolniho prosedi proti vysokému koncentfi@imu gradientu, na coz
spotebovavaji rostliny velké mnoZzstvi energie. Kap je&gmene gstovaného H
vysoké koncentraci amonnych idrbyl zjiStn nafst respirace keni o 41 % a vydej
prijatych ionti zde dosahoval az 80 % #jptého mnozZstvi (Britt@t al., 2001b).
Naproti tomu tolerantni druhy (napyze) fijimaji amonné ionty pomaleji, koncentrace
v cytosolu u nich virsta v zavislosti na rostouci koncentraci v okolnpmostedi
(Wanget al., 1993b; Kronzuckegt al., 1995b) a zftny vydej amonnych iofitu nich
probihd jen pasivhna zaklad rozdili koncentraci (Brittat al., 2001b).

U rostlin pSenice v nasich pokusech nebyl stanays88i obsah amonnych idint
u rostlin zamonné varianty vyzivy v porovnani Zivpu nitratovouci smisenou.
Koncentrace dodavaného dusiku vSak ptpedobré nebyla v naSem ifpadt tak
vysoka (770uM), aby vedla k akumulaci naditmého mnozstvi amonnych idnt
v pletivech pSenice.
vy88i obsah amonnych idntv nejstarSim listu a to jak v porovnani s rostima
Z nitratové vyzivy, tak i s rostlinamiéptovanymi v amonné vyzivse stabilizovanym
vySSim pH Zivného roztoku. Tento zvySeny obsah amycmionti v nejstarSicltastech
rostliny nas vedl k hypotéze, Ze dalSim efektenici@ho gisobeni amonnych oty
mohla byt rychlejSi indukce senescence nejstadigtih Akumulace amonnych ioint
v pletivech starnoucich list pSenice byla jiz &ive popsana (Thomas, 1978;

Peeters a van Laere, 1992). Zatoveyl pozorovan ndist aktivity glutamat
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dehydrogenazy - enzymuastniciho se katabolismu aminokyselin. Senescestaeje
provazena rozpadem chlorofylu. StarSi listy obsamdreé chlorofylu nez listy mladsi.
| v naSich pokusech se obsah chlorofylénih v zavislosti na st listu. U rostlin
Z amonné vyzivy byl pozorovan nizsi obsah chlonofyinejstarSim listu i v listech gin
vyvinutych, avSak zji&né rozdily nebyly statisticky flkazné.

Prijem amonnych iorit stejré jako jejich nasledna asimilace jsou spojeny
s uvohovanim  protofi, ¢imz dochazi kvyrazné acidifikaci  rhizosféry
(Goodchild a Givan, 1990; Marschner, 1995; SmarBlaom, 1998). Nizké pH je
povaZzovano za jednu z hlavnichiign projevi toxicity amonnych iont. Rostlinné
druhy, které jsou ddk adaptovany na amonné ionty jako jediny zdroj kdysjsou
zpravidla zarovie odolné ke kyselému prastli (Yanet al., 1992).

U mnoha rostlinnych drdh bylo pozorovano, ze symptomy toxicity byly
vyrazre menSi, kdyZz bylo v Zivném médiu udrZzovdno vySSi  pH
(Goodchild a Givan, 1990; Bloom et. al., 1993; &tdmeyert al., 1993). Je tedy
pravdEpodobné, Ze rostlinné druhy u kterych doSlo k zsmirrprojeva pii vySSim pH,
trpi nejen toxicitou amonnych iantale zarové i stresem vyvolanym aciditou Zivného
média.

Tato pozorovani byla pév souladu s nasSimi vysledky. Rostliny pSenice jsou
velmi senzitivnim druhem kgsobeni nizkého pH. U rostlin z amonné varianty wZi
stimulovalo vySSi pH produkci biomasy femi a tim zarové dosSlo temsf
k dvojndsobnému zvyseni R/S pénon Obdobna zjisni winil
Schortemeyeet. al. (1993) u rostlin kuktice, kde pi pH 4 byla produkce susSiny
koreni v amonné vyZi¥ sotva polowini v porovnani s nitratovou vyzivou, avSak p
pH 7 byla produkce biomasy ki vysSSi v amonné nez nitratové vy&ivKoreny
rostlin kukuice v amonné vyzw byly pfi nizkém pH kratké a maloétvené, zatimco
pii vy$Sim pH byly vyrazé delSi a bohatvétvené. Naopak u rostlin z nitratové vyzivy
mely rostliny kratSi lateralni keny @i vySSim pH, délka osy hlavniho teme a poet
lateralnich keéeni vSak Zistal nezminén. Naproti tomu u rostlinnych drahkteré jsou
adaptovany naist v kyselych fidach a které preferuji amonné ionty jako zdroj klusi
byl pozorovan lepSitst ka'emi v amonné neZz nitrdtové vyZivi pii nizkém pH
(Kronzuckeret al., 1997; Garnett a Smethurst, 1999).

Krome stimulace tistu kaeni meélo vyssi pH Zivného roztoku pozitivni vliv také
na @ijem atim i obsah esencialnich katiok) rostlin, které dostavaly jako jediny zdroj

dusiku amonny iont vedlo zvySeni pH k&nému naistu v obsahu vSech
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tif sledovanych katian(K*, C&*, Mg*") v pletivech list i koreni. U nitratové varianty
vyzivy byly rozdily v obsahu iofitmére vyrazné, pesto vSak rostliny kultivovanérip
nizsSim pH obsahovaly vyznahmére téchto katiori. Je tedy patrné, Zd¢igm katiori
je inhibovan nejen ip ptijmu amonnych iort, ale zarovaé je vyrazr regulovan
v zavislosti na pH zZivného roztoku. Hodnota pH izosfé&e ovliviwuje aktivitu kanal
pro piijem ionth a to zvla&t v pripact drasliku.

U rostlin, které nily jako zdroj dusiku nitraty byl zjih vyrazny pokles obsahu
fosforu v reakci na snizeni pH. Touke souviset se vySSi nabidkou prdtopro
transport nitrdt pres plasmatickou membranu a tim zvySeni jejitiimu pi nizkém
pH (Schortemeyeat al., 1993). Fijem nitratoveé (anionové) formy dusiku pakiie
potlatovat @ijem ostatnich anian

U veétSiny rostlin bylo toxické fisobeni amonnych ioltz ¢asti nebo zcela
potlateno pokud byly rostliny §stovany v médiu, kde byly dostupnéedormy dusiku
(Smiciklas a Below, 1992; Wang a Below, 1995; Stdroeyeret al., 1997). V naSich
pokusech ré@y rostliny pSenice ze smiSené variantyk@azre vyssi produkci nadzemni
biomasy a ist kareni byl u nich srovnatelny s rostlinami z nitratovériaaty.
V souladu s naSimi vysledky také Stastl., (1997) zjistili zvySeni produkce suSiny
nadzemnicdsti o 10% u rostlin, které dostavalyédlormy N v porovnani s rostlinami,
které nely jako zdroj dusiku jen jednu z forem. U pSeni&aks bylo zji&&no, Ze tento
beneftni efekt byl pozorovan pouze pokud byly oba iontjjipany stejnoucasti
kofenoveho systému (Feil, 1994).

Navzdory pozorovanym negativnim vim amonnych iorit na @Estované
rostliny, pedstavuje pouziti amonné formy dusikatych hnojidnje z moznosti
vedoucich ke snizeni finamich naklad a komezeni zr&teéni spodnich
i povrchovych vod nitraty. Pokusem o praktickeSeni tohoto problému je i u nas
popularni systém Cultan (Controlled Uptake Longrie&kmmonium Nutrition), ktery
byl vyvinut v 90. letech v Bmecku (Sommer, 2000).

Hnojeni dusikem je zde posunuto do obdobi intenatv/ivegetativnihotstu,
kdy se aplikuje vodny roztok NHhebo jina NH' - hnojiva tsn pod povrch pdy mezi
fadky pstované plodiny. Princip systému je zaloZzen medpokladu, Ze gstované
rostliny mohowasti kdkenového systémuriimat N ve forng NH;" z lokalnich depozit.
Zbyvajici ¢ast kdeni zaji¥uje pijem ostatnich Zivin a nitratz okolniho fdniho

profilu. Provedené polni pokusy ukazaly, Zslddkem uvedeného systému N vyzZivy je
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mala nebo Zadna deprese tvorby biomasy, Zadné pebpe slabé sniZzeni vynosu
a vyznamg sniZzené néklady na gebna hnojiva a jejich aplikaci (Sommer, 2000).

6.2 Vnitrodruhové a mezidruhové rozdily v rychlosti
pirijmu nitratove a amonné formy dusiku

e

PSenice, spote¢ sryzi a kukiici paki mezi nejdlezitejSi celosétove
péstované druhy, které zajigji podstatnoutast produkce potravin. &8ina sodasnych
u nas pstovanych odrd pSenice byla Slecita s ohledem na vySi vynosu,
technologickou kvalitu zrna (to je obsah a struktwdsobnich bilkovin), odolnost
k houbovym chorobam a v mensi feii na mrazuvzdornost a odolnost k suchu.
Vzhledem ke stoupajicim cenam hnojiv a k nutnaajistit produkci potravin pro stale
rostouci lidskou populaci bude nezbytné vybiratoggoy, u kterych bude zajit
poZzadovany vynos i ip niz8i zasobenosti dusikem (Le Goeigl., 2000;
Delmer, 2005), tedy genotypy, které maji lepSi ®&felost vyuziti dusiku
(Hirel et al., 2007). Efektivhost vyuziti dusiku (NUE) Ize refid do dvou ditich
proces: efektivnosti pijmu, tedy schopnosti rostlin ziskavat dusik (vativé ¢i
amonné form) z pady a efektivnosti nasledného vyuziti N pro tvorbma Z mnoha
pokusi vyplyva, Ze efektivnost vyuziti dusiku u obilnire jmensi nez 50 %
(Raun a Johnson, 1999).

Prijem obou forem dusiku zidy je zprostedkovan 2 typy transportnich
systénii v zavislosti na jejich koncentraci. Vysoko-afiritransportni systémy (HATS)
zajig’uji aktivni gijem @i nizkych vrgjSich koncentracich iotit(< 0,5 mM) a vykazuji
vySSi afinitu k substratu fPvysoke vigjSi koncentraci (>0,5 mM) se &aaji uplatiovat
nizko-afinitni transportni systémy (LATS). Rychlggfjmu se u nich lineaghzvySuje
s rostouci koncentraci v okolnim pr@sti. V polnich podminkach se koncentrace obou
iontd vyrazre meéni v pribéhu vegetace, podminky pro fungovani LATS se vSak
vétSinou vyskytuji jen po omezené obdobi (ham aplikaci hnojiv). Hlavni vyznam
pro pfijem obou forem tak maji spiSe HATS.

Jako vhodny ukazatel schopnostijimat N z vrgjSiho prostedi se nabizi
pouziti @ijmovych parametr Vyax @ Ky, které charakterizuji vysoko-afinitnfipnovy
systém. Kinetické parametry byly sledovany u mnohastlinnych druld
(Siddigiet al., 1990; Lainét al.,, 1993; Mack a Tischner, 1994; Crawford a Glass,

1998; Malagoliet al., 2004), pesto jejich vzdjemné porovnani zpravidla neni mozné
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kvuli odliSnym experimentalnim podminkam. Cilem tétage bylo srovnat kinetické
parametry pro fijem nitrati a amonnych iorit u dvanéacti odrd dvou druli pSenice
(Triticum aestivum a Triticum durum). U obou sledovanych drtlbyla zjiS€na vyrazg
vyS8i Vinax Pro ffjem amonnych iorit (16,9 a 16,4pmol NH,".g* FW.h') neZ
pro pijem nitrat (6,5 a 5,1umol NO;.g* FW.hY), zarover vSak vyssi afinita (tedy
nizsi Ky) pro nitraty. To ukazuje na lepSi osvojovaci sctugh pro nitraty u obou
druhi.

Z hlediska pijmu nitrafi, se v souboru 5 odld pSenice seté ftkazre odliSovala
portugalska odmda Roxo (Vhax = 5,1; Kn = 22,4) od kanadské ddly AC Reed
(Vmax = 7,8; Kn = 30,1) patici do stejné botanické skupingréecum). U tvrdych
pSenic se pak vyra#diSila mexicka odiida Mojo 2 (Mnax = 7,9; Kn = 19,1;melanopus)
od zbyvajicich 6 fevéazre jihoevropskych odrd z rékolika skupin [eucomelan,
hordeiforme, leucurum) s peimérnou hodnotou Wax = 4,53 umol NOs.g* FW.h?*
a Kn = 21,02uM. U jeémene byla zjigna obdobna rychlostijpmu nitrati pohybujici
se kolem 5pmol NOs.g'FW.h' (Siddigiet al., 1990). Naproti tomu u brukvovych
rostlin byla nanitena rychlost Hjmu mnohem vys$i (az 38nol NO;.g* FW.hY)
(Lainéet. al., 1993).

Mnohem mensi, statisticky néazné rozdily mezi druhy a adtami byly
pozorovany v fijmu amonnych iorit, coZz bylo ovliveno obecs horSim rozvojem
korenového systému v amonné vy&avtim \&tSi variabilitou v rdmci jedné odidy.

Zjistetné druhové a mezidruhové rozdily v rychlostiijppu jsou dale
modifikovany rozvojem kienového systému. Obeciee fici, Ze i stejné rychlosti
pifjmu maji tsi pijmovou kapacitu (= pmol Nirostlina'.h™) odridy s vy3Sim
ponerem R/S. Jako fiiklad Ize uvést zde nehodnocenou jarniuddr pSenice seté
Strela, ktera v obdobném pokusu qHovaet al., 2006) vykazovala relati¢énnizkou
rychlost gHjmu nitrat (5,4 umol N.g FW.hY), ale velmi vysokou iflimovou kapacitu
(11,7 umol N.rostlindh™). Fi Slechtni odiid na iist i nizké zasobenosti dusikem
by byly vhodnym genetickym zdrojem adly s nizSi K, vySSi Mnax @ vySSim
R/S pongrem. Geneticka variabilita schopnostijimnat dusik neni u dnestgtovanych
odnid pxiliS vysoka. Moderni odidy jsou navic citli¢jSi na nedostatek dusiku
ve srovnani s oddami starSimi (Ortiz-Monasterig al., 1997), al&asto vykazuji vysSi

efektivnost jeho vyuziti pro tvorbu vynosu (Brandedulmel et al., 2003).
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Jako dalSi zdroje genetické variability v rychlogtijmu dusiku Ize vyuzit
hospodésky mérk vyznamné, a tedy i ménproSlechiné, druhy pSenice. Tento
piedpoklad potvrdilo vzajemné porovnani dedetinych soubdr pSenice Spaldy
(T. spelta L.), dvouzrnky T. dicoccum L.) a jednozrnky T. monococcum L.) s odfidou
T. aestivum L. cv. Munk. NejvySsi nar¥ené hodnoty Wax pro nitraty
(v praméru 13,3 pmol N.GFW.hY) u odfd diploidni p3enice jednozrnky
2,8x pgevysSovaly Vhax  Stanovenou pro tetraploidni dvouzrnky
(v priméru 4,7 pmol N.gFW.hY). Odrtidy pSenice Spaldy se vyzmaly vyssi
vnitrodruhovou variabilitou a hodnotami % srovnatelnymi s pSenici setou
(Trékovaet al., 2005).

Ziskané vysledky naztaji, Zze stanoveni ijmovych schopnosti fize byt
vyuzito jakouziteiny nastrojpii vybéru a hodnoceni Slechtitelského materialu. To plati
za edpokladu, Ze jsou vzajemnporovnavany rostliny ¢stované v pesré
definovanych podminkach. Kipadnému fekonéni rozdiél v odliSném pétu
chromozond u vybranych genotyjp(donoii pozadovanych vlastnosti) by mohliogpst

vyuziti metod moderni molekularni genetiky.

6.3 Rychlost prijmu a néasledna translokace
jednotlivych forem dusiku a teplotni zavislost jejch
pirijmu

Rychlost gijmu obou forem dusiku keny neni konstantni a liSi se nejen mezi
jednotlivymi druhyc¢i odraidami, ale je vyrazhovlivnéna i faktory vigjSiho prostedi
(jako je teplota, fotosynteticky aktivni ighi, diurnalni rytmusti dostupnost dané
formy N) (Malagoliet al., 2004). Zarovi je pijem regulovan také na urovni rostliny
s ohledem na jeji aktudlni stav, rychlastu, stadium ontogenetického vyvoje a z\d4st
pak jeji N-status. lem nitrati a amonnych iotit tak podléh& negativni zmeé vazls
dané dostupnosti produkt jejich asimilace vrostlé&a (Cerezcetal., 2001b;
Glasset al., 2002; Nazoat al., 2003; Wangt al., 2004; Loqué a von Wirén, 2004)
Souwasre s tim nize @ijem jedné formy ovlisiovat @ijem formy druhé.

V naSem pokusu byla porovnana aktualni rychld§mp nitrati a amonnych
iontd u rostlin @gstovanych za stejnych podminek v nitratove, am@nsgiseneé vyziy
a srovnana rychlost translokacéijatého dusiku do nadzemrgsti. Behem prvni
hodiny byla rychlost fiimu nitrati zhruba o ¥ pomalejSi nez rychlogijimu amonnych
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iontd pokud byly oba ionty jedinou dostupnou formou #usiBéhem druhé hodiny
rychlost gijmu zvlas€ amonnych iont vyrazré poklesla. Pokles rychlosti by mohl byt
zpasoben nizSi rychlosti asimilace amonnych idontedouci k jejich akumulaci
v kofenech a nasledné inhibici jejicltijpmu. Tomuto pedpokladu odpovidalo i velké
mnoZstvi pijatého dusiku nalezené vilemech (po 1. hodinginil tento podil ténaf
95 %). Rijaté nitraty neniieba ped transportem do nadzemasti asimilovat do
organickych slogenin. Hlavni transportovanou formou N jsou fipacd prijmu
NOs - formy N samotné nitraty. Tomu odpovidala i vivaxyssi rychlost translokace
N prijatého ve formd nitrati v naSem pokuse — vice jak 30 %iggiého dusiku bylo
béhem hodiny transportovano do nadzextasiti.

Zarovai s rychlosti translokace se liSilo i cilové mist@emi. Nej@tsi podil
dusiku gijatého ve fornd nitrata byl translokovan do ptwvyvinutych listi, kde dochazi
k jejich asimilaci. Tomu zpravidla odpovidala i wWsSi nalezena aktivita nitrat
reduktazy vichto listech. MenSi podil byl nalezen v nejmladSicktoucich listech.
V piipact amonnych iont byl prijaty dusik asimilovan jiz v kienech a nasledn
prednosti transportovan do vyvijejicich se fist

V mnoha pedchozich studiich uwkolika rostlinnych drufi bylo pozorovano, ze
jsou-li v médiu dostupné ebformy N je negativé ovlivnéna rychlost pijmu nitrat
(Siddigietal., 1990; Macduff a Jackson, 1991; Touraine a Gla§997,
Colmer a Bloom, 1998; Taylor a Bloom, 1998; Kronzeretal.,, 1999 a,b;
Camanest al., 2009). NaSe vysledky tato zfgf plné potvrdily. U rostlin pSenice
péstovanych ve smiSené variamyzivy byla rychlost fijmu nitréth vyrazré nizsi nez
u rostlin, kde byly nitraty jedinou dostupnou fonmlN a v porovnani s rychlostfipmu
amonnych iont dosahla rychlostfgmu nitrati jen necelych 20 %. Rychlostipnu
amonnych iont nebyla pitomnosti nitrai nijak ovlivnéna. Inhibice pijmu nitrata
v pritomnosti amonnych iofit je vyswtlovdna negativni zZfinovazebnou regulaci
produkty asimilaceifjatych amonnych iotit (Forde and Clarkson, 1999).

Negativni ovliviéni rychlosti gijmu amonnou formou dusiku bylo v podobném
pokuse pozorovano i wipadt macoviny (nepublikované vysledky). Rychlostijmu
mocoviny z média obsahujiciho s@asreé i amonné ionty se zde snizila o ¥ v porovnani
s rychlosti jejiho Hjmu z roztoku samotné moviny. Naproti tomu fitomnost nitrai
rychlost gijmu maioviny stimulovala.

Teplota jako dlezity faktor prostdi @Fimo ovliviiuje vyvoj kdem

i nadzemnichtasti rostlin a pat tak mezi hlavni faktory, které omezuji vynos piod
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V naSich zerpisnych &ikach pimérnd denni teplota rozhoduje o néstupu jarni
vegetace a o jejim ukoeni na podzim, duje tedy délku vegetai doby. Faktory,
které maji vliv na vyuziti Zivin rostlinou, jako jejich dostupnost vim¢, morfologické
charakteristiky keéenového systému a fyziologické a biochemické vizsin
odpovidajici za vlastniiflem a asimilaci jsou vSechny ovligmy teplotou. Zaroue
nizka teplota fdy zpomaluje procesy mineralizace organicky vazan¥igin a mize
tak negimo vyrazi omezit st a vyvoj rostlin Wasném jée.

Ve snaze o iblizeni se k realnym teplotnim podminkam nagtku jarni
vegetace byla snizena denni &mideplota na 15 °C a 10 °Gigachovani sételného
rezimu. Lze pepokladat, Ze za pouzitych experimentélnich podkniadpovidaji
skut&nému vlivu teploty na ifljem jednotlivych forem N lépe vysledky ziskané
po prvni hodig méreni, kdy se jestv plné mfe neprojevuje negativni &movazebna
regulace gjmu. ZjiS&né hodnoty ukazuji vysocetaznou linearni zavislost rychlosti
piijmu vSech forem N na teplot Zatimco u amonnych ioint tato zavislost
(y = 8,68x + 15,26; R= 99,3 %) plati v celém teplotnim intervaluifjem nitraf
(y = 2,31x + 7,28; R= 97,6 %) je linearni v rozmezi od 2 °C do 15 t@hearrs
zavisly je i velmi pomaly Bjem maoviny (y = 0,40x + 4,32; R= 94,9 %).

Velmi podobné vysledky ziskali Malagadial. (2004), ktéi zjistili, Ze rychlost
piijmu nitrati u fepky olejky vyraza rostla do 16 °C, poté uz ri&t nebyl tak vyrazny.
Tito autai dale prokazali, Ze teplota oviiuje mnohem vice aktivitu vysoko-afinitnich
nez nizko—afinitnich transportnich systériysoka rychlost iimu amonnych iorit pri
vySSich teplotach (15 °C a 20 °C) provazena hr@émiad prijatého N v pletivech
(kofenech a nadzemni@astech) pokusnych rostlin jiz po 2 hodinach vedgkklesu
jejich peijmu.

Vedle gijmu Zivin nizka teplota zpravidla u rostlin sni¢ujychlost éstu acasto
byva pozorovan vyssSi R/S peém(Clarksonet al., 1992; Garnett a Smethurst, 1999).
Podle rkterych nadzar omezeny Hjem N @i nizkych teplotach, ktery se projevuje
poklesem obsahu N v nadzentasti, mize ukazovat na vysséianost jeho vyuZziti pro

tvorbu biomasy (Macduff a Jackson, 1991).
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6.4 Prijem a vyuziti riznych forem dusiku @i listove
aplikaci

Informace o fijmu jednotlivych forem dusiku do nitra listu jsauiteratue
znané omezené. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o chema#dilné slodgeniny, liSi se
jak rychlost s jakou vstupuji do listu, tedy jejiphinik kutikulou tak naslednyifjem
do burgk epidermis a listoveho mezofylu. Nitraty stejjpko amonné ionty jsou
pfijimany v iontové form, ale nitraty jako aniony a amonné ionty jako kagio
Mocovina je pravdpodobr prijimana jako celd molekula, tedy jako nepolarni
slowenina.

U nepolarnich latek je finik kutikulou fizen gradientem danym rozdilem
koncentraci. Rychlost difuze tak zavisi jak na leriaci latky na povrchu listu tak na
jeji koncentraci uvnit listu (v apoplastu), kterd je ovligna pohyblivosti dané latky
a rychlosti jejiho fijmu do epidermalnich a mezofylovych kn(Ewertet al., 2000).
U polarnich latek se ke gradientu chemickych poéincpiidava jest gradient
elektrickych potencid@l dany nabojem. lonty se pohybuji v polarnich porédéré jsou
tvofeny polarnimi slozkami kutikuly a nesou zaporny nfixndboj. To vede
k ,odpuzovani anioifi, a proto kationy prochazeji kutikulou sn&fnnez aniony
(Tyreeet al., 1990). Tlougka vrstvy ve které nemohou byt transportovany anise
meéni dle iontové sily aplikovaného roztoku a hustgglarnich slozek kutikuly
piitomnych v poéru (Tyreetal., 1990). Pokud je aplikovany roztok dostate
koncentrovany je pohyblivost iontu  dana  hlavn jeho  velikosti
(McFarlane a Berry, 1974).

V této praci byl porovnanifjem rmiznych forem dusiku ip foliarni aplikaci.
Ukézalo se, Ze amonné ionty jsou do listijippany vyrazg snadgji nez nitraty.
Mnozstvi fjatého dusiku z amonné formy bylo vyrézwysSi jak po 4 hodinach, tak
7 dnech od aplikace (28 a 88 % v porovnani s 23 &) To potvrdilo pedpoklad, ze
kationy snadi prochazi kutikulou a jsou tak rychlejtipmany do bugk listu. LepSi
piijem amonnych iorit v porovnéni s nitraty byl na zakkadnegimych dikazi
popisovan také u rostlin skoe (Peuketal., 1998). PestoZze m&ovina jako mala
nepolarni slotenina prochaziies kutikulu pravépodobré rychleji nez polarni latky,
jeji mnozstvi pijaté do listu pSenice bylo nizSi v porovnani s amgoni ionty a jen
o malo vysSi v porovnani s nitraty. Rychlogfjmu je tak Zejm¢ omezena spiSe na

arovni transportu f&s plasmatickou membranu neéZgrachodu kutikulou.

73



Pozorované rozdily v podilu translokovaného dugiijatého ve fornd nitrati
¢i amonnych iont jsou dany nutnosti rychlé asimilac#jgtych amonnych iorit které
jsou ve ¥tSim mnozstvi pro hiku toxické (Marschner, 1995; Tobin a Yamaya, 2001).
Vzniklé organické sloteniny jsou poté transportovany do novych vyvijejicge lish
¢i rostouciho klasu. To bylo potvrzeno i v naSemesipentu, kde byl nejtsSi podil
z prijatého dusiku v amonné foemmalezen v rostoucichastech rostliny. Asimilace
amonnych iont v listech neni i&jme limitovana dostupnosti uhlikatych ska&lgako je
tomu @i jejich asimilaci v kdenech, a proto byl podil translokovaného N vytazyssi
Vv porovnani s nitraty nez kdyz byly amonné iontijimany a asimilovany v k@nech.
Prijaté nitraty mohou byt ve velké hei ukladany jako rezerva do vakuol a jejich
asimilace jefizena aktualni pétbou rostliny. V naSemiipact tak Zistalo vice nez
55 % z ijatého mnozstvi v exponovaném listu a jen meast byla translokovana do

rostoucich pletiv.

6.5 Efektivnost vyuziti listové aplikovaneé matoviny
v pozdni fazi vyvoje pro tvorbu zrna a vliv spoléné
aplikace s pros¥edky na ochranu rostlin na jeji prijem
a vyuziti

Béhem vegetativni fazaistu je dusik fijiman kaeny a po asimilaci je vyuZzit
pro stavbu bu&nych struktur v mladych rostoucich organech (listestéblech a
korenech). Poiechodu rostliny do reproduki faze fistu (po zaatku kveteni) je dusik
nachazejici se ¥thto organech remobilizovan a translokovan daitibo se zrna.
Cast dusiku vyuzitd pro tvorbu zrna pochdzi z jetipmp po za&éatku kveteni. Podil
N remobilizovaného a fjjatého az po zstku kveteni se liSi mezi jednotlivymi
rostlinnymi druhy a je ovlivén mnoha faktory: dostupnosti N &znych fazich vyvoje,
spravnym n&asovanim aplikace hnojiv a podminkami pfedt (nap. mnoZstvim
fotosynteticky aktivniho Z@&ni ¢i srazek a vlhkosti juy). U pSenice pochazi
60 - 95 % dusiku vyuzitého pro tvorbu zrna zrerimdie dusiku uloZzeného
v kofenech a listech (Barneix, 2007; Habashl., 2006). MenSi podil pochazi jmu
dusiku v obdobi tvorby zrna.

Prijem Zivin kaeny pSenice rychle stoupa v obdobi intenzivnilsiu (lEhem
sloupkovani), vrcholi na #atku kveteni a poté klesaychleji u rostlin dobe
zasobenych dusikem kova a Kaminek, 2000).iffem dusiku z fidy je poté jiz
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znané¢ omezen. Schopnost lisprijimat a metabolizovat ijaté Ziviny je zachovana
déle a klesa aZzéhem procesu starnuti. U pSenice bylo pozorovanoliskg byly
metabolicky aktivni a tedy schopné zpracovavgaty dusik nejméa jese 10 — 15 dni
po za&atku kveteni (Raimanova ackova, 2007).

Senescence listjako programovany procesqustavujici kongnou fazi vyvoje
listu je charakterizovdna desintegraci chloroglagibklesem fotosyntetické aktivity,
shizovanim obsahu protéira nukleovych kyselin. Zarosiedochazi k mobilizaci Zivin
a organickych latek, které jsou transportovany taensucich lisi do vyvijejiciho se
zrna (Himelblau a Amasino, 2001). Or@bpozorovatelnou zémou ve starnoucich
listech je ztrata chlorofylu, jako marker lze tagéuzit znény obsahu rozpustnych
bilkovin. Proces senescenceiza byt urychlen nefznivymi podminkami prosedi
jako je nedostatek srazek; vysoka teplota (Tamiakata, 2005; Yang a Zhang, 2006;
Hafsietal., 2007; Raimanova a dkova, 2007) ¢ nedostatek dusiku
(Raimanovét al., 2008). U mnoha druhbylo hodnoceno, zda oddaleni senescence
atim prodlouzeni fotosyntetické aktivity lisbbude mit pozitivni efekt nafipem
a vyuziti dusiku rostlinou a nasledny vynos (Boetell., 2001; Martiret al., 2005;
Rampinoet al., 2006; Sykorovét al., 2008).

Pri nedostatéené vyziw dusikem dochazi ke snizovani vynosu a zpravidia&l
i kvalita zrna ozimé pSenice (Dupsital., 2006; Haberlet al., 2008). Pro zvySeni
obsahu dusiku v zrnu se proto pouziva listovyclikapl hnojiv, obvykle v dob mezi
koncem sloupkovani a gdtkem kveteni. V naSich pokusech jsme sledovalomabst
listd prijimat folidrné aplikovanou moovinu v pozdnich fazich vyvoje a vyuZivat
ziskany dusik pro tvorbu zrna. Bylo z§isb, Ze v dob prechodu rostlin do generativni
faze byla foliarg aplikovana méovina rychle a efektivh prijimana. Za piznivého
pocasi bylo v rostlinach nalezeno t&®0 % z aplikovaného mnozstvi. Dusikjgty na
pocatku metani byl translokovan nejprve do poslednitternodia jakoZto déasného
Ulozisg a poté do klasu. V déksklizré bylo 95 % pijatého dusiku uloZzeno v zrnu. To
ukazuje na vysokou ¢innost vyuziti dusiku ijjatého v dob tvorby zrna. Také
Goodinget al., (2007) zjistili, Ze dusik figaty z foliarne aplikované meoviny na
zatatku kveteni nebo brzy po odku byl velmi rychle transportovdn do zrna. Za
35 dni po aplikaci nasli az 67 % #i@tého N nalezeno v zrnu. Ve zralosti bylo v zrnu
a v ostatnich nadzemniatéstech nalezeno v jnéru 41 a 46 % z aplikovaného

mnoZzstvi N ve porovnani s jen 25 a 35 #bgplikace hnojiva (dushanu amonného)
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do pidy. Uvedeni autio zjistili, Zze vyuZziti N z m@oviny zaviselo také na &aiku,
péstované odrdé a aplikaci fungicid.

Spole&na aplikace hnojiv a prastdki na ochranu rostlin je vyuzivana hlavn
kvili snizeni naklatl a aekavanym synergickym efeih (Blandino a Reyneri, 2009).
V naSem experimentu bylo zji&to, Ze pi spole&né aplikaci je ovliviina gedevsim
pocateEni rychlost vstupu aplikované mmviny do listu, coz mize zvySit @innost
piijmu i pfi mére piiznivych powtrnostnich podminkach v débbezprosedrs
po aplikaci. Zarovi nebyl pozorovan zadny vliv na naslednou translo&aam vyuziti

pro tvorbu zrna.

76



7. Zavéry
Cilem disertani prace bylo hodnoceni fyziologickych a agronomiadkaspekt

piijmu a nasledného vyuziti hlavnich forem N u p3enihrnuti hlavnich vysledke

dale uvedeno.

PSenice paki mezi druhy rostlin, které jsou citlivé k toxickému piasobeni
amonného iontu a zarové negativré reagujici na nizké pH.U rostlin, které nily
jako jediny zdroj dusiku NH byly pozorovany symptomy toxicity — omezenystr
koren, niz&i R/S porr, deficit esencialnich katioht(K*, C&*, Mg?) a akumulace
amonnych iont v nejstarSich listech. Tyto projevy byly z velk&sti potl&eny
zvySenim pH Zivného roztoku. Nizké phgobilo negativ i na rostliny z nitratove
varianty. Dostupnost obou forem dusiku toxickésgbeni amonnych iointzminuje.
Zda se, Ze vyrazna acidifikace rhizosféry vyvolatigmem amonnych iofitje hlavni

piicinou negativniistove reakce rostlin pSenice.

Kinetické parametry p¥ijmu (Vmax @ Km), charakterizujici vysoko-afinitni
piijmovy systém, mohou slouZit pro hodnoceni vnitrodrhovych a mezidruhovych
rozdila v efektivité prijmu nitrat @ a amonnych ionfi. Oba sledované druhy pSenice
(T. aestivum a T. durum) se vyznauji vySSi maximalni rychlosti (Vi) pro pijem
amonnych iont v porovnani s nitraty a seasré lepSi osvojovaci schopnosti pro nitraty
(niz8i Ky). Rozvoj kdenoveho systému vSech adrbyl vice nebo meénovlivnén
v reakci na fijimanou formu dusiku. Rostlinyiimajici NO; mely vySSi R/S porr
nez rostliny pijimajici NH,". Velikost kdenového systému vyraznmodifikuje
kapacitu pijmu obou iont. Mezidruhové i vnitrodruhové srovnani ukazalGkazné
rozdily v schopnosti ifjimat nitraty, v gipadc amonnych ionit byly rozdily més
vyrazné. Hodnoceni druhovych a mezidruhovych rézzdihlediska schopnostiipmat
Ziviny z vrgjSiho prostedi na zaklagl stanoveni kinetickych paramétprijmovych

systéni by bylo mozné vyuzit jako jedno z kritérifi pybéru Slechtitelského materialu.

Rychlost p¥ijmu obou forem dusiku (NOs” a NH4") je ovlivnéna aktualnim
stavem rostliny a je vyrazré regulovana rychlosti jejich asimilacea translokace do

pSenice vedla nasledirk vyrazné inhibici jejich fjmu. Asimilovany dusik byl poté

translokovan do mladych rostoucich distPomaleji pijimané nitraty byly rychle
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translokovany na misto asimilace doglmyvinutych, metabolicky aktivnich ligt
a nedochéazelo k vyraznému omezeni jejitifmu.

Jsou-li obké formy dusiku dostupné v médiu v podobné koncentrac je
amonny iont prijiman prednostré. Pfitomnost amonnych iofithegativié ovliviiovala
rychlost @ijmu nitrati kofeny pSenice, ktera se snizila az dtertinu oproti jejich
piijmu zgéist¢ nitrdtového média. #ifem amonnych iorit nebyl ovlivrén. Rostliny
prijimajici dusik ze swsi obou iont tedy gijaly zhruba o 20 % vice dusiku nez

rostliny @ijimajici jen jednu z jeho forem.

Pocateéni rychlost prijmu sledovanych forem dusiku je linear zavisla na
teploté. V teplotnim intervalu 2 °C — 20 °C jsou nejrychlgjijimanou formou amonné
ionty. Se stoupajici teplotou dochazi k regulaahigsti jejich gijmu zpisobenou
nedostaténou asimilaci a tim i jejich hrome&dim v kaenech. Tér& 2x pomalejsi
rychlost gijmu nitrati dosahuje maxima uZipl5 °C. Rijem maoviny byl ze vSech
forem nejpomalejSi. Vzhledem k rychlé degradapadé je vyznam pijmu maoviny
koteny pSenice jen nepatrny.

Prostup raznych forem dusiku pres kutikulu a jejich nasledny gijem
burikami epidermis a listového mezofylu zavisi na jejic chemické podsta&. Listy
pSenice nejlépe ifimaly amonné ionty tedy kationtovou forma N. Miais piijem
amonnych iont do burgk nebyl v listech vyrazhsniZzovan rychlosti jejich asimilace,
a proto byl amonny dusik nejlépe vyuzivanou forrdagiku. Rijem nitrati (aniontove
formy) byl mnohem pomalejSi dijaté nitraty byly navic ve velkém mnozZstvi
akumulovany v exponovaném listu prapddobr jako zasobni forma N ve vakuolach.
Nepolarni molekula mmviny pravd&podobré prochazela snadno kutikulou, ale jeji
piijem do bugk byl stejre jako v kaenech pomalejSi.iffata maovina byla steji jako

amonneé ionty rychle metabolizovana a vyuZzita jathapdusiku v rostoucich pletivech.

Listy pSenice jsou schopny Fijimat foliarn € aplikovanou matovinu i béhem
reprodukéni faze vyvoje a (Fijatou mocovinu nasledré piné vyuzit v procesu
tvorby zrna. Za pgiznivych powtrnostnich podminek rostlinyfipaly témét 90 %
z aplikovaného mnozstvi na g@ku metani a 95 % zZi@tého mnozstvi bylo v dab
sklizré nalezeno v zrnu. Spalea aplikace s pragdky na ochranu rostlin (Tango
Super) pozitivl ovlivnila pasateini rychlost gijmu, coZ by mohlo zlepSit efektivnost

vyuziti aplikovaného hnojiva za mé&priznivych potrnostnich podminek.

78



8. Seznam literatury

Amarasinghe, B.H.R.R., Debruxelles, G.L., Braddon, M., Onyeocha, I.,
Forde, B.G., Udvardi, M.K., (1998): Regulation of GmNRT2 expression and nitrate
transport activity in soybea(ycine max). Planta 206, 44 - 52.

AOAC, (1990): Official methods of analysis: Chlorophyll in planSpectrophotometric
method for total chlorophyll and a and b componesits- 63.

Araki, R., Hasegawa, H., (2006)Expression of rice@ryza sativa L.) genes involved
in high-affinity nitrate transport during the peatiof nitrate induction. Breeding Science
56, 295 - 302.

Aslam, M., Travis, R.L., Huffaker, R.C., (1992):Comparative kinetics and reciprocal
inhibition of nitrate and nitrite uptake in root$ aninduced and induced barley
seedlings. Plant Physiology 99, 1124 - 1133.

Ayling, S.M., (1993):The effect of ammonium — ions on membrane poteatid anion
flux in roots of barley and tomato. Plant, Cell &avironment 16, 297 - 303.

Baozhen, L., Weijie, X., Shubin, S., Qirong, S., Gahua, X., (2006):Physiological
and molecular responses of nitrogen — starved plaats to re-supply of different
nitrogen sources. Plant and Soil 287, 145 - 159.

Barneix, A.J., (2007): Physiology and biochemistry of source-regulatedtgmno
accumulation in the wheat grain. Journal of Plantdiblogy 164, 581 - 590.

Bauer, P., Buchholz, A., Schoénherr, J., (1997PDiffusion in plant cuticles as affected
by temperature and size of organic solutes: Siitylaand diversity among species.
Plant, Cell and Environment 20, 982 - 994.

Bertl, A., Reid, J.D., Sentenac, H., Slayman, C.L(1997): Functional comparison of
plant inward-rectifier channels expressed in yedstirnal of Experimental Botany 48,
405 - 413.

Bijlsma, R.J., Lambers, H., Kooijman, S.A.L.M., (2@0): A dynamic whole-plant
model of integrated metabolism of nitrogen and carbl. Comparative ecological
implications of amonium-nitrate interactions. Plant Soil 220, 49 - 69.

79



Blandino, M., Reyneri, A., (2009):Effect of fungicide and foliar fertilizer applicah
to winter wheat at anthesis on flag leaf senescegia@n yield, flour bread-making
quality and DON contamination. European Journagrfonomy 30, 275 - 282.

Bloom, A.J., Jackson, L.E., Smart, D.R., (1993)Root growth as a function of
ammonium and nitrate in the root zone. Plant, @&l Environment 16, 199 - 206.

Bloom, A.J., Sukrapanna, S.S., Warner, R.L., (1992)Root respiration associated
with ammonium and nitrate absorption and assinoitaby barley. Plant Physiology 99,
1294 - 1301.

Borrel, A., Hammer, G., van Oosterom, E., (2001)Stay-green: A consequence of the
balance between supply and demand for nitrogenngugrain filling? Annals of
Applied Biology 138, 91 - 95.

Bradford, M.M., (1976): A rapid and sensitive method for the quantificatioh
microgram quantities of protein utilizing the piiple of protein — dye binding.
Analytical Biochemistry 72, 248 - 254.

Bradley, D. P., Morgan, M.A., O'Toole, P., (1989)Jptake and apparent utilization of

urea and ammonium nitrate in wheat seedlings.|izertiResearch 20, 41 - 49.

Brancourt — Hulmel, M., Doussinault, G., Lecomte, C Berard, P., Le Buanec, B.,
Trottet, M., (2003): Genetic improvement of agronomic traits of wintdreat cultivars
released in France from 1946 to 1992. Crop ScidB¢87 — 45.

Brenner, W.G., Romanov, G.A., Kollmer, 1., Burkle, L., Schmulling, T., (2005):
Immediate-early and delayed cytokinin response geot Arabidopsis thaliana
identified by genome-wide expression profiling ralvenovel cytokinin - sensitive
processes and suggest cytokinin action throughsdrgtional cascades. The Plant
Journal 44, 314 - 333.

Britto, D.T., Kronzucker, H.J., (2002): NH,4" toxicity in higher plants: a critical
review. Journal of Plant Physiology 159, 567 - 584.

Britto, D.T., Glass, A.D.M., Kronzucker, H.J., Siddqgi, M.Y., (2001a): Cytosolic
concentrations and transmembrane fluxes of,MH;. An evaluation of recent

proposals. Plant Physiology 125, 523 - 526.

80



Britto, D.T., Siddiqi, M.Y., Glass, A.D.M., Kronzucker, H.J., (2001b): Futile
transmembrane NH cycling: A cellular hypothesis to explain ammonidaxicity in
plants. Proceedings of the National Academy of i8@e of the United States of
America 98, 4255 - 4258.

Buchanan, B.B., Gruissem, W., Jones, R.L., (2000Nitrate and other compounds
serve as signals to regulate NR gene expressioneriéam Society of Plant
Physiologist, Rockville, MD, 820 - 822.

Cai, Ch., Zhao, X.Q., Zhu, Y.Q., Li, B., Tong, Y.P.Li, Z.S., (2007):Regulation of
the high-affinity nitrate transport system in wheadts by exogenous abscisic acid and
glutamine. Journal of Integrative Plant Biology 4919 - 1725.

Camanes, G., Cerezo, M., Primo-Millo, E., Gojon, A.Garcia-Augustin, P., (2007):
Ammonium transport an€CitAMT1 expression are regulated by light and sucrose in

Citrus plants. Journal of Experimental Botany 58, 282825.

Camanes, G., Cerezo, M., Primo-Millo, E., Gojon, A.Garcia-Augustin, P., (2009):
Ammonium transport an@itAMT1 expression are regulated by N @itrus plants.
Planta 229, 331 - 342.

Campbell, W.H., (1999):Nitrate reductase structure, function, and regutatoridging
the gap between biochemistry and physiology. AniRetiew of Plant Physiology and
Plant Molecular Biology 50, 278 - 299.

Cao, W., Tibbits, T.W. (1998):Response of potatoes to nitrogen concentratiofar dif
with nitrogen forms. Journal of Plant Nutrition BIL5 - 623.

Cerezo, M., Flors, V., Legaz, F., Garcia-AugustirR., (2000):Characterization of the
low affinity transport system for N{O uptake byCitrus roots. Plant Science 160,
95 - 104.

Cerezo, M., Tillard, P., Filleur, S., Munos, S., Daiel-Vedele, F., Gojon, A,
(2001a): Major alterations of the regulation of root pl@ptake are associated with the
mutation of Nrt2.1 and Nrt2.2 genesAmabidopsis. Plant Physiology 127, 262 - 271.

Cerezo, M., Tillard, P., Gojon, A, Primo-Millo, E., Garcia-Augustin, P., (2001b):
Characterization and regulation of ammonium trartspgstems irCitrus plants. Planta
214, 97 - 105.

81



Clarkson, D.T., Jones, L.H.P., Purves, J.V., (1992)Absorbtion of nitrate and
ammonium ions byLolium perenne from flowing solution cultures at low root

temperatures. Plant Cell and Environment 15, 996- 1

Colmer, T.D., Bloom, A.J., (1998)A comparison of N4 and NQ™ net fluxes along
root of rice and maize. Plant, Cell and Environnzht240 - 246.

Couturier, J., Montanini, B., Martin, F., Brun, A., Blaudez, D., Chalot, M., (2007):
The expanded family of ammonium transporters in gbeennial poplar plant. New
Phytologist 174, 137 - 150.

Cramer, M.D., Lewis, O.A.M., (1993): The influence of nitrate and ammonium
nutrition on the growth of wheafli(iticum aestivum) and maize 4ea mays) plants.
Annals of Botany 72: 359 - 365.

Crawford, N.M., Glass, A.D.M., (1998): Molecular and physiological aspects of
nitrate uptake in plants. Trends in Plant Scienc&g3 - 395.

Cruz, C., Lips, S.H., Martins- Loucio, M.A. (1993): Growth and nutrition of carob

plants as affected by nitrogen sources. JournBlanit Nutrition 16, 1 - 15.

Cruz, C., Martins- Loucao, M.A. (2000): Determination of ammonium concentrations
in soils and plant extracts. M.A. Martins- Laocand S.H. Lips (Eds.), Nitrogen in

sustainable ecosystem: from the cell to the pl&dackhuys Publisher, Leiden,

The Netherlands: 291 - 297.

De Angeli, A., Monachello, D., Ephritikhine, G., Fachisse, J.M., Thomine, S.,
Gambale, F., Barbier-Brygoo, H., (2006): The nitrate/proton antiporter
AtCLCa mediates nitrate accumulation in plant vacsidi&ture 442, 939 - 942.

Delhon, P., Gojon, A., Tillard, P., Passama, L., @5): Diurnal regulation of N@ in
soybean plants: I. Changes in N@flux, efflux, and N utilization in plant durinthe

day/night cycle. Journal of Experimental Botany #8635 - 1594.

Delhon, P., Gojon, A., Tillard, P., Passama, L., @6} Diurnal regulation of N@ in
soybean plants: IV. Dependence on current phothsgig and sugar availability to the
roots. Journal of Experimental Botany 47, 893 -.900

Delmer, D., (2005):Agriculture in the developing world: connecting avations in
plant research to downstream applications. Prongedof the National Academy of
Sciences of the United States of America 102, 15739746.

82



Dupont, F.M., Hurkman, W.J., Vensel, W.H., Tanaka,Ch., Kothari, K.M., Chung,
O.K., Altenbach, S.B., (2006)Protein accumulation and composition in wheat grain
Effects of mineral nutrients and high temperatietopean Journal of Agronomy 25,
96 - 107.

Eckert, M., Biela, A., Siefritz, F., Kaldenhoff, R, (1999): New aspects of plant
aquaporin regulation and specificity. Journal op&xmental Botany 50, 1541 - 1545.

Eichert, T., Burkhardt, J., (2001): Quantification of stomatal uptake of ionic solutes

using a new model system. Journal of ExperimentéhBy 52: 771 - 781.

Eichert, T., Goldbach, H.E., (2008):Equivalent pore radii of hydrophilic folia uptake
routes in stomatous and astomatous leaf surfacksther evidence for a stomatal

pathway. Physiologia Plantarum 132, 491 - 502.

EFMA :http://www.efma.org/EPUB/easnet.dll/ExecReqg/Pagse2emplate_im=000BC
2&eas:dat_im=000C1F.2008. (poslediisfup 21.5.2009)

Engineer, C.B., Kranz, R.G., (2007)Reciprocal leaf and root expressionAtAMT1
and root architectural changes in response togatrestarvation. Plant Physiology 143,
236 - 250.

Ewert, M.S., Outlaw Jr., W.H., Zhang, S., Aghoram,K., Riddle, K.A., (2000):
Accumulation of an apoplastic solute in the guardet wall is sufficient to exert a
significant effect on transpiration Wicia faba leaflets. Plant, Cell and Environment 23,
195 - 203.

Feil, B. (1994): Growth and ammonium:nitrate uptake ratio of spnvigeat cultivars
under a homogeneous and spatially separated sapplymonium and nitrate. Journal
of Plant Nutrition 17, 717 - 728.

Feng, J., Barker, A.V., (1992):Etylen evolution and ammonium accumulation by
tomato plants with various nitrogen forms and reggnof acidity. I. Journal of Plant
Nutrition 15, 2457 - 2464.

Filleur, S., Daniel-Vedele, F., (1999)Expression analysis of a high-affinity nitrate
transporter isolated fromf\rabidopsis thaliana by differential display. Planta 207,
461 - 469.

Forde, B.G., Clarkson, D.T., (1999):Nitrogen and ammonium nutrition of plants:

physiological and molecular perspectives. Advamcdotanical Research 30, 1 - 90.

83



Frasier, V., Gojon, A., Tillard, P., Daniel-Vedele,F., (2000):Constitutive expression
of a putative high-affinity nitrate transporterMncotiana plumbaginifolia: evidence for
post-transcriptional regulation by a reduced niéogsource. The Plant Journal 23,
489 - 496.

Garnett, T.P., Smethurst, P.J., (1999)Ammonium and nitrate uptake tucalyptus
nitens: effect of pH and temperature. Plant and Soil 2B8 - 140.

Gaudinova, A., (1990):The effect of cytokinins on nitrate reductaseatsti Biologia
Plantarum 32, 89 - 96.

Gazzarrini, S., Lejay, T., Gojon, A., Ninnemann, O. Frommer, W.B., von Wirén,
N., (1999): Three functional transporters for constitutive, rdally regulated, and
starvation-induced uptake of ammonium inkoabidopsis roots. The Plant Cell 11,
937 - 947.

Gerendés, J., Polacco, J.C., Freyermuth, S.K., Satmacher, B., (1999):
Significance of nickel for plant growth and metabwl. Journal of Plant Nutrition and
Soil Sciences 162, 241 - 256.

Gerendas, J., Zhu, Z., Bendixen, R., Ratcliffe, R.G Sattelmacher, B., (1997):
Physiological and biochemical processes relatedrtmonium toxicity in higher plants.
Zeitschrift fur Pflanzenernahrung und Bodenkund@, 39 - 251.

Gerendas, J., Zhu, Z., Sattelmacher, B., (1998)nfluence of N and Ni supply on
urease activity in rice. Journal of Experimentatdty 49: 1545 - 1554.

Gessler, A., Schultze, M., Schrempp, S., Rennenberd., (1998): Interaction of the
phloem — translocated amino compounds with nitnetieuptake by the roots of beech

(Fagus sylvatica) seedlings. Journal of Experimental Botany 49,9152537.

Givan, C.V., (1979): Metabolic detoxification of ammonia in tissue afler plants.
Phytochemistry 18, 375 - 382.

Glass, A.D.M., (2003)Nitrogen use efficiency of crop plants: physiotajiconstraints
upon nitrogen absorption. Critical Review in Pl&gctences 22, 453 - 470.

Glass, A.D.M., Britto, D.T., Kaiser, B.N., Kinghorn, J.R., Kronzucker, H.J.,
Kumar, A., Okamoto, M., Rawat, S., Siddiqgi, M.Y., Unhckles, S.E., Vidmar, J.J.
(2002): The regulation of nitrate and ammonium transpostesys in plants. Journal of
Experimental Botany 53, 855 - 864.

84



Glass, A.D.M., Erner, Y., Kronzucker, H.J., Schjoering, J.K., Siddiqgi, M.Y.,
Wang, M.Y., (1997): Ammonium fluxes into plant roots: Energetics, kiogtand
regulation. Zeitschrift fir Pflanzenernahrung urmtiBnkunde 160, 261 — 268.

Glass, A.D.M., Shaff, J.E., Kochian, L.V., (1992)Studies of the uptake of nitrate in
barley. IV. Electrophysiology. Plant Physiology 996 -463.

Glibert, P.M., Harrison, J., Heil, C., Seitzinger, S. (2006)Escalating worldwide use
of urea — a global change contributing to coastalophication. Biogeochemistry 77,
441 - 463.

Golangoldhirsch, A., Heimer, Y.M., Lips, S.H., (190): Effect of potassium on
growth and the electrophoretic pattern of leaf @rat of sunflower supplied with

ammonium or nitrate. Journal of Plant Nutrition 987 - 970.

Goodchild, J.A., Givan, C.V., (1990)influence of ammonium and extracellular pH on
the amino and organic acid contents of suspensittare cells ofAcer Pseudoplatanus.
Physiologia Plantarum 78, 29 - 37.

Gooding, M.J., Gregory, P.J., Ford, K.E, Ruske, R.E (2007):Recovery of nitrogen
from different sources following applications tont@r wheat at and after anthesis. Field
Crops Research 100, 143 — 154.

Guo, F.Q., Okamoto, M., Crawford, N.M., (2003):Identification of a plant nitric

oxide synthase gene involved in hormonal signal8aience 302, 100 - 103.

Guo, F.Q., Wang, R., Chen, M., Crawford, N.M., (200): The Arabidopsis dual-
affinity nitrate transporter ge®®NRT1.1 (CHL1) is activated and functions in nascent
organ development during vegetative and reprodeicgxowth. The Plant Cell 13,
1761 - 1777.

Habash, D. Z., Bernard, S., Shondelmaier, J., WeyerY., Quarrie, S.A., (2006):
The genetics of nitrogen use on hexaploid wheattilization, development and yield.
Theoretical and Applied Genetics 114, 403 - 419.

Haberle, J., Svoboda, P., Raimanova, |., (2008 he effect of post-anthesis water
supply on grain nitrogen yield and concentration vimnter wheat. Plant Soil
Environment 54, 304 - 312.

85



Hafsi, M., Akhter, J., Monneveux, P., (2007)Leaf senescence and carbon isotope
discrimination in durum wheaT(iticum durum Desf.) under severe drought conditions.

Cereal Research Communications 35, 71 - 80.

Heredia-Guerrero, J.A., Benitez, J.J., Heredia, A., (2008): Self-assembled
polyhydroxy fatty acids vesicles: a mechanism flanp cutin synthesis. Bioessays 30,
273 - 277.

Hirel, B., Le Gouis, J., Ney, B., Gallais, A., (200: The challenge of improving
nitrogen use efficiency in crop plants: toward arencentral role for genetic variability

anf quantitative genetics within integrated apphesc58, 2369 — 2387.

Himelblau, E., Amasino, R.M., (2001): Nutrients mobilized from leaves of
Arabidopsis thaliana during leaf senescence. Journal of Plant Physyol@§8,
1317 - 1323.

Howitt, S. M., Udvardi, M.K., (2000): Structure, function and regulation of
ammonium transporters in plants. Biochimica et Biggica Actal465, 152 — 170.

Huang, N. C., Chiang, C. S., Crawford, N. M., TsayY. F., (1996):CHL1 encodes a
component of the low-affinity nitrate uptake systerd\rabidopsis and shows cell type-

specific expression in roots. The Plant Cell 8,2418191.

Huang, N. C., Liu, K. H., Lo, H. J., Tsay, Y. F., 1999): Cloning and functional
characterization of aArabidopsis nitrate transporter gene that encodes a consgtuti

component of low-affinity uptake. The Plant Cel| 1881 - 1392.

Huber S. C., Bachmann, M., Huber, J.L., (1996)Post-translational regulation of
nitrate reductase activity: a role forCand 14-3-3 protein. Trends in Plant Science 1,
432 - 438.

Husted, S., Hebbern, C., Mattsson, M., Schjoerring,J.K., (2000): A critical
experimental evaluation of methods for determimatdd NH;" in plant tissue, xylem

sap, and apoplastic fluid. Physiologia Plantarui®, 167 - 179.

Ismande, J., Touraine, B., (1994)N demand and the regulation of nitrate uptake.
Plant Physiology 105, 3 - 7.

Jenks, M.A., Ashworth, E.N., (2003):Plant epicuticular waxis: function production,

and genetics. Horticultural rewiews 23: 1 - 68.

86



Klir, J., Kunzova, E., Cermak P., (2008):Ramcova metodika vyzivy rostlin a hnojeni.
Metodika pro praxi, VURV, v.v.i. Praha.

Kojima, S., Bohner, A., Gassert, B., Yuan, L., vorWirén, N., (2007): AtDUR3
represents the major transporter for high-affinitga transporter across the plasma

membrane of nitrogen-deficieAtabidopsis roots. Plant Journal 52: 30 - 40.

Krogmeier, M. J., McCarty, G. W., Bremner, J. M., (1989): Phytotoxicity of foliar
applied urea. Proceedings of the National Acadeffyceences of the United States of
America 86: 8189 - 8191.

Kronzucker, H.J., Britto, D.T., Davenport, R., Teser, M., (2001): Ammonium
toxicity and the real cost of transport. Trend®iant Sciences 6, 335 - 337.

Kronzucker, H.J., Siddiqi, M.Y., Glass, A.D.M., (195a): Kineticts of NQ" influx in
spruce. Plant Physiology 109, 319 - 326.

Kronzucker, H.J., Siddigi, M.Y., Glass, A.D.M., (1®5b): Analysis of **NH," efflux
in spruce roots: A test case for phase identifoicain compartmental analysis. Plant
Physiology 109, 481 - 490.

Kronzucker, H.J., Siddigi, M.Y, Glass, A.D.M., (19%): Kineticts of NH;" influx in
spruce. Plant Physiology 110, 773 - 779.

Kronzucker, H.J., Siddiqi, M.Y, Glass, A.D.M., (199): Conifer rootdiscrimination

against soil nitrate and the ecology of forest sasmn. Nature 385, 59 - 61.

Kronzucker, H.J., Siddigi, M.Y., Glass, A.D.M., Kirk, G.D.J., (1999a):
Nitrate - ammonium synergism in rice: A subceltudmalysis. Plant Physiology 119,
1041 - 1046.

Kronzucker, H.J., Glass, A.D.M., Siddiqi, M.Y., (1®9b): Inhibition of nitrate uptake
by ammonium in barley: Analysis of component fluxddant Physiology 120,
283 - 291.

Krouk, G., Tillard, P., Gojon, A., (2006): Regulation of the high—affinity NQuptake
system by NRT1.1 — mediated W@emand signaling iArabidopsis. Plant Physiology
142, 1075 — 1086.

87



Lagarde, D., Basset, M., Lepetit, M., Conejero, G.Gaymard, F., Astruc, S.,
Grignon, C., (1996): Tissue - specific expression @&frabidopsis AKT1 gene is

consistent with a role in Knutrition. The Plant Journal 9, 195 — 203.

Lainé, P., Ourry, A., Macduff, J., Boucaud, J., Sadtte, J., (1993)Kinetic parameters
of nitrate uptake by different catch crop speceftects of low temperatures or previous
nitrate starvation. Physiologia Plantarum 88, 82 -

Lancashire, P. D., Bleiholder, H., Langeliddecke, PStauss, R., van den Boom, T.,
Weber, E., Witzen-Berger, A., (1991)An uniform decima code for growth stages of
crops and weeds. Annals of Applied Biology 119, 56D1.

Lang, B., Kaiser, W.M., (1994):Solutecontent and energy status of roots of barley
plants cultivated at different pH on nitrate - enraonium - nitrogen. New Phytologist
128, 451 - 459.

Lauter F.R., Ninnemann, O., Bucher, M., Riesmeier]).W., Frommer, W.B., (1996):
Preferential expression of an ammonium transpoatied of two putative nitrate
transporters in root hairs of tomato. Proceedifgdh® National Academy of Sciences
of the United States of America 93, 8139 - 8144.

Le Gouis, J., Béghin, D., Heumez, E., Pluchard, P(2000): Genetic differences for
nitrogen uptake and nitrogen utilisation efficiescin winter wheat. European Journal
of Agronomy 12, 163 - 173.

Lea, P.J., Miflin, B.J., (1974): Alternative route for nitrogen assimilation in hegh
plants. Nature 251, 614 - 616.

Lejay, L., Gansel, X., Cerezo, M., Tillard, P., Muler, C., Krapp, A., von Wirén, N.,
Daniel-Vedele, F., Gojon, A., (2003):Regulation of root ion transporters by
photosynthesis: functional importance and relatiath hexokinase. Plant Cell 15:
2218 - 2232.

Lejay, L., Lepetit, M., Olive, F., Filleur, S., Danel-Vedele, F., Gojon, A., (1999):
Molecular and functional regulation of two N@ptake systems by N- and C- status of
Arabidopsis plants. The Plant Journal 18, 509 - 519.

88



Lejay, L., Wirth, J., Pervent, M., Cross, J.M.F., Tillard, P., Gojon, A., (2008):
Oxidative pentose phosphate pathway - dependerar sgnsing as a mechanism for
regulation of root ion transporters by photosynihePRlant Physiology 146: 2036 -
2053.

Lewis, O.A.M., Cramer, M., Van Der Leij, T. (1990): Influence of nitrogen source on
carbon distribution in plants exhibiting the C3 af@dl photosynthetic pathways.
W.R. Ullrich, C. Rigano, A. Fuggi, P.J. Apariciod§). Inorganic nitrogen metabolism
in plants and microorganisms, uptake, and metaboliSpringer-Verlag, Berlin,

240 - 246.

Li, W., Wang, Y., Okamoto, M., Crawford, N.M., Siddigi, M.Y., Glass, A.D.,
(2007): Dissection of theAtNRT2.1 : AtINRT2.2 inducible high-affinity nitrate
transporter gene cluster. Plant Physiology 143,-4253.

Lin, C.M., Koh, S., Stacey, G., Yu, S.M,, Lin, T.Y, Tsay, Y.F., (2000):Cloning and
functional characterization of a constitutively exgsed nitrate transporter gene
OsNRT1 from rice. Plant Physiology 122, 379 - 388.

Liu, K.H., Huang, C.Y., Tsay, Y.F., (1999):.CHLL1 is a dual-affinity nitrate transporter
of Arabidopsis involved in multiple phases of nitrate uptake. TREnt Cell 11,
865 - 874.

Liu, L.H., Ludewig, U., Frommer, W.B., von Wirén, N., (2003a):AtDUR3 encodes a
new type of high-affinity urea/H symporter inArabidopsis. The Plant Cell 15,
790 - 800.

Liu, L.H., Ludewig, U., Gassert, B., Frommer, W.B.,von Wirén, N. (2003b):Urea
transport by nitrogen-regulated tonoplast intringicoteins in Arabidopsis. Plant
Physiology 133, 1220 - 1228.

Liu, K.H., Tsay, Y.F., (2003): Switching between the two action modes of the -dual
affinity nitrate transporter CHL1 by phosporylatiofhe EMBO Journal 22,
1005 - 1013.

London, J.G., (2000):Nitrogen study fertilizers fears of pollution. Nedu433, 791.

Loqué, D., Tillard, P., Gojon, A., Lepetit, M., (2M3): Gene expression of the NO
transporter NRT1.1 and the nitrate reductase NBAfepressed iArabidopsis roots by
NO,’, the product of N© reduction. Plant Physiology 132, 958 - 967.

89



Loqué, D., von Wirén, N., (2004)Regulatory levels for the transport of ammonium in
plant roots. Journal of Experimental Botany 55,329305.

Loqué, D., Yuan, L., Kojima S., Gojon, A., Wirth, J.,, Gazzarrini, S., Ishiyama, K.,
Takahashi, H., von Wirén, N., (2006):Additive contribution of AtAMT1.1 and
AtAMT1.3 to high-affinity ammonium uptake across the plasnembrane of nitrogen-
deficientArabidopsis roots. The Plant Journal 48, 522 - 534.

Luque, P., Gavara, R., Heredia, A., (1995)A study of the hydratation process of

isolated cuticular membranes. New Phytologist P33, - 288.

Macduff, J.H., Jackson S.B., (1991)Growth and preference for ammonium or nitrate
uptake by barley in relation to root temperatuurdal of Experimental Botany 38,
53 - 66.

Mack, G., Tischner, R.J., (1994)Constitutive and inducible net NHuptake of barley
(Hordeumwvulgare L.) seedlings. Plant Physiology 144, 351 - 357.

Malagoli, P., Lainé, P., Le Deunff, E., Rossato, L.Ney, B., Ourry, A., (2004):
Modelling nitrogen uptake in oilseed rape cv. Galpduring a growth cycle using
influx kinetics of experimental data. Plant Phys@m/} 134, 388 - 400.

Malhi, S.S., Harapiak, J.T., Nyborg, M., Gil, K.S, Monreal, C.M.,
Gregorich, E.G., (2003):Light fraction organic N, ammonium, nitrate andatd¥l in a
thin Black chernozemic soil under bromegrass &teannual applications of different

N rates. Nutrient Cycling in Agroecosystems 65, 2@10.
Marschner, H., (1995):Mineral Nutrition of Higher Plants. Academic Prelssndon.

Martin, A., Belastegui — Macadam, X., Quilleré, I.,Floriot, M., Valadier, M.H.,
Pommel, B., Andrieu, B., Donnison, I., Hirel, B., Z005): Nitrogen management and
senescence in two maize hybrids differing in thesigeence of leaf greenness:

agronomic, physiological and molecular aspects. Réwtologist 167, 483 - 492.

Masclaux, C., Valadier, M.H., Brugiere, N., Morot-Gaundry, J.F., Hirel, B. (2000):
Characterization of the sink/source transitionabacco RNicotiana tabacum L.) shoots

in relation to nitrogen management and leaf semescdlanta 211, 510 - 518.

90



Mattsson, M., Lundborg, T., Larsson, M., Larsson, CM., (1992). Nitrogen
utilization in N-limited barley during vegetativené generative growth: Postanthesis
kinetics of net nitrate uptake and the role of tektive root size in determining the

capacity for nitrate acquisition. Journal of Expegntal Botany 43: 25 - 30.

Mattsson, M., Schjoerring, J.K., (2003):Senescence-induced changes in apoplastic
and bulk tissue ammonia concentrations of ryegtaases. New Phytologist 160,
489 - 499.

McClure, P.R., Kochian, L.V., Spanswick, R.M., Shdf J.E., (1990): Evidence for
cotransport of nitrate and protons in maize robtEffects of nitrate on the membrane
potencial. Plant Physiology 93, 281 - 289.

McFarlane, J.C., Berry, W.L., (1974): Cation penetration through isolated leaf
cuticles. Plant Physiology 53, 723 - 727.

Meharg, A.A., Blatt, M.R., (1995): NOs™ transport across the plasma membrane of
Arabidopsis thaliana root hairs: kinetic control by pH and membrandgagé. Journal of
Membrane Biology 145, 49 - 66.

Mérigout, P., Lelandais, M., Bitton, F., Renou, J.B Briand, X., Meyer, Ch.,
Daniel-Vedele, F., (2008)Physiological and transcriptomical aspects of wptake
and assimilation idrabidopsis plants. Plant Physiology 147, 1225 - 1238.

Miflin, B.J., Lea, P.J.,, (1980): Ammonia assimilation. B.J.Miflin (Ed.),
The Biochemistry of Plants 5, Academic Press, NeskY169 - 202.

Miller, A.J., Cookson, S.J., Smith, S.J., Wells, DA.,, (2001): The use of
microelectrodes to investigate compartmentation #mel transport of metabolized

inorganic ions in plants. Journal of Experimentatdhy 52, 541 - 549.

Miller, AJ., Fan, X., Orsel, M., Smith, S.J., Wels, D.M., (2007):Nitrate transport
and signalling. Journal of Experimental Botany 397 - 2306.

Miller, A.J., Smith, S.J., (1996) Nitrate transport and compartmentation in cereat
cells. Journal of Experimental Botany 300, 8434.85

Muldin, I., Ingemarsson, B., (1995):A cDNA from Brassica napus L. encoding a
putative nitrate transporter (GenBankU17987) (PGB@%). Plant Physiology 108,
1341.

91



Nazoa, P., Vidmar, J.J., Tranbarger, T.J., Mouline,K., Damiani, I., Tillard, P.,
Zhuo, D.G., Glass, A.D.M., Touraine, B., (2003)Regulation of the nitrate transporter
gene AtNRT2.1 in Arabidopsis thaliana: responses to nitrate, amino acids and

development stage. Plant Molecular Biology 52, 6803.

Ninnemann, O., Jauniaux, J.C., Frommer, W.B., (1994 Identification of a
high - affinity NH," transporter from plants. The EMBO Journal 13: 348471.

Oliveira, 1.C., Coruzzi, G.M., (1999): Carbon and amino acids reciprocally modulate

the expression of glutamine synthetas@rabidopsis. Plant Physiology 121, 301 - 309.

Orsel, M., Chopin, F., Leleu, O., Smith, S.J., Krap, A., Daniel-Vedele, F.,
Miller, A.J., (2006): Characterization of a two - component high-affimitrate uptake
system inArabidopsis. Physiology and protein-protein interaction. Pld&itysiology
142, 1304 - 1317.

Ortiz — Monasterio, J.l., Sayre, K.D., Rajaram, S.McMahon, M., (1997): Genetic
progress in wheat yield and nitrogen use eeficianwyer four nitrogen regimes. Crop
Science 37, 898 — 904.

Pearson, J., Stewart, G.R., (1993)The deposition of atmospheric ammonia and its
effects on plants. New Phytologist 125, 283 - 305.

Peeters, K.M.U., van Laere, A.J., (1992 Ammonium and amino acids metabolism in
excised leaves of wheaffr{ticum aestivum) senescing in the dark. Physiologia
Plantarum 84, 243 - 249.

Peuke, A.D., Jeschke, W.D., Dietz, K.J., Schreibek,, Hartung, W., (1998): Foliar
application of nitrate or ammonium as sole nitrogapply in Ricinus communis. New
Phytologist 138, 675 — 687.

Quaggiotti, S., Ruperti, B., Borsa, P., Destro, T.Malagoli, M., (2003): Expression
of a putative high - affinity N@ transporter and of an'H ATPase in relation to whole
plant nitrate transport physiology in two maize gigpes differently responsive to low
nitrogen availability. Journal of Experimental Boyeb4, 1023 - 1031.

Quesada, A., Krapp, A., Trueman, L.J., Daniel — Vedle, F., Fernandes, E., Forde,
B.G., Caboche, M., (1997):PCR - identification of aNicotiana plumbaginifolia
cDNA homologous to the high — affinity nitrate tsmorters of thernA family. Plant
Molecular Biology 34, 265 - 274.

92



Raimanovd, |., Tr¢kova, M., (2007): Remobilization of nitrogen for wheat grain
formation as affected by temperature and drougt. Aroceeding of International
Scientific Conference of Bioclimatology and Naturdlazards, 17-20.9.2007,
Zvolen-Pdana nad Detvou, Slovakia, on CD-ROM.

Raimanova, |., Trékova, M., Haberle, J., (2008):Leaf senescence during period of
grain formation in wheat plant: Effect of environm& conditions and nitrogen supply
Italian Journal of Agronomy 3 (Proceedings of th@hlCongress of the European
Society for Agronomy", 15-19 September 2008, Boldtaly), 703 — 704.

Ramos, C. (1996):Effect of agricultural practices on the nitrogersdes in the
environment. C. Rodriguez-Barrueco (Ed.), Fertitizeand Environment, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands,-3%1.

Rampino, P., Spano, G., Pataleo, S., Mita, G., Nagi J.A., Di Fonzo, N,
Shewry, P.R., Perrota, C., (2006)Molecular analysis of a durum wheat “stay green”
mutant: expression pattern of photosynthesis tagélgenes. Journal of Cereal Science
43, 160 - 168.

Raun, W.R., Johnson, G.V., (1999)improving nitrogen use efficiency for cereal

production. Agronomy Journal 91, 357 - 363.

Raven, J.A., Smith, F.A., (1976)Nitrogen assimilation and transport in vasculadlan

plants in relation to intracellular pH regulatidsiew Phytologist 76, 415 - 431.

Rawat, S.R., Silim, S.N., Kronzucker, H.J., SiddiqiM.Y., Glass, A.D.M., (1999):
AtAmt1 gene expression and NHuptake in roots ofrabidopsis thaliana: evidence for
regulation by root glutamine levels. The Plant dalid9, 143 - 152.

Remans, T., Nacry, P., Pervent, M., Girin, T., Tilard, P., Lepetit, M., Gojon, A.,
(2006): A central role for the nitrate transporter NRTE1he integrated morphological
and physiological responses of the root systenittate limitation inArabidopsis. Plant
Physiology 140, 909 - 921.

Rhine, E.D., Sims, G.K., Mulvaney, R.L., Pratt, E.D (1998): Improving the
Berthelot reaction for determining ammonium in soitracts and water. Soil Science
Society of America Journal 62, 473 - 480.

93



Richardson, A., Wojciechowski, T., Franke, R., Scleiber, L., Kerstiens, G.,
Jarvis, M., Fricke, W., (2007): Cuticular permeance in relation to wax and cutin
development along the growing barleyHofdeum wulgare) leaf. Planta 225,
1471 - 1481.

Riederer, M., Schreiber, L., (2001):Protecting against water loss: analysis of the
barier properties of plant cuticles. Journal of &xmental Botany 52, 2023 - 2032.

Rigano, C., DiMartino Rigano, V., Vona V., Carfagna S., Carillo, P., Esposito, S.,
(1996): Ammonium assimilation by young plants blordeum vulgare in light and
darkness — effects on respiratory oxygen consumgiioroots. New Phytologist 132,
375 - 382.

Ruan, J., Zhang, F., Wong, M.H., (2000)Effect of nitrogen form and phosphorus
source on the growth, nutrient uptake and rhizospkeil property oCamellia sinensis
L. Plant and Soil 223, 63 - 71.

Sakakibara, H., (2003): Nitrate-specific and cytokinin-mediated nitrogeigngling

pathways in plants. Journal of Plant Resources 238 257.

Schonherr, J., (1976)Water permeability of isolated cuticular membrangse effect
of pH and cations on diffusion, hydrodynamic perlnig and size of polar pores in
the cutin matrix. Planta 128, 113 - 126.

Schonherr, J., (2000):Calcium chloride penetrates plant cuticles via aggepores.
Planta 212, 112 - 118.

Schonherr, J., (2002):A mechanistic analysis of penetration of glyphosatks across
astomatous cuticular membranes. Pest Managemesnicech8, 343 - 351.

Schonherr, J., Schreiber, L., (2004)Size selectivity of aqueous pores in astomatous
cuticular membranes isolated frdPopulus canescens (Aiton) Sm. leaves. Planta 219,
405 - 411.

Schortemeyer, M., Feil, B., Stamp, P., (1993Root morphology and nitrogen uptake
of maize simultaneously supplied with ammonium aitdate in a split-root system.
Annals of Botany 72, 107 - 115.

Schortemeyer, M., Stamp, P., Feil, B., (1997):Ammonium tolerance and

carbohydrate status in maize cultivars. AnnalsafBy 79, 25 - 30.

94



Schreiber, L. (2005):Polar paths of diffusion across plant cuticleswN&vidence for
an old hypothesis. Annals of Botany 95, 1069 - 1073

Serna, M.D., Borras, R., Legaz, F., Primo — Millo,E., (1992): The influence of
nitrogen concentration and ammonium/nitrate ratidNo— uptake, mineral composition
and yield of citrus. Plant and Soil 147, 13 - 23.

Siddigi, M.Y., Glass, A.D.M., Ruth, T.J., Rufty Jr, T.W., (1990): Studies of the
uptake of nitrate in barley. Plant Physiology 9826 - 1432.

Smart, D.R., Bloom, A.D., (1998): Investigations of ion absorption during
NH," exposure |. Relationship between ldfflux and NQ absorption. Journal of
Experimental Botany 49: 95 - 100.

Smiciklas, K.D., Below, F.E., (1992)Role of cytokinin in enhanced productivity of
maize supplied with NI and NQ". Plant and Soil 142, 307 — 313.

Sommer, K., (2000):,Cultan* Cropping System: Fundamentals, state efetbpment
and perspectives. M. A. Martins — Loucé&o, S.H. L{gsls.), Nitrogen in Sustainable
Ecosystem: From the Cell to the Plant,. Kluwer Asadt Publishers, The Netherlands,
361 — 375.

Sonoda, Y., Ikeda, A., Saiki, S., von Wirén, N., Yaaya, T., Yamaguchi, J., (2003):
Distinct expression and function of three ammoniutnansporter genes
(OsAMT1; 1 - 1;3) inrice. Plant and Cell Physiolog¥,4726 - 734.

Stamp, P., Feil, B., Schortemeyer, M., Richner, W(1997): Responses of roots to
low temperatures and nitrogen forms. H.M. Andergiaad. (Eds.), Plant roots - from
cells to systems, Kluwer Academic Publishers, Tleéhsrlands, 143 - 154.

Steiner, H. Y., Naider, F., Becker, J.M., (1995)The PTR family: a new group of
peptide transporters. Molecular Mikrobiology 16582834.

Sykorova, B., KureSova, G., Daskalova, S., Tkova, M., Hoyerova, K.,
Raimanovd, |., Motyka, V., Travni¢kov4, A., Elliott, M., Kaminek, M., (2008):
Senescence - induced ectopic expression oAtiemefaciens ipt gene in wheat delays
leaf senescence, increases cytokinin content, taitnaflux, and nitrate reductase

activity, but does not affect grain yield. JouroBRExperimental Botany 59, 377 - 387.

95



Tahir, 1.S.A., Nakata, N., (2005):Remobilization of nitrogen and carbohydrate from
stems of bread wheat in response to heat stresagdgrain filling. Journal of

Agronomy and Crop Science 191, 106 — 115.

Taiz, L., Zeiger, E., (2002):Plant Physiology, Sinauer Associates,Inc., Pubishe
Sunderland, Massachusetts.

Taylor, A.R., Bloom, A.J., (1998): Ammonium, nitrate and proton fluxes along the

maize root. Plant, Cell and Environment 21, 12%363.

Thomas, H. (1978):Enzymes of nitrogen mobilization in detached leagktolium

temulentum during senescence. Planta 142, 161 - 169.

Tillard, P., Passama, L., Gojon, A., (1998)Are phloem amino acids involved in the
shoot to root control of N uptake in Ricinus communis plants? Journal of
Experimental Botany 49, 1371 - 1379.

Tischner, R., (2000):Nitrate uptake and reduction in higher and lowemps. Plant,
Cell and Environment 21, 1005 - 1024.

Tobin, A.K., Yamaya, T., (2001): Cellular compartmentation of ammonium

assimilation in rice and barley. Journal of Expenirtal Botany 52, 591 - 604.

Tong, Y., Zhou, J.J., Li, Z., Miller, A.J., (2000): A two component high-affinity
nitrate uptake system in barley. Plant Journal4?2, - 450.

Touraine, B., Glass, A.D.M., (1997)NOs;" nad CIQ" fluxes in the chl1-5 mutant of
Arabidopsis thaliana: does the CHL1 gene encode a low-affinity ;N@ansporter?
Plant Physiology 114, 137 - 144.

Trékova, M., Kaminek, M., (2000):Nitrate uptake and nitrogen allocation in wheat as
affected by exogenous cytokinins. M.A. Martins-Laag S.H. Lips (Eds.) Nitrogen in

a sustainable ecosystem: From the cell to the pBextkhuys Publishers, Leiden, the
Netherlands, 261 - 268.

Trékova, M., Raimanova, ., Stehno, Z., (2005)Differences amongTriticum
dicoccum, T. monococcum and T. spelta in rate of nitrate uptakeCzech Journal of
Genetic and Plant Breeding 41 (Special Issue), KBob Proceedings of the "5th
International Triticeae Symposium”, June 6-10, 2003ague, Czech Republic),
322 — 324.

96



Trékova, M., Stehno, Z., Raimanova, 1., (2006)Nitrate uptake and N allocation in
Triticum aestivum L. and Triticum durum Desf. seedlings. Plant, Soil and Environment
52, 88 - 96.

Tsay, Y.F., Chiu, C.C., Tsai, C.B., Ho, C.H., HsupR.K., (2007): Nitrate transporters
and peptide transporters. FEBS Letters 581, 2Z80D0.

Tsay, Y.F., Schroeder, J.l., Feldmann, K.A., Crawfad, N.M., (1993): The herbicide
sensitivity gene CHL1 ofrabidopsis encodes a nitrate-inducible nitrate transporter.
Cell 72, 705 - 713.

Tyree, M.T., Scherbatskoy, T.D., Tabor, C.A., (1990 Leaf cuticles behave as
asymmetric membranes. Evidence from the measureafetiffusion potential. Plant
Physiology 92, 103 - 109.

van der Leij, M., Smith, S.J., Miller, A.J., (1998) Remobilization of vacuolar stored
nitrate in barley roots. Planta 205, 64 - 72.

von Wirén, N., Lauter, F.R., Ninnemann, O., Gillisen, B., Walch-Liu, P.,
Engels, C., Jost, W., Frommer, W.B., (2000)Differential regulation of three
functional ammonium transporter genes by nitrogeroot hairs and by light in leaves
of tomato. The Plant Journal 21, 167 - 175.

Vidmar, J.J., Zhuo, D., Siddigi, M.Y., Schjoerring, J.K., Touraine, B.,
Glass, A.D.M., (2000):Regulation of high-affinity nitrate transporterngs and high-
affinity nitrate influx by nitrogen pools in rootd barley. Plant Physiology 123, 307 -
318.

Wang, M.Y., Glass, A.D.M., Shaff, J.E., Kochian, LV., (1994): Ammonium uptake
by rice roots. Ill. Electrophysiology. Plant Physigy 104, 899 - 906.

Wang, M.Y., Siddigi, M.Y., Glass, A.D.M., (1996):Interactions between *Kand
NH,": Effects on ion uptake by rice roots. Plant Calil &nvironment 19, 1037 - 1046.

Wang, M.Y., Siddigi, M.Y., Ruth, T.J., Glass, A.D.M, (1993a):Ammonium uptake
by rice roots. 1. Fluxes and subcellular distribatbf ** NH,". Plant Physiology 103,
1249 - 1258.

Wang, M.Y., Siddigi, M.Y., Ruth, T.J., Glass, A.D.M, (1993b): Ammonium uptake
by rice roots. 2. Kinetics of N£+*N-Influx across the plasmalemma. Plant Physiology
103, 1259 - 1267.

97



Wang, R., Liu, D., Crawford, N.M., (1998): The Arabidopsis CHL1 protein plays a
major role in high-affinity nitrate uptake. Proceegs of the National Academy of
Science of the United States of America 95, 151831-39.

Wang, R., Tischner, R., Gutierrez, R., Hoffman, M., Xing, X., Chen, M.,
Coruzzi, G., Crawford, N., (2004):Genomic analysis of the nitrate response using a
nitrate reductase-null mutant Afabidopsis. Plant Physiology 136, 2512 - 2522.

Wang, X.T., Below, F.E., (1995)Tillering, nutrient accumulation, and yield of went

wheat is influenced by nitrogen form. Journal ariRINutrition 18, 1177 — 1189.

Watson, C. J., Miller, H., Poland, P., Kilpatrick, D. J., Allen, M.D.B.,
Garret, M.K., Christianson, C.B., (1994):Soil properties and the ability of the urease
inhibitor N-(n-butyl) thiophosphoric triamide (nBTP to reduce ammonia
volatilization from surface-applied urea. Soil Rigy and Biochemistry 26,
1165 - 1171.

Wilson, M.R., O’Donoghue, S.l., Walker, N.A., (1988 The transport and
metabolism of urea i€hara australis: 1ll. Two specific transport systems. Journal of
Experimental Botany 39, 763 - 774.

Wilson, M.R., Walker, N. A., (1988):The transport and metabolism of uregCimnara
australis. I. Passive diffusion, specific transport nd metem of urea and methylurea.
Journal of Experimental Botany 39, 739 - 751.

Witte, C.P., Tiller, S.A., Tailor, M.A., Davies, HV., (2002): Leaf urea metabolism in
potato: Urease activity profile and patterns oforexy and distribution of°N after
foliar urea application in wild type and ureaseiserice transgenics. Plant Physiology
129, 1129 - 1136.

Yan, F., Schubert, S., Mengel, K., (1992)Effect of low root medium pH on net
proton release, root respiration, and root growthoon Zea mays L.) and broad bean
(Viciafaba L.). Plant Physiology 99, 415 - 421.

Yang, J, Zhang, J., (2006)Grain filling of cereals under soil drying. New Rblpgist
169, 223 - 236.

98



Yin, L.P., Li, P., Wen, B., Taylor, D., Berry, J.O, (2007): Charakterization and
expression of a high-affinity nitrate system traorsgr gene TaNRT2.1) from wheat
roots, and its evolutionary relationship to otheRT® genes. Plant Science 172,
621 - 631.

Yuan, L., Loqué, D., Kojima, S., Rauch, S., Ishiyam, K., Inoue, E., Takahashi, H.,
von Wirén, N. (2007): The organization of high-affinity ammonium uptake i
Arabidopsis roots depends on spatial arrangement and biochémpioperties of
AMT1-type transporters. The Plant Cell 19, 26352

Zoldos, F., Vashegyi, A., Pecsvaradi, A., Haunol&., Herger, P., (1999):Nitrate
and nitrite transport into cereals affected by o and different temperatures. Cereal
Research Communication 27 (4), 403 - 409.

Zhuo, D., Okamoto, M., Vidmar, J.J., Glass, A.D.M.,(1999): Regulation of a
putative high-affinity nitrate transporter (Nrt2t) in roots of Arabidopsis thaliana.
Plant Journal 17, 563 - 568.

Zhu, Z., Gerendas, J., Bendixen, R., Schinner, KTabrizi, H., Sattelmacher, B.,
Hansen, U.P., (2000)Different tolerance to light stress in NG and NH" - grown
Phaseolus vulgaris L.. Plant Biology 2, 558 - 570.

Zonia, L.E., Stebbins, N.E., Polacco, J.C., (1995kEssential role of urease in
germination of nitrogen — limitedrabidopsis thaliana seeds. Plant Physiology 107,
1097 — 1103.

99



