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Tato diplomova prace se zabyva vlivem dehydratace a rehydratace na dynamiku
fytohormonti u rajcat. Rajcata patfi mezi nejrozsirenéjsi plodiny na svété pro své
nutri¢ni a komer¢ni hodnoty, a také vyuziti pro védecké ucely. Sucho vyvolava u
rostlin vodni stres, ktery patii k abiotickym faktortim prispivajicim k vyraznému
poklesu vynosii této plodiny. Pod vlivem stresorti dochazi v rostlinach ke zménam v
produkci fytohormonii napf. Kyseliny abscisové (ABA), anebo osmolytli napf.
prolinu. Jednim z prvnich obranych mechanismii je uzavieni priiducht, coz zabrani
dal$im ztratdm vody. V dlsledku této obranné reakce dochdzi ke zménam
v metabolismu a hromadéni ROS, poSkozujicich rostlinné buriky, které mohou byt
zmirnény antioxida¢nimi mechanismy. Cilem této prace je zjistit, zda aplikace latek
hormondlni povahy miiZze prispét ke zvySené rezistenci rajat pred suchem
prostiednictvim sledovani hladin dileZitych fytohormoni a dalSich stresovych

markerii u rostlin béhem dehydratace a rehydratace.
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1. Uvod

Rostliny jsou na na$i planeté nedilnou soucasti prirody a jsou nezbytné pro Zivot na
Zemi. Poskytuji potravu nejen Zivocichlim, ale i lidem. Jedna se o organismy, které
pomoci slune¢niho svétla dokaZou preménovat anorganické slouCeniny na
organické latky, pricemZ vyuZivaji fotosyntézu, jejimZ produktem je Zivotné dileZity

kyslik, vyskytujici se jako druhy nejzastoupenéjsSi plyn v nasi atmosfére.

Na rozdil od Zivocichi jsou rostliny odkazany k prisedlému Zivotnimu stylu, a proto
jsou neustale vystaveny proménlivymi podminkam Zivotniho prostredi (Suzuki et
al,, 2014). Ze vSech abiotickych faktord, které omezuji riista produktivitu rostlinstva
na nasi planeté je nejvyznamnéjsi nedostatek vody. Voda, na rozdil od mineralnich
Zivin, ma velmi rychly kolobéh v ekosystémech a jeji zasoba v rostlinach i v ptidé
sta¢i jen na pomérné kratkou dobu (Gloser, 1998). Stres zplisobeny nedostatkem
vody spousti Sirokou $kalu rostlinnych reakci, od pozménéni genové exprese a
bunééného metabolismu aZ po zmény v rychlosti ristu a vynosech plodin (Reddy et

al, 2004).

vivs

Rajc¢ata, pochazejici ze Stiredni Ameriky, jsou jednou z nejdileZitéjSich
ekonomickych plodin na svété. Rlst a vyvoj rajcéat (Solanum lycopersicum L.)
vyZaduje dostatecné zasobovani vodou, a proto vodni stres miliZe vaZné omezit
vynosy této plodiny. Rostliny rajcat vSak reaguji na nedostatek vody zménou
morfologickych, fyziologickych a biochemickych procesii, mezi které patii zvySena
antioxida¢ni aktivita, produkce osmolyti, endogennich hormonli a syntéza
sekundarnich metabolit{i, za ticelem obrany a minimalizace poskozeni rostlin (Chen

etal, 2021).

Vv

Nedostatek srazek je obvykle hlavni pfi¢inou stresu ze sucha, pricemz vysoka
teplota, intenzita svétla a suchy vitr, mohou stavajici stres zplisobeny suchem jesté
umocnit. Globalni zména klimatu prispiva k prevladajicim podminkam sucha v
rozsahlych oblastech v celosvétovém méritku. Navic se oCekava, Ze tato zména v
budoucnu povede ke zvySené teploté a CO2 v atmosfére, coz vyvola zmény v

distribuci a dostupnosti srazek. V dlisledku toho bude sucho jednou z nejkriti¢téjsich
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hrozeb pro zajiSténi dostatku potravin ve svété. Pro uspokojeni budouci poptavky
po potravinach bude diilezité podporovat vyzkum zabyvajici se odolnosti rostlin

vlci suchu, zejména zvySenim efektivity vyuZiti vody (Seleiman et al,, 2021).

Tato prace se zabyva problematikou vodniho deficitu u rostlin balkénovych rajcat
Solanum lycopersicum odrliidy VILMA. Konkrétné zménami v hladinach stresovych
markeri superoxidu, malondialdehydu, prolinu a fytohormoni kyseliny abscisové
(ABA), kyseliny jasmonové (JA), kyseliny salicylové (SA) a auxinu kyseliny indol-3-

octové (IAA) u jednotlivych variant béhem dehydratace a nasledné rehydratace.

Teoreticka Cast zpracovava dostupné védecké clanky, které souvisi se stresem
zplisobenym nedostatkem vody. Zde je obecné popsan stres u rostlin a vodni deficit,
ktery je nasledné doplnén zakladnimi mechanismy plisobeni a produkce reaktivnich
forem kysliku (ROS) v rostlinach, ulohy malondialdehydu (MDA) béhem stresu ze
sucha a roli enzymatickych a neenzymatickych antioxidantt ptisobicich na ROS. Dale
je obecné popsana funkce osmolytu prolinu v rostlinach a konkrétné v rajcatech pri
vodnim deficitu. Nakonec jsou zde rozebrany ucinky zkoumanych fytohormont

obecné na rostlinach a na raj¢atech béhem stresu zptisobeného suchem.

Cilem prace je v nadobovém pokusu s rostlinami raj¢at sledovat dynamiku
fytohormonti a vybranych markér stresu v zavislosti na dehydrataci a nasledné
rehydrataci u rostlin rajcat. Posoudit vliv aplikace fyziologicky aktivnich latek
kyseliny abscisové a brassinolidi. Vyzkum probihal ve spolupraci s Ustavem

experimentalni botaniky - Laboratoii hormonalnich regulaci u rostlin v Praze.
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2. Teoreticka cast

2.1. Vyznam vody pro rostlinu

2.1.1. Voda v rostliné

Na stavbé rostlinného téla se ze vSech latek nejvice uplatiiuje voda. Listy zeleniny
obsahuji 85-95 % vody, duZnaté plody 90-99%, méné obsahuji xylémové c¢asti
stonkil a nejméné vody je v semenech (5-15 %). Kratkodoby pokles vody v listech
pod 60 % vede k nevratnému pogkozen{ pletiva a k smrti organu (Santrtiéek et al,,
1998). Celkovy obsah vody pritom predstavuje zna¢né promeénlivou veliCinu,
priCemz je ovliviiovana zejména vnéjSim prostredim, starim rostliny a vegetacnim
obdobim. Nenahraditelna uloha vody v Zivoté rostlin se projevuje vfradé funkci
(Schneider et al, 2011). Voda je nezbytna pro metabolismus rostlin, nebot je
univerzalnim rozpoustédlem latek, médiem pro rozvod mineralnich a organickych
latek, celkové vodivym systémem rostlin, zdrojem elektronti a protonii v procesu

fotosyntézy a vyznamné se podili na teplotni regulaci rostlin (Hrudova, 2011).

2.1.2.Ekologicky vyznam

Bohatost vegeta¢niho pokryvu souSe na na$i planeté je ovlivnéna predevsSim
mnozstvim dostupné vody. Tam, kde je dostatek srazek rovnomérné rozdélen do
vegetacni periody, roste bujna vegetace. Prikladem jsou deStné pralesy a lesy na
severozapadé USA a Kanady. Naopak kde jsou casta letni sucha, tak se vytvareji
savany, prérie a pampy. Cast&jsi redukce vede k mozaikovitému vyskytu ket a trav
az k prechodu v poust. Nicméné teplota miiZe ovlivnit vegetacni poméry pfti nizké
dostupnosti vody, v teplém klimatu jen pro stepni vegetaci, v chladnéjSim i pro

rozvoj lest (Santriicek et al.,, 1998).

2.2. Stres u rostlin

Vzhledem ke svému prisedlému Zivotnimu stylu jsou rostliny neustale vystaveny
proménlivym podminkam vnéjsitho prostiedi. Nicméné ucinky téchto stresti na
rostliny jsou studovany za podminek kontrolovaného riistu v laboratofich.
Venkovni prostiredi se od kontrolovanych podminek pouzivanych v laboratornich
studiich casto odliSuji, nebot zahrnuje vystaveni rostlin vice nez jednomu stresu.
Soucasny vyskyt rliznych stresti ma navic za nasledek vysoky stupen sloZitosti

11



reakci rostlin, protoZe reakce na kombinované stresy jsou z velké ¢asti rizeny
riznymi a nékdy protichidnymi signalnimi cestami, které se mohou vzijemné
ovliviiovat a vzajemné se inhibovat (Suzuki et al., 2014). Vlivy vnéjSiho prostredi se
oznacuji jako stresové faktory neboli stresory. Termin stres je pouZivan pro
souhrnné oznaceni stavu, ve kterém se rostlina nachazi pod vlivem stresort. Za¢ne-
li na rostlinu piisobit stres, dojde ke spusténi retézce zmén, ktery byva oznacovan
jako stresova reakce (Prochazka et al., 1998). Stresory plisobici na rostlinu miiZeme
rozdélit na biotické, zpilisobené okolnimi Zivymi organismy, a abiotické, zplisobené
chemickymi nebo fyzikalnimi faktory (Hala, 2021). Abiotické stresory lze délit podle
povahy (fyzikalné-chemické, mechanické), podle plivodu stresu (kosmické,
atmosférické, hydrosférické, pedosférické) a podle doby poSkozeni rostlin (béhem
vegetace, v priibéhu sklizné, po sklizni a béhem skladovani) (Hrudova, 2011). Mezi
nejcastéji studované abiotické stresory patti sucho, horko, chlad zasoleni a jejich
kombinace (Suzuki et al., 2014). Z hlediska obecné biologického ptisobi stresor na
riznych trovnich rostliny a v riiznych ¢asovych dimenzich. Tedy na trovni organely,
buriky ¢i pletiva, individualni rostliny, celého rostlinného spoletenstva a na urovni
ekosystému (Blaha et al,, 2003). Proto si rostliny vyvinuly sloZité mechanismy
obrany proti proménlivym a Casto potencialné Skodlivym podminkam prostredi
(Varkova, 2010). Riizné rostliny vykazuji jistou miru adaptace, ktera se lisi rliznou
citlivosti ke stresovym faktortim. Adaptace rostlin na stres miiZe byt stabilni, ktera
vznika v priitbéhu fylogeneze nebo nestabilni, kdy je zavisla na vyvojové fazi rostliny
a vnéjsich faktorech prostiredi (Hrudova, 2011). Bldha etal. (2003) uvadi, Ze veSkeré
biologické regulace adaptaci rostlin ve stresovych podminkach se uskutec¢iuji vzdy
na molekularni arovni. Pfechodné zvySeni odolnosti pod vlivem stresoru se nazyva
aklimace, které miize byt zaloZeno na zménach rychle pomijivych (tvorba
specifickych metabolitii) nebo zméndach trvalejsich (zmény v tvorbé novych organt
a jejich vnitfni strukture) (Prochazka et al, 1998). Je nutné zminit, Ze rada
rostlinnych druhti se dokaZe vyhnout piisobeni stresti, ale vétSinou se pokousi o
nastoleni tzv. tolerance vici stresu, pricemz vétSina mechanismi tolerance je stale

neznama a je potireba je objasnit (Blaha et al., 2003; Suzuki et al., 2014).
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2.2.1. Stresova reakce

Priibéh a vysledek stresové reakce zavisi na délce a intenzité plisobeni stresového
faktoru, ale i na samotné rostliné, zejména na jejim genotypu, na stadiu vyvoje,

vitalité a adaptacnich schopnostech.

Poplachova faze - naruseni bunécnych struktur a funkci bezprostiedné po zacatku

plisobeni stresového faktoru

Restitucni faze - mobilizace kompenzacnich mechanismii (od této faze prechazi

stresova reakce v pripadé, Ze intenzita stresu neprekracuje letalni troven)

Faze rezistence - zvyseni odolnosti rostliny vii¢i plisobicim faktortim; vétsinou je
spojeno se zvySenou spotiebou energie na ukor jinych Zivotnich funkci (napf. riist

¢i produkce potomstva)

Faze vycCerpani - miZe nastoupit pfi dlouhodobém a intenzivnim pilisobeni

stresového faktoru

(Larcher, 1995)

normalni
stav

odolnost

I pocatek stresu cas

Obr. 1 Priibéh stresové reakce (Larcher, 1995)
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2.2.2. Vodni deficit

Sucho patii k nejvyznamnéjSim svétovym faktortim, které ovliviiuji produktivitu
rostlin, pricemZ oCekavané globalni oteplovani povede k dalSimu zesileni téchto
vlivii (Vanikovda, 2010). Pri¢inou nedostatku dostupné vody pro rostliny jsou tedy
nejcastéji klimatické poméry a prlibéh pocasi. Pfijem vody samotnou rostlinou je
zavisly na obsahu Zivin a soli v pidé, ale i na pidni reakci. Vodni stres sniZuje
piredevsim rist, fotosyntézu a aktivitu vSech enzymi v rostliné. DiileZitou tilohou
vody je udrZovani turgoru, nebot rlist rostlin je na sniZovani turgoru citlivéjsi neZ
fotosyntéza. Turgor ma hlavni ulohu pfi ristu a prodluZovani bunék, otevirani
priduchi, pohybu listli a kvétnich oballi (Blaha et al., 2003). Klesajici rychlost rlistu
je také propojena se zvétSujici se transpiracni plochou. Jakmile se mnozZstvi
transpirované vody vyrovna nebo zvétsi oproti mnoZstvi vody prijaté z plidy anebo

vzduchu, tak prestava rostlina rist (Kincl et al.,, 2000).

Existuji proto rozdily mezi plodinami v jejich toleranci vii¢i suchu, které jsou
zaloZeny na celkovém mnoZstvi transpirovatelné vody, kterou miiZe rostlina
extrahovat. U brambor bylo pozorovano, Ze musi existovat souvislost mezi
odsavanim mensiho mnoZstvi plidni vody a expanzi listii. Rist listli zacal klesat aZ
po ztraté 40% polni vodni kapacity, pficemz transpirace byla ovlivnéna vodnim
stresem teprve poté, kdy se polni vodni kapacita snizila na hodnoty 64 - 80% (Weisz

etal, 1994).

Rostliny tedy mohou disponovat obranymi mechanismy a strategiemi, kterymi se
brani. Jednou z mnoha strategii je kratky zivotni cyklus, pricemZ rostlina dokon¢i
vyvoj svych citlivych ¢asti, jeSté pred ndstupem sucha. DalSim mechanismem miiZe
bytzamezeni odparovani vody z list pomoci uzavieni priducht, coZzabrani dal$im
ztratam vody, ale i omezi proces fotosyntézy. Tlusticovité (Crassulaceae) si vyvinuly
specificky typ ekonomického hospodareni s vodou, nazyvany CAM (Crassulacean
acid metabolism), ktery Casové oddéluje piijem CO2 a priibéh fotosyntézy. Velice
zvlastni je tolerance ksuchu, vyvinuta u pouStni rostliny Craterostigma

plantaginerum, ktera umozni rostliné uplné vyschnout a po opétovné rehydrataci

znovu Zit a riist (Vankova, 2010).
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2.2.3. Osmoticky stres

Osmoticky stres je ¢asto vniman jako pouhy nedostatek vody, ve skuteCnosti se
jedna o komplexni stav, ktery je vyvolan nejméné tremi slozkami, jako je sucho,
iontovy stres, nebo-li salinita a alkalita z nedostatku Zivin. Tyto slozky mohou
plisobit samostatné anebo v rliznych kombinacich. Adaptace rostlin na tyto slozky
jsou zaloZené na bunécnych a fyziologickych reakcich, které se ¢astecné odlisuji
podle dominujici sloZky stresu. To znamen3, Ze napiiklad sucho miiZe primarné
ovlivnit turgiditu bunék, to zpiisobi zastaveni riistu a uzavieni priiduchi, coZ ma za
nasledek fotosyntetickou nerovnovahu a zhorSenou redoxni homeostazu. Salinita
naruSuje iontovou homeostazu. Zde tedy adaptace nebude zaloZena pouze na
obnoveni turgoru, ale také na navraceni rovnovahy mezi diilezitymi ionty, jako je
sodik a draslik. Specifické adaptivni rostlinné reakce jsou spoustény specifickymi
signalnimi kaskadami, které zahrnuji specifické molekularni slozky. Avsak pocet
molekularnich prenasecli stresovych signalii je dosti omezeny, proto jsou tyto

prenaSece sdilené pti riiznych stresech (Ismail et al.,, 2014).

2.2.4. Oxidacni stres

Produktivita plodin je naruSena biotickymi nebo abiotickymi stresovymi
faktory. Mezi hlavni faktory patfi patogeny, nemoci, hmyz, chlad, teplo, zasoleni,
sucho, zareni a dal$i. Mezi témito nepriznivymi podminkami je sucho jednim
z hlavnich neZadoucich faktord, které se negativné podili na vyvoji plodin. Tento
nepriznivy vliv prostredi obecné vyvolava akumulaci reaktivnich forem kysliku
(ROS) (Schneider, 2019). V diisledku nadprodukce a akumulace ROS se spousti
komplexni chemicky a fyziologicky jev, ktery nazyvame oxidac¢ni stres. Jedna o stav,
kdy ztrata elektronti prevysuje jejich pririistek, coZ vede k oxidacnimu poSkozeni
bunécnych sloucenin, proto je oxidacni stres spojen se zavaZnou a dlouhodobou
redoxni nerovnovahou zplisobenou nedostatkem elektronti (Demidchik, 2015).
Vysoké hladiny molekul ROS vedou ke ztraté funkci organel, k uniku elektrolytii a
sniZeni metabolické tuc¢innosti. Stdle vysokd koncentrace ROS v buiikdch miiZe
zplisobit molekuldrni poskozeni, které zahrnuje poskozeni proteini, aminokyselin
a lipid@, a dokonce miiZze vést aZ k bunécné smrti. Za ucelem zmirnéni tohoto

posSkozeni rostliny zvySuji enzymatickou antioxida¢ni aktivitu a obsah
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neenzymatickych antioxidantl. Pro Zivot rostlin jsou ROS nezbytné, vykonavaji

bunécné funkce, jako jsou signalizace a obranné reakce (Schneider, 2019).

2.3. Reaktivni formy kysliku (ROS)

Reaktivni formy kysliku, ¢astéji nazyvané jako ,volné kyslikové radikaly“ jsou
reaktivni slouceniny, které vznikaji z kysliku. Zkratka ROS je pfevzata z anglictiny:
»Reactive oxygens species“. ROS jsou schopné uvoliiovat a preménovat energii
nezbytnou pro Zivot, jsou soucasti enzymii a plni vyznamnou funkci v buiice. Tyto
latky mohou byt i prospésné, ale vymknou-li se kontrole mechanismu v burice, tak
napadaji a poSkozuji zdravé burky (Richterova, 2008). Schieber et Chandel (2014)
fikaji, Ze nase chapani role ROS se znacné rozsitilo od pouze Skodlivych druht
zplsobujicich oxida¢ni stres k nazoru, Ze jsou zasadnimi posly zapojenymi do
redoxni signalizace. Mignolet-Spruyt et al. (2016) poukazuji na fakt, Ze ROS se
mohou iniciovat a integrovat se signalnimi sitémi, a tim regulovat Sirokou Skalu
procest, jako je riist, vyvoj, obrana a aklimatiza¢ni reakce na biotické a abiotické

stresy.

2.3.1. Vliv abiotického stresu na vznik superoxidu a
nasledné produkci malondialdehydu

Reaktivni formy kysliku (ROS), jejichz akumulace zptlisobuji oxida¢ni poskozeni,
funguji jako signalni transduké¢ni molekuly k urychlené reakci rostlin v podminkach
abiotického stresu (Zhou et al.,, 2019). ROS také ovliviiuji expresi fady genfti, a proto
ovliviiuji mnoho procest, jako je rlist a vyvoj, bunécny cyklus, programovanou
bunécnou smrt ¢i obranu proti patogentim (Gill et Tuteja, 2010). Superoxid (02*-) je
volny radikal, ktery vznika oxidaci vzdu$ného kysliku v dychacim retézci, pricemZz
touto cestou miiZe vznikat i hydroxylovy radikal (OH*). Polocas existence (02*-) je
10-> sekund, po uplynuti kratké reakce se setka bud’ s antioxidantem, ktery reakci
pribrzdi anebo s jinym volnym radikalem, s nimz vytvori elektronovy par. Radikal
superoxid se u¢inkem enzymu superoxiddismutazy zpracovava na peroxid vodiku,
ktery Skodi uUplné stejné, ne-li vice. Radikaly s kratkym poloCasem trvani staci
poskodit pouze molekuly v blizkém okoli. Jednou z reakci zptisobenych volnymi
radikaly je lipoperoxidace, ktera postihuje lipidy, pricemz vznikaji metabolity napft-.

malondialdehyd (Rokyta et al.,, 2006).
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Malondialdehyd (MDA) je tedy produkovan membranovymi lipidy v reakci na ROS.
Je jednim z kone¢nych produktii peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin v
burikach, a proto je hojné pouzivanym a spolehlivym markerem pro stanoveni
stupné poskozen{ stresované rostliny. Cim vice je rostlina poskozena, tim vy3si je
jeji obsah MDA, coZ znamena, Ze rostliny produkuji ROS za podminek abiotického ¢i
biotického stresu, a tak se zhorSuje produkce biomolekul, jako jsou proteiny,
nukleové kyseliny ¢i zminéné lipidy. To vSe zvySuje obsah MDA a propustnost
plazmatické membrany, ktera vede k extravazaci obsahu bunék. Proto miiZe byt
MDA pouzit jako indikator sucha k vyhodnoceni stupné poskozeni plazmatické

membrany a schopnosti rostlin snaset stres vii¢i suchu (Zhang et al.,, 2021).

2.3.2. Oxidacni prostredi v rostlinné bunce

Vystaveni rostlinnych bunék oxida¢nimu bunéfnému prostiedi vede k tvorbé
toxickych ROS.Za tucelem detoxikace Skodlivych ROS si rostliny vyvinuly rtizné
strategie, v€etné jejich vychytavani a antioxida¢nich mechanismt (Das et al., 2015).
Pro kontrolu produkce vysoce toxickych ROS maji vyssi rostliny enzymatické a
neenzymatické antioxidatni obranné systémy, které pomahaji pfi odstrariovani ROS
a ochrané rostlinnych bunék pred oxida¢nim poSkozenim. Tyto antioxidac¢ni
systémy predstavuji velmi flexibilni jednotku, kterd miiZe ridit akumulaci ROS
¢asové i prostorové (Foyer et Noctor, 2005). Rizné molekuly antioxidantii jsou
lokalizované v rtiznych bunécnych kompartmentech a hraji klicovou roli béhem
tohoto procesu, ktery zahrnuje jak redoxni signalizaci, tak redoxni homeostazu (Das
et al, 2015). Ackoliv vysoka koncentrace ROS ma negativni vliv na rostliny, tak
specifické koncentrace ROS hraji zasadni roli v bunécné signalizaci. Neustala
expozice ROS vytvari oxidatni prostredi, které ovliviiuje redoxni rovnovahu
buriky. Zmény redoxniho stavu v intracelularni oblasti maji vliv na buné¢né funkce,
nebot rizné bunécné signalni drahy regulujici bunécné déleni a systémy stresové
reakce jsou citlivé na redoxni situaci (Chiu et Dawes, 2012). Informace o redoxnim
stavu buriky prinasi antioxidanty, které ridi expresi gentli spojenych s abiotickym a
biotickym stresem pro zvySeni obranyschopnosti proti stresu. Rostliny, tak
vyuzivaji raznych bunécnych mechanismli, kterymi udrZuji hladiny ROS

v rovnovazném stavu, coZ je pro né klicové (Das et al., 2015).
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2.3.3. Odpovéd’ enzymatickych antioxidantli na ROS

Hlavni roli antioxida¢nich enzymi, jako je katalaza (CAT), superoxid dismutaza
(SOD), glutathion reduktaza (GR), askorbat peroxidaza (APX), glutathion peroxidaza
(GPX) a monodehydroaskorbat reduktaza (MDAR), je odstratiovani toxickych ROS
uvnitl rostlinné buiiky. Peroxidazy vazané na bunécnou sténu, APX, CuZn-SOD, a
nizké hladiny askorbatu odstranuji ROS v apoplastu. CAT a GPX jsou pritomny
v peroxisomech. SOD je pritomna ve vSech bunécnych organelach vcetné
appoplastu, mitochondrii, chloroplastli a peroxisomi. Tento enzym pireménuje
superoxid (02*-) na H202, nasledné detoxikac¢ni tlohu piebird CAT a nékolik riznych
peroxidaz, které rozkladaji H202na molekularni kyslik a vodu. Kromé toho
glutathion-askorbatovy cyklus (Foyer-Haliwell-Asadiv cyklus), ktery je také
zapojen do odstrafiovani riiznych ROS, funguje v mitochondriich, chloroplastech,
peroxisomech a cytosolu (Shao et al,, 2006; Wang et al., 2016; Miller, 2012; Mittler,
2017).

2.3.4. Odpovéd’ neenzymatickych antioxidantd na ROS

Co se tyCe neenzymatickych lapacti ROS, tak tuto roli vykonava kyselina askorbova,
tokoferoly, redukovany glutathion a karotenoidy. Kyselina askorbova nebo-li
vitamin C je jednim z nejvice studovanych neenzymatickych antioxidantd,
nachézejicich se ve vétSiné typl rostlinnych bunék, konkrétné organeldch a
apoplastech. Vitamin C miizZe piimo vychytavat 102, 0O2*- a OH-, stejné jako
regenerovat tokoferol z tokoferoxylovych radikaldi, ¢imZ chrani membrany (Shao et

al, 2006; Horemans et al., 2000; Davey et al., 2000).

Tokoferoly jsou biologicky nejaktivnéj§i a nejvyznamnéjsi antioxidanty v
membranach chloroplastii, pficemZ jsou primarné zodpovédné za jejich ochranu
pred fotooxida¢nim poSkozenim. Schopnost uhasit singletovy kyslik procesem
prenosu naboje mu dava antioxida¢ni vlastnosti. Je znamo, Ze jedna molekula a-
tokoferolu miiZe neutralizovat aZ 120 molekul singletového kysliku. Ddle mohou
slouzit jako terminatory retézové reakce pro radikaly polynenasycenych mastnych
kyseliny, které vznikaji béhem oxidace lipidii, napriklad interakci s askorbatem

nebo jinymi antioxidanty, a-tokoferoly vychytavaji lipidové peroxyradikaly a
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vytvareji tokoferoxylovy radikal, ktery lze recyklovat zpét na ptivodni a -tokoferol
(Yu et Tang, 2004).

Glutathion je tripeptid, ktery se nachazi témér ve vSech bunécnych
kompartmentech, vcetné cytosolu, chloroplastli, endoplazmatického retikula,
vakuol a mitochondrii. Bylo zjiSténo, Ze prispiva kudrzeni hladin ROS pod
kontrolou. Tento antioxidant je vyuZzivan enzymaticky i neenzymaticky k redukci
dehydroaskorbatu (DHA) na askorbat-glutathionového cyklu, nasledné je oxidovan
na oxidovany glutathion (GSSG), pricemz glutathion reduktaza katalyzuje preménu

GSSG na glutathion (Yu et Tang, 2004; Foyer et Noctor, 2003).

Rostliny a mikroorganismy obsahuji karotenoidy, coZ jsou pigmenty.V prirodé
existuje vice neZ 600 karotenoidii. Jejich antioxidacni aktivita je primarné
zplisobena jejich schopnosti konjugované struktury s dvojitou vazbou delokalizovat
neparové elektrony, jenZ jsou u karotenoidli schopny potlacit singletovy kyslik bez
degradace, a také jeho chemickou reaktivitu s volnymi radikaly, jako je peroxyl
(ROOe) a hydroxyl (HYDe).Navic mohou karotenoidy chranit lipidy pred

poSkozenim peroxidem v dostatecné vysokych davkach (Gonzalez et al., 2021).

2.3.5. Tvorba ROS v bunéénych kompartmentech a
signalizace

Reaktivni formy kysliku (ROS), vCetné superoxidového aniontu (02°-), peroxidu
vodiku (H202) a hydroxylového radikalu (HO-), stejné jako singletového kysliku
(102), se tvori v bunétnych kompartmentech (chloroplast, mitochondrie, peroxizom
a cytoplazma) béhem reakci prenosu elektront, pti fotosyntéze a dychani a jako
vedlejsi produkty enzymatickych reakci pfi fotorespiraci a dal$ich metabolickych
pochodech. Produkovany jsou také enzymaticky v apoplastu lignifika¢nich bunék a
jako odpovéd’ na vnéjSi podnéty. Prvnim produktem specializovanych reakci
produkujicich vodu katalyzovanych oxidazami je superoxid, ze kterého nasledné

vznikaji dalsi ROS. (Das et al,, 2015; Demidchik, 2015).
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Chloroplasty

Abiotické stresy jako sucho, slanost, nizka teplota nebo vysoka teplota ¢asto omezuji
fixaci COza snizuji tvorbu NADP * prostfednictvim Calvinova cyklu. To vede k
nadmérné redukci fotosyntetického elektronového transportniho retézce (ETC),
ktery vytvari superoxidové radikaly a singletovy kyslik v chloroplastech (Li et Jin,
2007). Za utelem nadmérného sniZeni ETC za stresovych podminek si vyssi rostliny

upravily drahu fotorespirace, aby obnovily tvorbu NADP + (Shao et al., 2006).

Peroxisomy

V' peroxisomech jsou ROS produkovany jako H202 a O2.Oxidace xanthinu a
hypoxantinu na kyselinu mocovou v matrici peroxizomli ma za nasledek produkci
Oz (Reumnann et al, 2016). Rtzné metabolické procesy jako je fotorespiracni
reakce, enzymatickd reakce flavinoxidaz, [-oxidace mastnych Kkyselin a
disproporcionace Kkyslikovych radikali jsou zodpovédné hlavné za tvorbu
H202 v peroxisomech. Za stresovych podminek je tvorba ROS zptlisobena predevsim
zvySenou rychlosti fotorespirace, ktera vede diky glykolat oxidaze ke zvySenym

hladinam H20:2 (Kerchev etal,, 2016).

Mitochondrie

V mitochondriich jsou mistem s nejvys8i produkci ROS komplex [ a komplex III ETC
(Steffens, 2014). Reakci mezi Fez* a Cu* (Fentonova reakce) v mitochondriich vznika
H202, coZ ma za nasledek uvolnéni letalniho HO-, ktery prochazi membranou
mitochondrii a zplisobuje peroxidaci membranovych lipidi a oxida¢ni poSkozeni
lipidd, proteinti a nukleovych Kkyselin (Rhoads et al, 2006).Ve stresovych
podminkach je tato produkce urychlena v disledku uniku elektrolytu v obou
zminénych komplexech za vzniku O2°-, ktery je detoxifikovan opét na

H 20 2 enzymem MnSOD (mangan superoxidismutaza) (Huang et al,, 2016).

Appoplast

Dal8imi aktivnimi misty tvorby ROS v rostlinach jsou bunécné stény a appoplast.
Plazmaticka membrana obsahujici NADPH oxidazy, které jsou také nazyvané
respiratory burst oxidase homologs (RBOHs), jsou diileZitymi proteiny generujicimi

ROS (O'Brien et al, 2012; Suzuki et al, 2011). Vnitini membranové proteiny RBOHs
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zplisobuji béhem podminek produkci ROS (Oda et al.,, 2010). Tyto proteiny, které
maji N-terminalni ¢ast obsahujici dva motivy EF-hand, jsou zavislé na Caz+ a aktivuji
se, jakmile se Caz+navaze na jejich N-terminalni oblast (Ogasawara et al., 2008;
Sumimoto, 2008). Oxalatoxidaza je apoplasticky protein produkujici ROS. Tento
protein miiZe za produkci H202 v kofenovych buiikach, navic je dobi'e znam pro svijj
ucinek viici toleranci stresu béhem sucha (Voothuluru et Sharp, 2013). Signalizace
ROS je silné propojena s reakci na rostlinné hormony, vcetné kyseliny salicylové
(SA), kyseliny jasmonové (JA), ethylenu, kyseliny abscisové (ABA) a auxinu
( Mignolet-Spruytetal.,2016).

Zmény v metabolismu ROS a antioxidacniho
mechanismu u rajéat zplsobeného abiotickym
stresem

Zhou etal. (2019) zkoumali dynamické zmény v metabolismu ROS a antioxida¢niho
mechanismu u raj¢at za plisobeni stresu vyvolaného suchem, horkem a jejich
kombinaci. Pro experiment byly pouzity dva kultivary rajc¢at (Sufen 14: CV1 a
Jinlingmeiyu: CV2). Sest dni sucha a kombinovaného stresu vedlo k prudkému
nartstu obsahu H202 (peroxidu vodiku) a O2*- (superoxidového radikdlu) u obou
kultivard, i kdyZ hladiny téchto ROS kolisaly od prvniho do patého dne. Treti den
doslo u obou kultivart k dramatickému nartistu aktivity superoxid dismutazy (SOD)
a askorbat peroxidazy (APX) a poklesu aktivity katalazy (CAT) béhem vSech
stresovych podminek. Sesty den se vyznamné sni%ila aktivita peroxidazy (POD) a
CAT u obou kultivart. Vyznamné zvySeni obsahu MDA bylo pozorovano u CV1 za
plisobeni stresu zplisobeného suchem a kombinaci sucha a horka. U rostlin CV2 byl
zvySeny obsah MDA pozorovan u vSech variant plisobeni stresu. Zatimco
kombinovany stres zpiisobil pokles obsahu prolinu u kultivaru CV1. Plocha zapoje a
primér stonku byl mensi pfi plisobeni kombinovaného stresu neZ pti plisoben{
jednotlivych stresii. Bylo zjisténo, Ze odolnost rajcat vii¢i stresu ze sucha a horka je
spojena s jejich schopnosti reagovat na oxida¢ni poskozeni a regulovat vychytavani

ROS pomoci vyvolané reakce na ROS kombinovanym stresem
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2.4. Prolin a jeho vyznam v metabolismu rostlin

Prolin je klicova a multifunk¢ni aminokyselina, ktera miiZe hrat vyznamnou roli
nejen ve vyvojovych procesech rostlin, ale také v reakcich na bioticky a abioticky
stres (Szepesi et Szollési, 2018). Jeho obsah v butikach zavisi na jeho syntéze,
degradaci, exportu do jinych bunék, syntéze proteinti bohatych na prolin, a také jeho
uvolniovani z bunék pomoci prolinovych iminopeptidaz (Tarchevsky et Egorova,
2022). Metabolismus prolinu hraje roli pfi redoxnim utlumeni pfenosu energie a je
zapojen do interakce rostlinnych patogenti a programované bunécné smrti. Zarovei
se hromadi v rostlinach s omezenym mnozstvim vody, pricemz jeho pritomnost
umoziiuje rostlinam zvysit bunétnou osmolaritu béhem nedostatku vody. Jeho
velkou akumulaci Ize vysvétlit pomoci chemickych vlastnosti, jelikoZ prolin je z
aminokyselin nejvice rozpustny ve vodé a vétSinou existuje ve stavu zwitteriontii a
ma slabé negativni i pozitivni naboje na karboxylové a dusikové skupiné. Nicméné
zvySeny obsah prolinu v relativné malém objemu cytoplasmy miZe zvySit narist
s deficitem ABA a exogenni aplikaci ABA prokazaly, Ze akumulace prolinu ve
stresovych podminkach je ¢astecné regulovana ABA, ale kdyZ na rostliny nepiisobi
Zadny stres, tak aplikace ABA nestac¢i kakumulaci vysokych hladin prolinu (Verslues
et Sharma, 2010). Studium exogenni aplikace ukazalo, Ze prolin zlepSuje mineralni
vyZivu, enzymatickou i neenzymatickou aktivitu antioxida¢nich systémi, dale
zvySuje hladiny GA, IAA, koncentrace rozpustnych cukrii a organickych kyselin a

miiZe za expresi nékolika genti (Szepesi et Sz61l6si, 2018).

2.4.1. Vliv vodniho deficitu na akumulaci prolinu

Knipp et Honermeier (2006) se rozhodli prozkoumat vliv vodniho stresu na
akumulaci prolinu v listech transgennich linii brambor vytvarejicich fruktany.
Vysledky ukazaly, Ze se zvySily hladiny prolinu v listech u vSech linii brambor, které
byly vystaveny stresu zplisobeného nedostatkem vody. Zaroven bylo pozorovano
zvySeni koncentrace prolinu i béhem vyvoje rostlin. Obsah prolinu souvisel s
vodnim potencialem a relativnim obsahem vody (RWC) v listech, coz ukazuje, Ze
prolin by se mohl podilet na osmoregulaci rostlin. Pfekvapenim bylo, Ze hladina

R4

s vysokym stupném polymerace. Prekvapivé pri nedostatku vody byla hladina
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fruktanu s vysokym stupném polymerace. Vysledky experimentu naznacily, Ze
modifikaci metabolismu sacharidii, zejména vysoky obsah rozpustnych sacharidd,

miiZe ovlivnit akumulace prolinu, kterd je vyvolana vodnim stresem.

2.4.1. Vliv prolinu a antioxida¢nich enzymii na rostliny
rajcat vystavené stresu zptisobeného suchem

Vodni stres ¢asto vede k hromadéni ROS a jejich nadmérna produkce méni aktivity
enzyml podilejicich se na jejich odstrafiovani. ZAT12 je protein, o kterém se uvadi,
Ze tidi expresi nékolika stresem aktivovanych genii v rostlindch prostiednictvim
signalizace ROS. Rai et al. (2013) vystavili ZAT12-transformované linie rajcat
(kultivace H-86 odriida Kashi Vishesh) nedostatku vody po dobu 7, 14 a 21 dnti. V
rostlinach byly odhaleny vyznamné zmény v aktivité enzymt SOD, CAT, APX, GR a
PO soucasné se zvySenim hladiny prolinu, coZ vedlo k neménné koncentraci
superoxidu a peroxidu vodiku v listech. To naznacuje, Ze transformované rostliny
dokaZou regulovat tvorbu téchto radikald, a tim sniZuji oxidacni stres u rajcat.
Vysledky naznacuji, Ze gen ZAT12 je spouStétem pro zvySeni antioxidac¢nich reakci

a akumulace osmolytu prolinu.

2.4.2. Vliv kumulace prolinu a polyamini na toleranci
mirného vodniho stresu

Ut¢inky prolinu a polyaminu za stresovych podminek na udrZeni osmotické
rovnovahy byly Siroce popsany u mnoha druht rostlin. Montesinos-Pereira D et al,
(2014) provedli studii na kultivarech rajcete cherry (Solanum lycopersicum L.) za
ucCelem objasnéni metabolismu prolinu a polyaminu na mechanismus tolerance
mirného vodniho stresu. Kultivar (Zarina) nejvice odolny viic¢i stresu z nedostatku
vody vykazoval zvySeny pokles prolinu spojeny se zvySenou syntézou polyaminu, s
vy$Si koncentraci spermidinu a sperminu. Naopak kultivar (Josefina), nejcitlivéjsi na
vodni stres, vykazoval po vystaveni vodnimu stresu hromadéni prolinu spojené se
zvySenou syntézou po vystaveni stresu. V tomto kultivaru nebyl detekovan Zadny
narlst syntézy polyaminu. Zavérem lze fici, Ze metabolismus polyaminu se vice

podili na tolerancni reakci na mirny vodni stres.
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2.4.3. Vliv vodniho stresu na obsah prolinu,
glycinbetainu a MDA v cherry rajcatech

Hassan et al. (2015) zkoumali u rostlin cherry rajcete tc¢inky vodniho stresu na riist
a nékolik stresovych markert. Vodni stres inhiboval riist rostlin. Obsah prolinu se
zvySil v listech stresovanych rostlin a dosahl dostate¢né vysoké urovné, aby hral
hlavni roli v osmotické upravé bunék. Stresem indukovana akumulace osmolytu
glycinbetainu byla detekovana v cherry rajceti, i kdyZ v niz$i koncentraci nez u
prolinu. To naznacuje, Ze rostliny jsou schopny syntetizovat glycinbetain jako
sekundarni osmolyt za silnych stresovych podminek. Hladiny celkovych cukrii se
naopak sniZily u rostlin vystavenych stresu. Plisobici stres vyvolal oxidac¢ni stres,
ktery byl indikovan vyznamnym zvySenim obsahu MDA. Vodni stres vedl ke zvySeni
celkového obsahu fenolickych latek a flavonoidi a ke sniZeni hladiny karotenoidt

v listech.

2.5. Fytohormony

Desitky let vyzkum@ ndm objasnily molekularni zdklady fytohormont, jejich
biosyntetickych drah, primarni signalni slozky a jejich transkrip¢ni vystupy. Dle
klasického pohledu kaZdy hormon reguluje soubor diskrétnich procesti nebo
usnadiiuje reakce na specifické stimuly, nicméné bylo prokazano, Ze spoletné
funguji jako propojena sit, ktera je schopna regulovat riist a vyvoj rostlin. Jeden
hormon tedy pifimo ovliviiuje aspekt jiného hormonu, aby reguloval urcity proces.
Na odpovédi na podnéty se tedy podili vice rostlinnych hormonii (Emenecker et
Strader, 2020). Fytohormony hraji ustfedni roli v integraci rtiznych signali do
riznych adaptivnich vystupd, jako jsou zmény v aktivité iontovych kanald,
modifikace proteinli, degradace protein@i a genova exprese (Rieman, 2015). Dale
hraji zasadni roli pri regulaci riznych jevil v rostlinach, naptiklad aklimatizace na
ménici se prostredi sucha. Kyselina abscisova (ABA) je povaZovana za hlavni
hormon, ktery zesiluje odolnost rostlin vii¢i suchu prostrednictvim rtznych
morfologickych, fyziologickych a molekularnich procesti véetné regulace priiducht,
vyvoje kofenili a zahdjeni drahy zavislé na ABA. Ddle kyselina jasmonova (JA),
kyselina salicylova (SA), ethylen (ET), auxiny (IAA), gibereliny (GAs), cytokininy

(CK), a brassinosteroidy (BR) jsou také velmi diilezité fytohormony, které sdruzuji
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problémy se stresem zptisobenym suchem. Tyto hormony se vS§ak obvykle vzijemné

prolinaji, aby zvysily preZiti rostlin v podminkach sucha (Ullah et al., 2018).

2.5.1. Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BR) a jejich analogy tvori Sestou tfidu fytohormont. Nachézeji se
v riiznych rostlinnych pletivech a organech, vcetné pylu, semen, stonki a listi
(Yaqoob et al, 2022). Jedna se o skupinu prirozené se vyskytujicich rostlinnych
polyhydroxysteroidnich sloucenin s rozmanitou Skalou biologickych funkci. Tyto
steroidni rostlinné hormony hraji klicovou roli v regulaci mnoha fyziologickych a
vyvojovych procesi rostlin véetné fotomorfogeneze, prodluzovani bunék, kliceni
semena diferenciace xylému (Ahammed et al, 2020).BR ovliviiuji
fotosyntézu, aktivitu ATPazy, Kkoncentraci rozpustnych proteinli, syntézu
nukleovych kyselin a proteind, fixaci CO 2, aktivitu ribuléza-1,5-bisfosfatkarboxylazy
(RuBPcase) a fosfoenol-pyruvatkarboxylazy (PEPcase) (Derevyanchuk et al.,, 2016;
Nolan et al, 2020; Xia et al., 2009). BR maji také ochrannou roli pfi zmiriovani
Skodlivych ucinkl zplisobenych abiotickymi stresy, jako je sucho, chlad, slanost,
teplo, organické polutanty, herbicidy, téZké kovy a biotické stresy, jako jsou utoky
patogenli (Ahammed et al.,, 2020). Lee et al. (2018) zjistili, Ze exogenni aplikace
brassinosteroidii zcela odstranila poruchy rlistu a uzavirani priduchli u rajcat
(Solanum lycopersicum) citlivych na sucho. Dale naznacuji, Ze signalni drahy BR se
podileji na zprostredkovani reakce na abioticky stres prostrednictvim jemného

ladéni genovych siti souvisejicich s abiotickym stresem v rostlinach rajcat.

Vliv brassinolidti na produkci MDA a ROS

Roli exogenni aplikace brassinolidu p¥i zmirfiovani skodlivych tic¢inki sucha se také
zabyval Gill et al, (2017), ktery vystavil sazenice je¢mene hladinam
polyethylenglykolu (PEG) po dobu 2 tydnti a nasledné aplikaci postiiku BR na list za
ucelem vyhodnoceni zmén v rlistu, vyméné plynu, obsahu chlorofylu, antioxida¢ni
enzymové aktivité a ultrastrukturalni zmény. Vyvolané sucho PEG vyrazné
potlacovalo riist jeCmene, obsah chlorofylu, rychlost fotosyntézy, rychlost
transpirace, stomatalni vodivost a vyménu plynti. Po exogenni aplikaci BR doslo
k vyraznému zlepSeni vymény plynti, obsahu chlorofylu a riistu rostlin jak u

exponovanych PEG, tak i u kontrolnich sazenic. Postrik snizil produkci MDA a ROS
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v listech a kotrenech zvySenim enzymatickych antioxidaCnich aktivit pfi stresu ze
sucha. Zkoumanim mikroskopickych struktur se ukazalo, Ze exogenni aplikace BR u
rostlin postiZenych suchem zlepSila bunécnou strukturu a umoznila buiice vlastnit
dobfe vyvinuty chloroplast s thylakoidnimi membranami. Z vysledki 1ze usoudit, Ze
exogenni aplikace BR by mohla zmirnit stres ze sucha u je¢mene zmirnénim

fotosyntetickych parametrii a zlepSenim enzymatickych aktivit antioxidantd.

Vliv epibrassinolidu na rostliny za uGcinku vodniho
stresu

Aktivni vedlejsi produkt biosyntézy brassinolidu, 24-epibrassnolid (EBL), ma
schopnost stimulovat rizné metabolické procesy rostlin, jako je rychlost
fotosyntézy, biosyntéza proteinti a nukleovych kyselin. Dale miiZe zvysSovat aktivitu
ATPazy, fixaci oxidu uhlicitého, aktivitu fosfoenol-pyruvatkarboxylazy a ribul6za-
1,5-bisfosfatkarboxylazy. Podili se na zvySovani vynosti zemédélskych plodin,
normalnim ristu a vyvoji rostlin. V nepfiznivych podminkdch pomahd zmirniovat
riizné abiotické stresy vcetné sucha, kde se ucastni role v riiznych metabolickych a
fyziologickych procesech. V rostlinach poSkozenych suchem, tak dokaze zlepSit
celkovy rist, strukturu bunécné stény, obsah chlorofylu, vyménu dychacich plynt,
iontovou homeostazu. Zaroven zvysSuje aktivitu enzymatickych antioxidantii, coz
vede ke sniZeni obsahu ROS a MDA v listech a korenech rostlin (Gill et al,, 2017;
Tanveer et al., 2018).

Vliv epibrassinolidu na rajc¢ata za pdsobeni sucha

Yuan et al. (2010) podrobili sazenice rajcat (Lycopersicon esculentum) Ailsa Craig
(AC) a ABA-deficientni mutant notabilis (not) zkoumani vlivu brassinosteroidu na
relativni obsah vody (RWC), vodivost priiduchi, ¢istou rychlost fotosyntézy (PN),
mezibunéc¢nou koncentraci COz, hladinu peroxidace lipidii, aktivitu antioxida¢nich
enzym a koncentraci kyseliny abscisové (ABA) béhem vodniho stresu. Rostlin AC a
not byly vystaveny absenci zalivky, pricemz byly oSetfeny 1 uM 24-epibrassinolidu
(EBR). Kontrolni rostliny byly zalévany destilovanou vodou. Pti vodnim stresu do$lo
ke sniZzeni vodivosti prtiduchli, RWC, PN a koncentraci mezibunécného
COZ2. OSetreni rostlin EBR vyznamné zmirnilo u¢inky vodniho stresu a zvySilo RWC

a PN. Naopak vodivost priiduchtli, koncentrace mezibuné¢ného COz byla sniZena.
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Navic aplikace EBR vyrazné zvysila aktivitu antioxida¢nich enzymi (katalazy,
askorbatperoxidazy a superoxiddismutazy), priCemz se zaroven snizil obsah H202 a
MDA. Koncentrace ABA v rostlinach AC a not byla po oSetieni EBR vyrazné zvySena,
zatimco zvySujici se mira a amplituda ABA byla u not rostlin vyznamné nizsi nez AC.
Zmirnéni ac¢inkli sucha u sazenic rajéat miiZze byt tedy zplisobeno zvySenim
endogenni koncentrace ABA anebo aktivity antioxida¢nich enzymi prostiednictvim

EBR.

2.5.2. Kyselina abscisova a jeji vliv na rostliny béhem
plisobeni stresu zplisobeného nedostatkem vody
Kyselina abscisova (ABA) je klicovy isoprenoidni rostlinny hormon, ktery reguluje
vyvoj a rist rostlin. V nestresovych podminkach ridi fyziologické, biochemické a
molekularni procesy v rostlinach. ZvySeny obsah této kyseliny reguluje senescenci,
brani pred¢asnému kliceni, inhibuje rtist do délky, a naopak stimuluje riist do $itky.
Také se ucastni regulaci mnoha fyziologickych mechanismili, vyvolanych
podminkami Zivotniho prostredi, které jsou zaloZené na pozitivnich a negativnich
interakcich ABA s jinymi fytohormony, jako je auxin, giberelin, cytokinin, etylen,
kyselina salicylova, brassinosteroidy, kyselina jasmonova. Stres vyvolany
nedostatkem vody vede ke zvySeni endogenni hladiny ABA, ktera spousti kaskadu
signalnich transduk¢nich drah, sestavajicich se z fosfataz, kinaz, transkripcnich
faktori a dalsich regulacnich prvkd, jenZ reguluji fadu obrannych mechanismii proti
stresu vcetné exprese gentl a uzavieni priduchi, coZ sniZuje ztraty vody a omezuje
transpiraci, ktera je vSak spojena s rlistem a produktivitou, a to vede ke sniZeni
vynoslii plodin. Srostoucim vodnim deficitem je biosyntéza ABA spouSténa
sniZenym vodnim potencidlem nebo turgorem listl. Jeji koncentrace se zvySuje ve
vSech listovych pletivech. Pii déle trvajicimu suchu aktivuje fadu genl a
specifickych antistresovych proteinii. Exogenni aplikace ABA miiZze za piisobeni
vodniho stresu snizit vySku rilistu, celkovou biomasu a plochu listdi, cCistou
fotosyntézu a priiduchovou vodivost. Zarovenn miZe zvysit pomér koiene nad
vyhonem, specifickou listovou plochu, endogenni koncentraci ABA a efektivnéjsi
vyuzivanivody. (Dar etal, 2017; Li etal,, 2022; Ma etal., 2008; Mehrotra etal., 2014;
Munemasa et al,, 2015; Saradadevi et al.,, 2017; Parwez et al,, 2022; Seidlova et al,,
2008;).
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Postrik ABA zmirnujici stres ze sucha u rajcat

Je znamo, Ze kyselina abscisova (ABA) a selen (Se) zmirnuji ucinek abiotického
stresu, zejména sucha, u nékolika druhl rostlin. Byla publikovana studie
(Ramasamy et al., 2022) jejimZ cilem bylo porovnat vliv postriku roztoku ABA (0 a
100 uM) a selenu (0 a 50 uM) na listy rajcat, které byly péstované za podminek, které
simulovaly stres ze sucha. Ziskané vysledky, jenZ jsou zaloZené na fyzikalné-
chemickém a antioxidatnim mechanismu zahrnujicim obranné enzymy, jako je
katalaza, superoxiddismutaza, askorbatperoxidaza a glutathionreduktaza odhalily,
Ze ve srovnani se selenem ABA potencialné sniZila stres ze sucha u rostlin
rajcat. OSetreni sazenic ABA vyznamné zlepSilo relativni obsah vody a hladiny
chlorofylu ve srovnani s kontrolnimi rostlinami, coZ poukazuje na to, Ze ABA hraje
zasadni roli pfi odstrafiovani stresu v podminkach sucha. Navic raj¢ata oSetrené
ABA hromadily méné peroxidu vodiku ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. To
vypovida o tom, Ze rostliny oSetifené ABA maji zesilené antioxida¢ni mechanismy,
pomoci kterych nasledné neutralizuji peroxid vodiku. Co se tyce hladiny prolinu, tak
ta byla u oSetfenych rostlin ve srovnani s kontrolou sniZena, ¢imZ se prokazalo
sniZeni oxidac¢niho stresu, ktery sou€asné snizoval akumulaci prolinu. Celkové ABA
chranila sazenice rajc¢at pred oxida¢nim stresem vyvolanym suchem a podporovala
rist a vyvoj rostlin. Tato studie naznacuje, Ze postiik ABA na list je vyhodny pro

zvySeni vegetativniho riistu rostlin rajéat za podminek nedostatku vody.

Vliv kyseliny abscisové na sucho a chlad u sazenic
rajcat

Vu et al. (2015) se rozhodli prozkoumat vliv kyseliny abscisové (ABA) na rist,
toleranci abiotického stresu a fyziologii sazenic raj¢at. Na sazenice bylo aplikovano
Sest koncentraci ABA (0, 10, 50, 100, 150 nebo 200 mg/1) postiikem na list jednou
denné po dobu 10 dnfi. U¢inek poétu aplikaci ABA byl studovan jednou denné po
dobu 1, 3, 5, 7 a 9 dnii p¥i koncentraci 100 mg/l. U¢inek ABA na fyziologii sazenic
rajc¢at byl zkouman pfi koncentraci 50 a 100 mg/l ve srovnani s kontrolou, jenZ
nebyla oSetfena ABA. Postiik ABA na list sniZil rlist sazenic raj¢at v zavislosti na
koncentraci, nicméné nebyl pozorovan zadny staticky vyznamny rozdil mezi
oSetfenimi v mnoZstvi 50 a 100 mg/l. Rlistové parametry postupné statisticky

klesaly se zvySujicim se poCtem oSetieni ABA, zaroven nebyl odhalen Zadny rozdil
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mezi tretim a patym dnem oSetfeni. Aplikace ABA zvySila odolnost sazenic rajcat
vlci chladu a suchu tim, Ze oddalila za¢atek bodu vadnuti v podminkéch sucha,
sniZila relativni Unik ionti a index poSkozeni chladem p¥i nizké teploté u vSech
oSetfenych variant. Rychlost transpirace se vyznamné snizovala, zatimco diftzni
odpor priiduchti se vyznamné zvysoval s rostouci koncentraci ABA. Absence zalivky
vyrazné snizila relativni obsah vody, nicméné s rostouci koncentraci ABA se naopak
zvySoval. ABA zlepsila toleranci sazenic raj¢at vic¢i suchu tim, Ze oddalila cas
zacatku bodu vadnuti, pficemz u kontroly nastal tieti den a pfi oSetieni 50 a 100
mg/l se projevil aZ paty a sedmy den v daném poradi. Vysledky naznacuji, Zze ABA

ma schopnost udrzovat kvalitu sazenic pfi nizkych teplotach a nedostatku vody.

Zvysena tolerance viici suchu prostiednictvim syntézy
ABA a eliminaci ROS u rajcat

Annexiny hraji zdsadni roli v reakcich rostlin na stres a rtiznych bunécnych
procesech. ljaz et al. (2017) naklonovali gen AnnSp2 z divokého rajcete odolného
vlci suchu (Solanum pennellii) a vloZzili ho do kultivovanych raj¢at a funkéné ho
charakterizovali. V jadre se nachazejici protein AnnSp2 vykazoval vySsi expresi v
listech, kvétech a plodech. Byl indukovan nékolika fytohormony a nékterymi
abiotickymi stresy. Rostliny nadmérné exprimujici AnnSp2 mély zvySenou toleranci
vUci suchu ¢i zasoleni. AnnSp2-transgenni rostliny byly méné citlivé na ABA béhem
kliceni semen. Vlivem piisobeni stresu ze sucha se vS§ak obsah ABA vyznamné zvysil
v rostlindch s nadmérnou expresi AnnSp2, to vedlo k uzavieni priiduchti a sniZeni
ztraty vody, coZ je zakladem zvySené tolerance rostlin ke stresu.V rostlinach s
nadmérnou expresi AnnSp2 bylo pozorovano vychytavani ROS, byl pozorovan vyssi
celkovy obsah chlorofylu, niZ$i hladiny peroxidace lipid{i, zvySena aktivita
peroxidazy (vCetné APX, CAT a SOD) a vys3i hladiny prolinu. Vysledky naznacuji, Ze
tyto transgenni rajcata exprimujici AnnSp2 maji zvySenou toleranci vii¢i suchu ¢i

zasoleni prostfednictvim syntézy ABA a eliminace ROS.

Mechanismy H2 a ABA zlepsujici stres ze sucha u rajcat

Plynny vodik (H2) a ABA reguluji reakce rostlin na abiotické a biotické stresy.
Mechanismy, kterymi ABA a H2 zlep3uji stres rostlin suchem, jsou v8ak nejasné, a

proto se Yan et al. (2022) rozhodli zkoumat interakce mezi Hz a ABA, pricemz byly
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pouzity sazenice rajcat “Micro-Tom”. Vysledky ukazaly, Ze voda bohata na vodik
(HRW) a ABA zvysily vysku rostlin, primér stonku a kofenovou aktivitu sazenic
rajcat za plisobeni stresu ze sucha, s optimalnimi koncentracemi 75 % a 150 uM.
Osetfeni HRW a ABA dokézalo zvysit toleranci vii¢i suchu zvySenim fotosyntézy,
aktivity antioxida¢nich enzyml a genové exprese antioxida¢nich enzymii béhem
plisobeni stresu ze sucha. Fluridon (FLU), synteticky inhibitor ABA, vyznamné sniZzil
pozitivni u¢inky HRW, coZ naznacuje, Ze ABA miiZe hrat klicovou roli v Hz posilené
odolnosti sazenic rajcat viici suchu. OSetieni polyethylenglykolem (PEG) + HRW
zvySilo oproti samotnému oSetreni PEG obsah ABA o 18 %. Dale zjistilj, Ze diky H2
narostl endogenni obsah ABA zvySenim aktivit zeaxanthin epoxidazy (ZEP), 9-cis-
epoxykarotenoid dioxygenazy (NCED) abscisic aldehydoxidazy (AAO) a expresi
genl SIZEP, SINCED a SIAAO . Lécba PEG + HRW zvysila aktivity ZEP a NCED, které
byly o 13% a 40% vySSi nez pri 1étbé PEG. Mezitim hladiny
transkripce SISnRK2 a SIAREB byly zvySeny HRW nebo ABA béhem stresu
zplisobeného suchem, zatimco toto zvyseni bylo zvraceno FLU. Vysledky prokazaly,
Ze Hz je schopen zvysit odolnost vii¢i suchu regulaci biosyntézy ABA a expresi genti

transdukce signalu ABA v sazenicich rajcat.

2.5.3. Kyselina jasmonova a jeji vliv na rostliny béhem
plisobeni stresu zplisobeného nedostatkem vody

Prirozené se vyskytujici fytohormon kyselina jasmonova (JA) je povaZzovana za
endogenni regulator riistu a vyvoje rostlin, jako je kliceni semen, tvorba bo¢nich
kotenii a vyvoj kvétii ve stresovych podminkéch. Patii mezi zdkladni sloZky signaln{
drahy, které se ucastni fyziologickych a molekularnich reakci béhem abiotického
stresu. Fyziologické odpovédi casto zahrnuji regulaci otevirani a uzavirani
priduchii aktivaci antioxida¢niho systému a akumulaci aminokyselin a rozpustnych
cukri. Mezi molekularni reakce patii exprese genli spojenych s JA, interakce
s transkrip¢nimi faktory (TF) a synergické nebo antagonistické interakce s jinymi
rostlinnymi hormony, zejména s kyselinou abscisovou (ABA), ethylenem (ET),
kyselinou salicylovou (SA) anebo s kyselinou giberelovou (GA), cytokininy a auxiny.
Za aktivaci obranného mechanismu proti vodnimu deficitu je odpovédna JA.
V diisledku piisobeni sucha se rychle zvySuje hladina endogenni JA, kterd se pri

dlouhodobém plisobeni vodniho stresu vraci na béZné koncentrace, nicméné vysoké
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koncentrace mohou prispivat ke starnuti listi. Dale reguluje ztraty vody pomoci
uzavirani a otevirani stomat, exprimuje geny a TF souvisejici se suchem (Jang et al.,

2020; Nazim etal,, 2021; Peretal, 2018; Qiu etal,, 2014; Wang etal., 2020).

Navic exogenni aplikace JA na listy s6ji vedla k vyraznému zvySeni frakcionace
(rozvrstveni) bunécné stény, zvySené hladiné cukrii, fenolickych sloucenin a
flavonoidli (Mohamed et Latif, 2017). U rostlin rodu Brassica doslo po aplikaci JA ke
zlepSeni Cerstvé hmotnosti, obsahu chlorofylu, relativni obsah vody v listech a
zvySeni aktivity antioxida¢nich enzyml (Alam et al, 2014). U dvou kultivart
je¢mene bylo dokazano, Ze postrik JA snizil poSkozeni membran a zvySil obsah ABA,
zatimco hladiny prolinu a spermidinu ziistaly stejné. Zaroveii nedostatek JA muZe
hladiny ABA sniZit. (Bandruska etal,, 2003; De Ollas et al., 2013). Celkové tak mtiZe

prispét ke zvysSené schopnosti tolerance viici stresu z nedostatku vody u rostlin.

Interakce mezi ABA a JA za stresu z nedostatku vody

Spoluprace mezi hormony JA a ABA spousti fyziologické reakce, které mohou
umoZnit rostlindm zvysit toleranci ¢i odolnost vii¢i suchu. Koncentrace ABA se
obvykle zvySuje s poklesem stavu vody v pletivech, zatimco koncentrace JA kolisa a
hromadi se zejména béhem pocatecnich fazi stresu. ABA se ti¢astni mnoha obranych
mechanismii zlepSujicich odolnost vii¢i suchu, které umozni riist a preZiti rostlin,
diky regulaci uzavéru priduchi ¢i osmotickému prizplisobeni. Uzavienim
priduchd, ale dochazi k produkeci cytosolickych ROS. JelikoZ bylo nejasné, zda JA
miiZe také pfimo uzavirat priiduchy, tak byl proveden pokus, pti kterém se rostliny
oSetrily inhibitorem ABA fluridonem. Bylo prokazano, Ze exogenni aplikace methyl
jasmonatu (Me]JA) neméla pri deficitu ABA na uzavieni priiducht Zadny vliv. To
znamena, Ze JA reguluje rostlinné reakce na sucho prostrednictvim biosyntézy a
akumulace ABA, cestami zavislymi a nezavislymi na signalizaci ABA. JA je tedy
charakterizovana jako signalni slouCenina, jejiZ signalizace je zavisla na interakci
isoleucinové formy JA (JA-Ile) sreceptorem COI1 uvoliiujicim fadu molekularnich
reakci, pricemZ tato interakce intereaguje s mnoha signalizatnimi slozkami vcetné
proteinti JAZ a MYC2 TF podilejici se na genové expresi ABA. Nicméné se objevuji i

jemnéjsi sité biosyntézy ABA, a tedy signalizace vodniho stresu / fyziologické
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reakce, mezi které patii dalSi hormony, jako je JA, ethylen, auxin, cytokinin a

brassinosteroidy (De Ollas et Dodd, 2016; Hossain etal., 2011).

Uéinky ABA, JA, PA a aktivity polyaminooxidazy
v reakci na sucho u rajcat

Je znamo, Ze fytohormony se vrostlinach podileji na reakcich na stres ze
sucha. Informace o regulacnich ucincich ABA a metabolismu volného polyaminu
(PA) na akumulaci JA jsou vSak omezené, proto se rozhodli Zhang et Huang (2013)
urcit vztah mezi koncentracemi ABA, kyselinou jasmonovou (JA) a akumulaci
volnych PA (putrescin, spermin a spermidin), jakoZ i s aktivitou polyaminoxidazy
(PAO) v rajcatech (Lycopersicon esculentumM.). Sazenice byly péstované
hydroponicky pod tlakem sucha vyvolanym polyetylenglykolem. Dosahli vysledkd,
které ukazuji, Ze koncentrace endogenni ABA, JA a volnych polyaminii a aktivita PAO
byla v korenech a listech oSetfenych rajcat obecné vySs$i neZ v neoSetfenych
kontrolach. Zarovenn zpozorovali vyznamnou pozitivni korelaci R = 0,708
v kofenech a listech sazenic mezi koncentracemi endogennich polyaminli a
aktivitou PAO. Experiment odhalil, Ze koncentrace ABA se zvySuje v kofenech drive
neZ v listech, a proto pfi stresu ze sucha stimuluje vy$si koncentrace endogenniho
sperminu a spermidinu v kofenech a listech akumulaci endogennich ABA a JA se

zvySujici se aktivitou PAO.

2.5.4. Vliv kyseliny salicylové na rostliny za ucinku
vodniho stresu

Prirozené se vyskytujici kyselina salicylova (SA) reguluje riist rostlin a podili se na
transdukci rostlinnych signdlt v reakci na biotické ¢i abiotické stresy. Exogenni
aplikace SA miZe ovlivnit mnoho fyziologickych procest, jako je kliceni semen,
rychlost fotosyntézy, metabolismus ROS, osmotické prizpiisobeni, riist rostlin,
vynos plodi. Vysoké koncentrace SA mohou zmirnit nepfiznivé ucinky vodniho
stresu zlepSenim vodniho potencidlu s pozitivnim dopadem na primarni a
sekundarni metabolismus a obranné mechanismy. ZvySeni hladin endogenni SA
také podporuje uzavieni priiducht, které je pravdépodobné zplisobeno tvorbou
ROS, jenZ jsou indukované pravé SA. V diisledku nedostatku vody se obsah SA
v rostlinach zvySuje, navic oSetienim SA se mliZe zvySovat obsah kyseliny abscisové
a mnozstvi prolinu vlistech. U rostlin A. chilensis zvySuje aktivitu superoxid

32



dismutazy (SOD) a askorbat peroxidazy (APX), celkovy obsah fenolli a antioxida¢ni
kapacitu souctasné se sniZenym oxida¢nim stresem a zlepSuje produktivitu
fotosyntézy a rilst rostlin vystavenych mirnému stresu zptisobeného suchem.
Naopak vysoké koncentrace aplikované SA vyvolavaji vysoké urovné oxida¢niho
stresu, coZ vede ke sniZené toleranci vii¢i abiotickym strestim. (Bandruska et al,,
2005; Gonzalez-Villagra et al., 2022; Kang et al., 2014; Mirua et Tada, 2014; Zhang
etal,, 2020).

Vliv kyseliny salicylové na fyziologické a biochemické

reakce v rajcatech za piisobeni sucha

Galviz et al. (2021) zkoumali aplikaci SA za u€elem zmirnéni vlivu vodniho deficitu
béhem vegetativniho rilistu rajcete (Solanum lycopersicum L.). Rostliny byly
péstovany ve skleniku, kde byly zkoumany dvé varianty, a to rostliny oSetfené SA a
neoSetrené SA, priCemz pri oSetieni SA byla touto kyselinou impregnovana semena,
anebo zalévana roztokem SA 19 dni po vzejiti semenacki. Tyto varianty rajcat byly
vystaveny plisobeni nedostatku vody, a to pti 20, 30, 40 a 100% kapacité substratu
zadrZujictho vodu, ktery byl aplikovan 28. den po vzejiti semenackii po dobu péti
dnt. Vodni deficit inhiboval riist a fotosyntetickou aktivitu rostlin, nicméné zvysil
ucinnost vyuziti vody, aktivitu superoxid dismutazy, askorbat peroxidazy, katalazy
a obsah MDA , peroxidu vodiku a osmolyti. Raj¢ata jejichZ semena byla namocena
do roztoku SA vykazovaly zvétSenou listovou plochu, suchou hmotnost korene a
pomér kotrene/vyhonkli béhem plisobeni sucha. Rostliny dobie zvlaZované a
oSetrené zalivkou SA mély zvySenou rychlost asimilace COz a vodivost priiducht.
Experiment ukézal, Ze aplikace SA nezvysila aktivitu antioxidac¢nich enzymf, ale
udrZela se bunécna redoxni homeostaza, a to zvySenim obsahu prolinu a
rozpustnych cukrti degradovanych ze Skrobu. Nicméné namaceni semen v roztoku

SA miiZe zmirnit $kodlivé uc¢inky a zachovat rlist béhem vodniho deficitu.

Kyselina salicylova poskytuje rajcatiim toleranci vici
stresu ze sucha prostrednictvi selenu

Fan et al. (2022) sledovali vliv aplikace selenu (Se) na zmirnéni stresu vyvolaného
suchem u rajcat (Solanum lycopersicuml.) v zavislosti na SA. Selen vyznamné zvySila

¢istou rychlost fotosyntézy, rychlost transpirace, vodivost priduchii a tc¢innost
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vyuziti vody pfi stresu zplisobeného suchem. Ddle vyznamné potlacil zvySeni
hladiny MDA, rozpustného cukru, prolinu v listech a akumulaci ROS. Nasledné byl
aplikovan inhibitor SA (1-aminobenzotriazol), ktery vyrusil u€inek Se na odolnost
vlci stresu ze sucha. Tyto vysledky experimentu naznacily, Ze aplikace Se podporuje
fotosyntetickou ucinnost a rlst rostlin, zmiriiuje oxida¢ni stres a zvySuje hladiny
endogenniho SA, ¢imZ poskytuje rostlindm rajcat toleranci viici stresu zptisobeného

suchem

Vliv kyseliny salicylové na zmirnéni poskozeni bunék
ROS a MDA v rajcatech za plisobeni sucha

JelikoZ je kyselina salicylova zajimavym poslem v metabolismu rostlin, ktery
moduluje spoustu drah, vCetné antioxida¢ni obrany, stimulace anatomické
struktury pro fixaci CO2 béhem fotosyntézy. Proto byl proveden vyzkum (Lobato et
al,, 2021), zda exogenni SA miiZze zmirnit Skodlivé ucinky vodniho deficitu, a to na
vymeénu biomasy a plyni, méreni ROS, antioxidacni enzymy, fotosynteticky aparata
na anatomické a morfologické znaky u rajcat. Byly pouzity varianty kontrola, vodni
deficit, a dvé koncentrace SA (0 a 0,1 mM). Nedostatek vody negativné ovlivnil
biomasu a pocet plodl rostlin rajcat. OSetfeni rostlin béhem vodniho deficitu
pomoci 0,1 mM SA vedlo ke zvySeni poctu plodli, hmotnosti a biomasy.
Prostrednictvi SA, ktera stimulovala superoxid dismutazu (27,07 %), katalazu
(17,81 %), askorbat peroxidazu (50,52 %) a peroxidazu (10,81 %), coZ vedlo ke
sniZeni poSkozeni bunék zplisobeného MDA, unikem elektrolytu, superoxidem a
peroxidem vodiku. Navic aplikace SA zlepSila ¢istou rychlost fotosyntézy (84,55 %)
a ucinnost vyuziti vody (65,00 %) u stresovanych rostlin v kombinaci se zlepSenym
vykonem fotosystému II, prostrednictvim zlepSeni anatomickych vyhod, jako je

hustota priiduchi, palisddovy a houbovy parenchym.

2.5.5. Auxin a jeho reakce na stres zplisobeny suchem

Na rozdil od zvitat, jejichZ télesné plany jsou stanoveny béhem vyvoje embrya, si
rostliny udrZuji schopnost iniciovat nové organy po cely sviij Zivotni cyklus. Auxin
je klicovym regulatorem témér vSech aspektii vyvoje rostlin, v€etné morfogeneze,
adaptivnich reakci, fototropizmu a gravitropizmu. Koncentrace auxinu v burice

ovliviiuji, zda se burika bude délit, riist nebo diferencovat, a tim prispiva k tvorbé
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organl, ristu a nakonec tvaru rostliny. Auxinové gradienty jsou vytvareny a
udrzovany presné regulovanou souhrou mezi metabolismem, signalizaci a
transportem. Auxin se syntetizuje predevSim ve vrcholovych pletivech stonku a v
mladych rostoucich listech. Do ostatnich ¢asti rostliny je transportovan. Podporuje
vétveni a tvorbu postrannich kotenii a dominanci hlavniho pupene, produkujiciho
vice auxinu, nad spodnimi pupeny. Dal$i funkci auxinu je diferenciace vodivych
pletiv, ktera usnadiiuje tok fytohormonti a dalSich latek rostlinou. Hlavnim
zastupcem auxint je kKyselina indol-3-octova (Casanova-Saez et Voss, 2019; Seidlova
et al,, 2008). Kyselina indol-3-octova (IAA) spolu s kyselinou abscisovou (ABA)
plisobi synergicky na aklimatiza¢ni procesy rostlin, které jsou vyvolané suchem.
Zejména se podili na uzavirani priiduchi, inhibici vétveni vyhonkdl, syntéze
zasobnich molekul, hydraulické vodivost kofenli a tvorbé postrannich kotenii
(Moles et al,, 2018). Je naznaceno, Ze miZe také existovat interakce mezi auxinem a
SA, nicméné v reakci na bioticky stres (Shi et al., 2014). Zaroven Du et al. (2013), Ze
obsah endogenniho IAA se u ryZe vystavené stresu ze sucha postupné snizoval a
mnoho gentli zapojenych do signalizace a biosyntézy IAA bylo zménéno v souladu se

zménou endogenni hladiny [AA.

Auxin a jeho reakce na stres zplisobeny suchem u
rostlin Arabidopsis

Auxin je dobf'e znamy rostlinny fytohormon, ktery se ticastni mnoha procesti riistu
rostlin a stresovych reakci. Proto Shi et al. (2014) sledovali reakce auxinu na stres
ze sucha u rostlin Arabidopsis. Transgenni linie (iaaM -0X) s vyS$S$i hladinou
endogenni kyseliny indol-3-octové (IAA) a rostliny divokého typu (WT) predem
oSetrené 1AA vykazovaly zvySenou odolnost viic¢i stresu ze sucha, zatimco trojité
mutanty (yuclyucZyuc6) s niz8i endogenni hladinou IAA vykazovaly sniZenou
odolnost vii¢i stresu ve srovnani s neoSetfenymi rostlinami WT. Endogenni a
exogenni auxin pozitivné moduloval hladiny exprese mnoha gentli souvisejicich s
abiotickym stresem ( RAB18, RD22 , RD29A, RD29B ,DREB2A a DREBZB ), souc¢asné
pozitivné ovlivnil metabolismus ROS a zdkladni aktivitu antioxida¢nich enzymf.
Navic IAA vyznamné moduloval nékteré metabolity uhliku vCetné aminokyselin,
organickych kyselin, cukrili, cukernych alkoholti a aromatickych aminti. Dale

endogenni a exogenni auxin pozitivné upravoval strukturalni rozmisténi kofent,
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zejména pocet postrannich kofent. Studie prokdzala, Ze auxin se miiZe alespon
¢astecné podilet na odolnosti vii¢i stresu zpiisobeného suchem prostiednictvim
regulace kofenové architektury, exprese genti reagujicich na ABA, metabolismu ROS

a homeostazy metabolismu.

Kyselina indol-3-octova moduluje metabolismus
fytohormont a polyamind béhem vodniho stresu

Kyselina abscisova (ABA) je nejvice studovanym hormonem, ktery reaguje stres
zplisobeny nepftiznivymi podminkami Zivotniho prostiedi. Existuje fada diikazt, Ze
do téchto reakci se zapojuji napft. i cytokininy, brassinosteroidy a auxiny. Spoluprace
mezi riznymi fytohormony vede k synergickym nebo antagonistickym interakcim,
které hraji zasadni roli v reakci rostlin na abioticky stres (Peleg et Blumwald, 2011).
Proto se Li et al. (2018) rozhodli prozkoumat, zda endogenni kyselina indol-3-
octova (IAA) ovliviiuje hladiny dalsich fytohormontéi a metabolismus polyamint
(PA) prispivajicich k regulaci tolerance k vodnimu stresu u jetele bilého. Rostliny
byly oSetfeny IAA nebo kyselinou L-2-aminooxy-3-fenylpropionovou (L-AOPP,
inhibitor biosyntézy IAA) a poté vystaveny vodnimu stresu. ZvySeni hladiny
endogenni IAA zvysilo anabolismus PA prostrednictvim zlepSeni aktivity enzymi a
urovné transkriptl genti v€etné arginin dekarboxylazy, ornitin dekarboxylazy a S-
adenosylmethionin dekarboxylazy. Exogenni aplikace IAA ovlivnila katabolismus
PA, coZ se projevilo zvySenim aktivity diaminoxidazy a sniZenim polyaminoxidazy a
exprese genl. Nedostatek vody béZné zvysuje koncentraci ABA, zatimco dochazi ke
sniZeni obsahu cytokininu, giberelinu a [AA. Nicméné nedostatek IAA sniZzil hladiny
endogennich hormonti (GA, ABA a PA) a anabolismus PA spolu s poklesem
antioxida¢ni obrany a osmotické upravy. Vliv IAA na hladiny endogennich hormoni
pozdéji opét potvrdil Zhang et al. (2020), pricemZ exogenni aplikace [AA vyznamné
zlepSila obsah ABA a JA a inhibitor IAA vyznamné sniZil obsah ABA, GA3 a JA. Li et
al. (2018) dale potvrdilj, Ze exogenni aplikace IAA uc¢inné zmirnila vodnim stresem
vyvolané oxidacni poSkozeni, inhibici riistu, vodni deficit a starnuti list
prostrednictvim udrZeni vy$Siho obsahu chlorofylu, osmotické upravy, antioxida¢ni
obrany a niZs$i hladiny transkriptli markerovych gent starnuti SAG101aSAG102. v

listech. Tyto vysledky naznacuji, Ze IAA-indukovana spoluprace mezi endogennimi
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hormony a PA by se mohla podilet na zlepSeni antioxida¢ni obrany a osmotickych

uprav, coZ zvysi toleranci vii¢i vodnimu stresu.

Auxinovy reak¢ni faktor SIARF4 zvysuje toleranci vici
suchu u rajcat

Auxinovy reak¢ni faktor (ARF) hraje klicovou roli pii regulaci exprese geni
reagujicich na auxin. V raj¢atech se nachazi 24 genti ARF, které maji vliv na riist a
vyvoj rostlin, véetné plodd, vyvoje kofenti, morfologie listli a zrani ovoce. Proto Chen
etal. (2021) zkoumali vliv SIARF4 u rajc¢at pfi stresu ze sucha. Mutantni rostliny, u
kterych byl vypnuty auxinovy reak¢ni faktor SIARF4 vykazovaly napadné svinovani
listl smérem nahoru a tloustku stonku vyznamné vétsi neZ u rostlin divokého typu
(WT). Kromé toho byla rychlost ztraty vody z mladych listli arf4 rostlin niZsi nez u
odpovidajicich listi u rostlin WT, zatimco rychlost ztraty vody ve starSich
listech arf4 byla vyssi neZ u odpovidajicich listi u rostlin WT. Rostliny WT i arf4,
které byly vystaveny vodnimu stresu projevovaly znamky vadnuti dvanacty den po
zahajeni dehydratace. Nicméné po 24 hodinach od opétovné rehydratace byly
listy arf4 rostlin opét vzprimené, zatimco rostliny WT byly stale povadlé.Z
morfologického hlediska se rostliny arf4 v podstaté zotavily. Vodni deficit a
exogenni aplikace kyseliny abscisové (ABA) snizily expresi SIARF4, ktery byl
exprimovan v cévnich svazcich a ochrannych burikach raj¢atovych priiduch. Obsah
MDA byl béhem vodniho deficitu vyznamné nizsi u rostlin arf4 nez u rajcat WT,
zarovenn rostliny arf4 vykazovali vyS$$i obsah antioxidatnich latek,
superoxiddismutazy, skute¢né fotochemické ucinnosti fotosystému II (PSII) a
aktivitu katalazy. Vysledky potvrzuji, Ze SIARF4 se podili na riistu a vyvoji rostlin
rajcat. V pripadé deficitu vody se SIARF4 podili na signalnich drahach ABA regulaci
exprese ABI5/ABF a SCL3 a ovliviiovanim morfologie stomatu a vyvoje cévnich

svazki s cilem zlepSit odolnost rostlin vii¢i vodnimu deficitu.

Rychlost kli¢eni

Chen et al. (2021) dalSim testem ovérili vliv vodniho deficitu na rychlost kliceni
semen rajcat, a to pomoci riiznych koncentraci mannitolu rozpusténého v MS médiu,

které simulovaly vodni stres. Vysledky ukazaly, Ze ¢im vySSi je koncentrace

R4
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udrZovala vysokou rychlost kliceni i pfi 300 uM mannitolu, coZ bylo o 58 % vyssi
neZ u semen WT. Soucasné rostliny arf4 vykazovaly delSi hypokotyly a koreny. Dale

byla sledovana délka priiduchti a ochrannych bunék za podminek vodniho stresu.

Velikost priduchi

Chen et al. (2021) zjistili, Ze priduchy a ochranné buiiky na hornich listech
rostlin arf4 byly vyznamné kratsi a vice zaoblené nez na stejnych listech u rostlin
WT. Vodni stres vyvolal uzavieni priiduchi u rostlin WT, zatimco priiduchy
rostlin arf4 se neuzaviraly normalné. Podobny vzhled vykazovaly priiduchy ve
stiednich listech rostlin arf4, byly Sirsi a kulatéjsi, zatimco priiduchy rostlin WT se
zdaly byt scvrklé vlivem vodniho stresu. Absence SIARF4 zménila morfologii
priduchii a zkratila jejich délku priducht, coZ vedlo k tomu, Ze se pod vlivem
vodniho deficitu neuzaviraly. Xylém dvoumési¢nich rostlin rajcat WT
a arf4 vykazoval husté a kompaktni usporadani pfi vodnim stresu, pricemz xylém

v arf4 byl kompaktnéjsi a rozsah xylému byl Sirsi.

A WT WT-Drought arf4 arf4-Drought

Middle

Obr. 2 Morfologie priiduchii na epidermis listii rajc¢ete (Chen etal,, 2021)

Fyziologické a anatomické procesy za sucha

Hernandez-Espinoza et Barrios-Masias (2020) provedli experiment, kde hodnotili
vliv nedostatku vody u rostlin rajCete v nepravidelné se opakujicich cyklech sucha.

Posouzena byla hydrostaticka a osmoticka hydraulicka vodivost korenovych
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systém, primér elementli xylému, vodni potencidl stonkii, koncentrace kyseliny
abscisové (ABA) v listech a vodivost priiduchti. Rostliny vystavené suchu mély niZsi
kofenovou hydrostatickou vodivost o 36% a osmotickou hydraulickou vodivost o
65%. Oproti zavlaZzovanym rostlindm se zmensSily elementy xylému o 27% a celkova
plocha xylému o 57%. Pocet cév xylému byl mezi obéma oSetrenimi podobny. Nizky
obsah vody v ptidé zvysil v listech koncentraci kyseliny abscisové (ABA) o vice jak
65% u obou testovanych cykli vii¢i suchu. SniZena vodivost priduchi se projevila
u rostlin jak v prodlouZenych, tak v opakovanych podminkach sucha. To mohlo
ohrozit asimilaci uhliku a sniZit biomasu vyhonki. V reakci na nedostatek vody
vykazovaly rostliny raj¢ete sniZenou hydraulickou vodivost kotenii a dlouhodobé

anatomické zmény kotenil.

Vliv dlouhodobého sucha na metabolickou odpovéd’ u
rajcat

Nedostatek vody spousti fyziologické, biochemické a molekularni zmény v listech,
které by mohly byt diileZité pro celkovou adaptacni reakci rostlin a mohou ovlivnit
vynos a kvalitu rajcat. Petrovic et al. (2021) se zabyvali posouzenim vlivu
dlouhodobého mirného sucha na listy, kde byly vybrany ctyti druhy raj¢at z populaci
MAGIC TOM, podle rozdild ve velikosti plodti. Kontrolni rostliny a rostliny vystavené
podminkam nedostatku vody byly péstovany ve skleniku. Vodivost priduchii byla
vice ovlivnéna suchem u genotyptl s velkymi plody ve srovnani s genotypy malych
plodi (tiestiovych rajc¢at), coZz mohlo souviset s vy$§im obsahem kyseliny abscisové
(ABA) v listech. Prostrednictvim dileZitych adapta¢nich reakci se genotypy cherry
rajcat, ve srovnani s velkymi plody, 1épe vyporadaly s vodnim stresem sniZenim
plochy listli a zachovanim fotochemické u¢innosti. Akumulace rozpustnych cukrii v
genotypech rajcat tieStiovych a organickych kyselin v listech genotypii vétSich plodt
naznacila jejich roli v osmoregulaci a kontinuitu vzestupu/poklesu gradientu za
stresovych podminek. Dlouhodobé mirné sucho vyvolalo zvySenou expresi genu
NCED ve vSech ctyrech genotypech, ktera byla spojena s produkci ABA. ZvySena
exprese genu ZEP byla zjiSténa pouze u genotypu tresSniovych rajcat LA1420, coz
poukazalo na jeho moZnou roli v ochrané pred fotooxida¢nim stresem vyvolanym
dlouhodobym vodnim stresem. Navic zvySena exprese genlti APX, vyssi akumulace

Vo vw

vitaminu C a celkova antioxida¢ni kapacita v listech tifestiovych rajcat, zdiraziuje

39



vétsSi adaptivni reakci tohoto genotypu proti dlouhodobému stresu ze sucha ve

srovnani s genotypy s vétsSimi plody.

Inhibice akumulace giberelinu umoznuje rajcatiim
vyhnout se plisobeni sucha

Rostliny sniZuji transpiraci, aby se vyhnuly dehydrataci béhem obdobi sucha
aktivita giberelinu (GA) podporuje tyto reakce. Shohat et al. (2021) zkoumali
pomoci editace genomu, molekularnich, fyziologickych a hormonalnich analyz, zda
sucho reguluje metabolismus GA (giberelin) v ochrannych burikach a listech rajcat
(Solanum lycopersicum), a studoval, jak to ovliviiuje ztratu vody. Nedostatek vody
potlacoval expresi genti biosyntézy GA GA20 oxidazyl (GA20ox1) a GA200x2 a
indukoval gen GA20x7 deaktivujici GA v ochrannych butikich a pletivech list{, coz
vedlo ke sniZeni hladiny bioaktivniho GA. Toto ptlisobeni bylo zprostiedkovano
drahami zavislymi a nezavislymi na kyseliné abscisové a transkrip¢nim faktorem
TINY1.Ztrata GA2o0x7 oslabila stomatalni odpovéd na nedostatek vody. Béhem
dehydratace plidy uzaviraly rostliny rajcat ga2ox7 priduchy pozdéji, a proto vadly
rychleji nez divoky typ (WT) M82 cv. Mutace v GA200x1 a GA200x2 nemély zZadny
vliv na uzavieni priduchd, ale vykazovaly niZsi ztraty vody v dlisledku mensich
ploch listli na vrcholech mutantnich rostlin. Vysledky naznacuji, Ze deaktivace GA
vyvolana suchem v ochrannych buiikdch prispiva k uzavieni priiduchli v rannych
fazich dehydratace plidy, zatimco inhibice syntézy GA v listech potlacuje riist zapoje

a omezuje oblast transpirace mensich ploch listli na vrcholech rostlin.
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3. Metodika experimentu

Pro tuto experimentalni praci byl zvolen kratkodoby nadobovy pokus v délce
jednoho vegetatniho obdobi, pro ktery byly vybrany rostliny z ¢eledi Solanaceae,
jenZ byly péstovany v riistové komoie nebo-li Fytotronu. U rostlin byl sledovan vliv
dehydratace a opétovné rehydratace v priibéhu ctrnacti dnii. Rostliny byly
rozdéleny do Ctyf variant, priCemZ dvé varianty byly oSetfeny fytohormony.
Pozornost byla vénovana obranym mechanismiim proti nedostatku vody, zejména

pozorovani dynamiky fytohormoni a vybranych markert stresu.

3.1. Rostlinny material

Pro experiment byl vybran rostlinny material druhu balkénovych raj¢at Solanum
lycopersicum odridy VILMA od zna¢ky Hobby Garden. Raj¢ata byla vyseta 10. tinora
roku 2021 do sadbovaci. Pro vysev byl pouZit vysevni substrat se supresivnim
utinkem od znacky Agro. Presazeni mladych rostlinek do pokusnych nadob
probéhlo 5. biezna roku 2021. Kultivace probihala v péstebni komofie Fytotron na
prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Podminky, které mély simulovat
den, byly nastaveny na teplotu 25 °C, pricemz osvétleni se spoustélo od paté hodiny
rano a vypinalo se v devét hodin vecer. Podminky, které predstavovaly noc, byly
nastaveny na teplotu 20 °C, pritemZ osvétleni bylo vypnuto od devaté vecerni
hodiny az do paté hodiny rano. Vlhkost vzduchu byla nastavena na 60 % a rostliny

byly pravidelné obden zalévany odstatou kohoutkovou vodou.

3.2. Priprava experimentu

Jakmile dosahly rostliny vhodné velikosti, tak mohla hlavni ¢ast experimentu
zapocit. Kazda pokusna nadoba obsahovala pét vzrostlych balkénovych rajcat.
Nadoby byly rozdéleny do Ctytr variant, které byly oznaceny nasledovné. Prvni
nadoba byla pojmenovana Kontrola, jednalo se o rostliny, které nebyly vystaveny
plisobeni vodniho stresu a ani na né nebyly aplikovany latky hormonalni povahy.
Mély slouzit jako vzor pfi porovnavani s ostatnimi variantami. Druha nadoba byla
oznaCena ABA, kde bylo na rostliny aplikovano 150 uM kyseliny abscisové. Po
aplikaci hormonti byla varianta vystavena piisobeni sucha. Treti varianta byla

oznacena EBL, kde bylo na rostliny aplikovano 3 uM epibrassinolidu. Poté byla
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varianta opétvystavena piisobeni sucha. Posledni ¢tvrta varianta byla pojmenovana
Sucho, pficemz na rostliny nebyly aplikovany Zadné latky hormonalni povahy a byly
pouze vystaveny absenci zalivky. Za pomoci rozpraSovace v pokusnych nadobach 2
a 3 probéhla aplikace hormonti ve formé postriku na list 16. dubna roku 2021.

TentyZ den byly naposledy zality nadoby 2, 3 a 4. Pouze prvni varianta tedy Kontrola

byla stale pravidelné obden zalévana 4x500 ml odstaté kohoutkové vody.

Obr. 3 Varianta Kontrola balkénovych rajc¢at pred experimentem, rostliny jsou ve

velmi dobrém stavu [16.04.2021] (foto Janous$ek, 2021)
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Obr. 4 Varianta ABA+sucho balkénovych rajcat pred experimentem, rostliny jsou ve

velmi dobrém stavu [16.04.2021] (foto Janous$ek, 2021)

Obr. 5 Varianta EPI+sucho balkénovych rajcat pied experimentem, rostliny jsou ve

velmi dobrém stavu [16.04.2021] (foto Janous$ek, 2021)
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Obr. 6 Varianta Sucho balkénovych rajc¢at pred experimentem, rostliny jsou ve velmi

dobrém stavu [16.04.2021] (foto Janous$ek, 2021)

3.3. Odbér vzorkl a analyzy

Samotny odbér vzorkid zapocal 18. dubna ve stavu dehydratace. Ze vSech C¢tyr
variant, z kazdé rostliny v pokusné nadobé, byly postupné odebirany vzorky listd.
Za ucelem stanoveni superoxidového radikalu, malondialdehydu a prolinu bylo
nutné vytvorit presnou navazku, jenZ byla pro spravné stanoveni jednotlivych
stresovych markerl nezbytna. Z kazdé nadoby bylo tedy ziskdno patnact vzorkl pro
analyzy, které byly provedeny na prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec
Kralové. Zaroven byly odebirany vzorky listli v navaZce 0,1 g Cerstvé hmotnosti,
které byly po kazdém odbéru ukladany do hluboce mraziciho boxu pfi teploté -80
°C. Tyto vzorky byly pozdéji prevezeny na analyzu fytohormont do Ustavu
experimentalni botaniky - Laboratofe hormonalnich regulaci u rostlin v Praze.
Navazky pro vlastni analyzu bylo nutné rozetrit ve vychlazené tireci misce s pomoci
kiemicitého pisku. Ke stanoveni superoxidového radikalu bylo nutné navazit 0,1 g
cerstvé hmotnosti rostlinného materialu a napipetovat k navazce 2 ml fosfatového
pufru, a poté rozetrit. Pro malondialdehyd utrit 0,2 g ¢erstvé hmotnosti rostlinného
materialu s 2 ml 0,1% TCA. A na stanoveni prolinu utfit navazku 0,3 g Cerstvé

hmotnosti rostlinného materialu spole¢né s 5 ml 3% SSA. Po téchto zakladnich
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upravach nasledovaly dal$i kroky, které zahrnovaly miseni s dalSimi chemikaliemi,
centrifugaci, zahtfivani a ochlazovani vzorkd, jenZ jsou podrobné vysvétleny dale.
Zavérecna faze analyz zahrnovala méfeni absorbance jednotlivych markeri pomoci
spektrofotometru, kde bylo nutné prednastavit pro specificky metabolit urcitou
vlnovou délku. Toto se opakovalo 20.a 22. dubna v priibéhu dehydratace. Opétovna
rehydratace byla provedena u vSech ¢ty variant 22. dubna po odbéru jednotlivych
vzorkl. Nasledujici dny 24., 26. a 28. dubna se pokracovalo v odbéru vzorki a jejich
analyze. Pokusné rostliny v nadobach 2, 3 a 4 jiz zalévany nebyly, ale Kontrola byla
pravidelné obden zalévana 4x500 ml odstatou kohoutkovou vodou v priibéhu

celého experimentu.

3.4. Seznam pouzitych pomticek, chemikalii a
pristroju

Pomiicky: pokusné nadoby, tieci miska s tlou¢kem, kadinky, zkumavky 1,5 mla 15
ml, stojan na zkumavky, automatické pipety + Spicky, sklenéné tyCinky, chemicka

1Zicka, Petriho misky

Chemikalie a roztoky:

Fosfatovy pufr (smichanim zasobnich roztokti K2HPO4 a KH2P0O4 v poméru 1:1)
10 mM hydroxylamin (0,165 ml 50% hydroxylaminu s 250 ml destilované vody)
17mM sulfanilamid (0,732 g sulfanilamidu ve 250 ml destilované vody)

7 mM a-naftylamin (0,251 g a-naftylaminu ve 250 ml destilované vody)
Dietyléteru

0,1% TCA (0,1 g kyseliny trichloroctové ve 100 ml destilované vody)

0,5% TBA v 20% TCA (20 g kyseliny trichloroctové ve 100 ml destilované vody a
prida se 0,5 g kyseliny 2-tiobarbiturové)

3% SSA (3 g kyseliny sulfosalicylové ve 100 ml destilované vody)
6 M H3PO4 (40,5 ml 85% H3P0O4 s 59,5 ml destilované vody)

kysely ninhydrin (1,25 g ninhydrinu za zvySené teploty ve 30 ml ledové kyseliny
octové a 20 ml 6 M H3P0O4)

kyselina octova

toulen
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kiemicity pisek
Pristroje:
Analytické vahy
Blokovy ohrivac
Centrifuga

Fytotron
Chladnicka
Hlubokomrazici box
Spektrofotometr
SuSarna

Trepacka

3.5. Stanoveni stresovych markert

Pifi pripravé vzorkli a stanoveni mnoZstvi superoxidového radikalu,
malondialdehydu a prolinu se postupovalo dle certifikované metodiky:
Certifikovana metodika odolnosti ovocnych plodin k suchu v in vitro podminkach

(Jiroutkova et Kovalikova, 2020).

Stanoveni superoxidového radikalu

Ve vychlazené treci misce se rozetie 0,1 g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu
s 2 ml fosfitového pufru. Pripraveny homogenat se presune do 1,5 ml
mikrozkumavKky a centrifuguje se 15 minut pii 14000 rpm a teploté 4 °C. Nasledné
se k 250 pl fosfatového pufru pridd 30 pl hydroxylaminu a 300 ul supernatantu
homogenatu. Smés se promicha a necha se 15 minut inkubovat pfi laboratorni
teploté. Poté se ptrida 300 pl sulfanylamidu a po promichani se inkubuje 15 minut
prilaboratorni teploté. V dalS$im kroku se ptida 300 pl naftylaminu a po promichani
se opét inkubuje 15 minut p¥i laboratorni teploté. Na zavér se prida 300 pl
dietyléteru. Vysledna reakéni smés je svétle- aZ tmaveé riizové barvy v zavislosti na

obsahu vytvoreného dusitanu. Zaroven je pripravovan slepy vzorek.
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Stanoveni malondialdehydu

Ve tfeci misce se utre 0,2 g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu s 2 ml 0,1% TCA.
Vznikly homogenat se prenese do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifuguje 15 minut
pii 14000 rpm a teploté 20 °C. K 0,5 ml supernatantu se nasledné ptida 1,5 ml 0,5%
TBA v 20% TCA. Smés se promicha a nechda se 30 minut inkubovat v susarné pri
teploté 90 °C. Poté se zkumavky prudce ochladi ve vodé s ledovou drti. Vzorky se
opét centrifuguji 15 minut pii 14000 rpm a teploté 20 °C. Ve slepém vzorku, ktery
je pripravovan soubézné, se vzorek nahradi 0,1% TCA o objemu 0,5 ml. Zarover je

pripravovan slepy vzorek.

Stanoveni prolinu

Ve tfeci misce se utfe 0,3 g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu s 5 ml 3% SSA.
Takto pripraveny homogenat se pienese do 15 ml zkumavky a centrifuguje 20 minut
pii 4500 rpm a teploté 20 °C. Ke 2 ml vzniklého supernatantu se piida 2 ml ledové
kyseliny octové a 2 ml kyselého ninhydrinu. Smés se promicha a necha se 1 hodinu
inkubovat ve vodni lazni pfi teploté 90-100 °C. Poté se zkumavky prudce ochladi ve
vodé s ledovou drti na teplotu cca 25 °C. Po ochlazeni se pridaji 3 ml toluenu a smés

se diikladné 20x protiepe.

Méreni absorbance
Superoxidovy radikal

V slepém vzorku, ktery se pripravuje soubéZné, se vzorek nahradi fosfatovym
pufrem o objemu 300 pl. Pomoci spektrofotometru se zméri absorbance vysledné
smési ve sklenéné kyveté pri vinové délce 530 nm. Jako standard pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky se pouZije NaNO2 o riizné koncentraci. Poustupuje se stejné, jako
pii samotné analyze, pouze se vzorek nahradi roztokem 300 pl standardu o rtizné
koncentraci. Obsah superoxidového radikalu se vyjadri jako ug radikalu na 1 gram

cerstvé hmotnosti.

Malondialdehyd

Ve spektrofotometru se ve sklenéné kyveté zméri absorbance pti 532 nm (komplex
MDA-TBA) a 600 nm (korekce nespecifického zakalu). Ve slepém vzorku, ktery je

pripravovan soubéZné, se vzorek nahradi 0,1% TCA o objemu 0,5 ml. Obsah MDA

47



resp. TBARS se ur¢i jako rozdil absorbanci A532 - A600 s pouZitim molového
absorp¢niho koeficientu 155 mM-1.cm-1. Vysledky na zakladé zndmého redéni

vyjadiime jako pmol MDA na g ¢erstvé hmotnosti.

Prolin

Absorbance vrchni toluenové vrstvy se zméri pii vinové délce 520 nm. Jako slepy
vzorek se pouzije Cisty toluen a jako standard pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky se
pouZije prolin o rtzné koncentraci. Poustupuje se stejné, vzorek se nahradi
roztokem standardu o riizné koncentraci. Celkovy obsah prolinu se na zavér vyjadi{

jako umol prolinu na g Cerstvé hmotnosti.

Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je jednou z nejroz$ifenéjSich analytickych technik diky své
jednoduchosti, spolehlivosti a nizké cené instrumentace jak pro pfima méreni, tak
ve spojeni s dal§imi technikami nebo procesy, jako je chromatografie, elektroforéza
a priitokova analyza (Rocha et Teixeira, 2004). Tato metoda je prvni volbou pfi
analyze latek, které jsou samy barevné nebo mohou reagovat za tvorby barevného
produktu. Vidime-li 2 roztoky stejné latky o rizné intenzité zbarveni, automaticky
predpokladame, Ze tmavsi roztok je vice koncentrovany. Tento predpoklad je
vlastné podstatou spektrofotometrie. Koncentraci roztokii zjistime na zakladg, kolik
svétla roztoky projde. Roztok absorbuje ¢ast svétla, které nim projde, a proto je
intenzita paprsku vstupujictho vyS$sSi neZ intenzita paprsku pro$lého. MnoZstvi
prochéazejictho svétla miizeme analyzovat spektrofotometrem na principu
molekulové absorpc¢ni spektrofotometrie. Méreni se provadi vzdy v identické
kyveté, aby byly dodrZeny stejné podminky. Nejprve se zméri blank, ¢imZ se nastavi
nulova absorbance roztoku blanku, pricemZ se ziska ,baseline” pro méreni vSech
standardi i vzorkd. Tato ,baseline“ musi ziistat stejnd po celou dobu méreni. Blank
obsahuje jen reagen¢ni smés bez analyzovaného vzorku. Roztok blanku mtZe byt i
barevny. Spektrofotometr umoZiiuje mérit absorbance az do 2,5, vzorky s vyssi

absorbanci se musi redit a vysledek nasobit faktorem redéni (Subhanova, 2018).
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Obr. 7 Schéma spektrofotometru (dostupné z WWW: < C 6200 Biochemick metody

08 Celektronov spektra molekul (slidetodoc.com)>)

Pojmy ve spektrofotometrii

Absorbance - mnoZstvi svétla pohlceného mérenym roztokem

Absorpce svétla - pohlceni a zeslabeni zateni pti priichodu méienym roztokem

Absorpcni spektrum - zavislost absorbance na vinové délce
Atest — znama hodnota standardu, stanovenda nezavislou metodikou

Auxochrom - skupina atom s volnym elektronovym parem, ktera zvy$uje absorpci
chromoforu

Blank (slepy vzorek) - roztok obsahujici v§echny slozky kromé analyzovaného
vzorku

Chromofor - seskupeniatomi v molekule, ktera zptisobuje absorpci v UV-VIS oblasti

Kalibraéni kiivka — zavislost absorbance na koncentraci

Standard - vzorek analytu o zndmé koncentraci dané atestem

Transmitance - propustnost - pomér intenzity zareni proslého vzorkem a zatreni
vstupujiciho do vzorku

UV-VIS - ultrafialova a viditelna ¢ast elektromagnetického spektra

(Subhanovag, 2018)
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3.6. Analyza fytohormoni

Na zakladé spoluprace provedl analyzu fytohormonii Ustav experimentalni
botaniky - Laborator hormonalnich regulaci u rostlin v Praze pomoci analyzy

LC/MS (Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii).

Kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS)

LC-MS je analyticka metoda, kterd vyuziva k oddéleni slozek smési kapalinovy
chromatograf a k jejich nasledné analyze hmotnostni spektrofotometr. Kapalinovy
chromatograf oddéluje jednotlivé slozky smési, pricemZ nasledné hmotnostni
spektrometr analyzuje jejich strukturu s vysokou specifitou a citlivosti. Aparatura
LC-MS obsahuje zafizeni, které preménuje latky oddélené pomoci LC na zdroje iontt
pro MS. Pomoci tohoto rozhrani prechazeji vzorky z mobilni faze, kterou je stlacena
kapalina, do hmotnostniho spektrometru, ve kterém je tlak okolo 10-*Pa. Je
nezbytné, aby se pienesla co nejvyssi ¢ast analytii a co moZna nejméné mobilni faze
a pritom nedoslo ke zméné jejich chemickych vlastnosti. RovnéZ by nemélo plisobit
na ionizator ¢i vakuum uvniti hmotnostniho spektrometru. Nej¢astéji pouzivané
rozhrani pro LC/MS jsou zaloZeny na elektrosprejové ionizaci, chemické ionizaci za
atmosférického tlaku nebo fotoionizaci za atmosférického tlaku. Touto metodou se
analyzuji biochemické, organické i anorganické latky v biologickych vzorcich nebo
vzorcich ze Zivotniho prostredi. Uplatnéni vyuZiti ma v mnoha oblastech, jako jsou
biotechnologie, vyroba 1é¢iv ¢i agrochemie (Dass, 2006; Chaimbault, 2014; Niessen,
2006; Pitt, 2009).
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Obr. 8 Schéma kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (dostupné

Z WWW: < Liqguid Chromatography Mass Spectrometer - Kapalinova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii - Wikipedie (wikipedia.org)>)

3.7. Statistické zpracovani dat

Vysledky koncentrace jsou u superoxidu uvedeny v ug/ g FW (Cerstvé hmotnosti),
prolinu v umol/g FW, MDA (manlondialdehydu) v pmol/g FW a fytohormoni
v pmol/g FW. Ze ziskanych hodnot byl vypocitan aritmeticky priimér a smérodatna
odchylka (standardni chyba priiméru). Tato data byla v programu Microsoft Excel
pirehledné uspoirddand do tabulek a grafli. Namérené hodnoty byly vtémZze
programu zpracovany pomoci Analytickych néstroji, konkrétné analyzy rozptylu
(ANOVA), ktera je zaloZena na hodnoceni vztahli mezi rozptyly porovnavanych
vybérovych soubort, pricemZ hladina vyznamnosti byla stanovena na 95% (p =
0,05). Pokud byla hodnota p nizsi nez 0,05, znamenalo to, Ze mezi hodnotami existuji
prikazné rozdily. Nejprve byly porovnavany hodnoty mezi prvni variantou a
druhou, treti, ctvrtou, poté mezi variantou druhou a tfeti, Ctvrtou a naposled mezi
tieti a Ctvrtou. Toto se opakovalo pro kaZdy z Sesti dn{i, kdy byly odebirany vzorky.
Dale byla vypocitana korelace mezi sledovanymi markery, markery a fytohormony
a mezi fytohormony navzajem. Korelace, které vychazely na zakladé kritickych
hodnot Pearsonova korela¢niho koeficientu pti hladiné vyznamnosti 0,05, byly

vyznamné.
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4. Vysledky
4.1. Obsah superoxidu

Zmény obsahu superoxidu jsou znazornény v grafu ¢. 1

Superoxid
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Graf ¢. 1: Obsah superoxidu v rostlinach u jednotlivych variant (hodnoty
oznacené stejnym pismenem se vyrazneé nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D - P<0,05)

Nejvyssi priimérny obsah superoxidu ze vSech 6 odbérti maji vSechny sloupce s
odbérii vlastni vSechny sloupce s kontrolnimi rostlinami. V obdobi dehydratace
dosahl aritmeticky primér nejvyssi hodnoty 20. dubna u varianty EPI+sucho
(36,0693 pg/g FW), a po rehydrataci (46,4478 ug/g FW) opét u varianty EPI+sucho
dehydratace 22. dubna (13,8769 pg/g FW), a po rehydrataci 24. dubna (18,1395
ug/g FW). Primér superoxidu se béhem dehydratace zvysil, a to druhy den odbéru
20. dubna u stresovanych variant, poté klesal a po rehydrataci zacal vzriistat u vSech

variant. Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu ¢. 1. Chybové tusecky oznacuji
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standardni chybu priiméru. Konkrétni namérené hodnoty aritmetického priiméru a

smérodatné odchylky jsou obsaZeny v tabulce €. 2 viz prilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce €. 9) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna vysla analyza rozptylu priikazné mezi
variantami Kontrola a EPI+sucho, dale mezi variantou Sucho a EPI+sucho a nakonec
mezi variantami ABA+sucho a EPIl+sucho. U druhé odbéru 20. dubna byla
prokazana statisticka vyznamnost mezi vSemi variantami. U trettho odbéru 22.
dubna byla prokazana statisticka vyznamnost mezi vSemi variantami kromé Sucha
a ABA+sucho. U ctvrtého odbéru 24. dubna byla opét prokazana statisticka
vyznamnost mezi vS§emi variantami kromé Sucha a ABA+sucho. U patého odbéru
byla analyza rozptylu prokazana mezi vSemi variantami, kromé variant Kontrola a
ABA+sucho a variant Sucho a EPI+sucho. U posledniho Sestého odbéru byla
statistickd vyznamnost prokazana mezi vSemi variantami, kromé varianty Sucho a

variantami ABA+sucho a EPI+sucho.
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4.2. Obsah malondialdehydu

Zmény obsahu malondialdehydu jsou znazornény v grafu . 2
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Graf ¢. 2: Obsah malondialdehydu v rostlinach u jednotlivych variant (hodnoty
oznacené stejnym pismenem se vyrazneé nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D - P<0,05)

V obdobi dehydratace dosahl aritmeticky prﬁmér MDA nejvySsi hodnoty 20. dubna
(0,0178 umol/g FW) 22. dubna u varianty ABA+sucho. Aritmeticky primér MDA po
rehydrataci dosahoval nejvyéél' hodnoty 28. dubna u varianty ABA+sucho (0,047
(0,019 umol/g FW). Z grafu vyplyva, Ze priimérné hodnoty MDA znacné kolisaly a
vyrazné se odliSovaly pti kaZdém méfeni. Priiméry varianty Sucho mimo 18. dubna
stoupaly béhem dehydratace aZ do rehydratace, pficemZ po ni dosahly maxima,
nasledné klesaly. Priméry varianty ABA+sucho béhem dehydratace kolisaly,
nicméné po rehydrataci postupné stoupaly. Priméry EPI+sucho mimo 18. dubna
postupneé klesaly, pricemz po rehydrataci klesl vyznamné a nasledné opét vzrostly.

Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu ¢. 2. Chybové usecky oznacuji standardni
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chybu priméru. Konkrétni namérené hodnoty aritmetického priiméru a

smérodatné odchylky jsou obsaZeny v tabulce €. 3 viz prilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce ¢. 10) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna vysla analyza rozptylu priikazné mezi v§emi
variantami, kromé variant Kontrola a Sucho, a dale mezi variantou ABA+sucho a
EPI+sucho. U druhého odbéru 20. dubna byla statisticka vyznamnost mezi vSemi
variantami, kromé variant Kontrola a Sucho. U tfetiho odbéru 22. dubna byla opét
prokazana statisticka vyznamnost mezi vS§emi variantami, kromé variant Kontrola a
Sucho. U ¢tvrtého odbéru 24. dubna nebyla prokazana statisticka vyznamnost mezi
Kontrolou a variantami ABA+sucho a EPI+sucho, u ostatnich kombinaci vysla
prikazné. U patého odbéru 26. dubna nebyla analyza rozptylu prokazana ani mezi
jednou kombinaci variant. U posledniho Sestého odbéru 28. dubna byla statisticka
vyznamnost prokazana mezi viemi variantami, kromé kombinaci variant Kontrola

a EPI+sucho a kombinaci Sucho + EPI+sucho.
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4.3. Obsah prolinu

Zmény obsahu prolinu jsou znazornény v grafu €. 3
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Graf ¢. 3: Obsah prolinu v rostlinach u jednotlivych variant (hodnoty oznacené
stejnym pismenem se vyrazné nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D - P<0,05)

Aritmeticky priimér prolinu béhem dehydratace dosahl nejvyssi hodnoty 22. dubna
kontroly v tomtéz odbéru (0,8842 umol/g FW). V obdobi po rehydrataci mél
nejvyssi hodnotu priiméru sloupec varianty EPI+sucho (23,8676 umol/g FW) 28.
dubna. Z grafu je patrné, Ze tentyZ den odbéru vyrazné pirevySuji hodnoty primért
variant Sucho a EPI+sucho ostatni hodnoty primért jednotlivych variant
v predeSlych odbérech. Sloupec s Kontrolou odbéru 24. dubna dosahoval po
dehydrataci se obsah prolinu zvySoval u vSech variant mimo kontrolu, druhy den po
rehydrataci jeho hladiny klesly, nicméné poté se zacaly opét zvySovat. Enormnich
hodnot dosahovaly priiméry posledni den odbéru v porovnani s ostatnimi odbéry.

Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu ¢. 3. Chybové usecky oznacuji standardni
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chybu priméru. Konkrétni namérené hodnoty aritmetického priiméru a

smérodatné odchylky jsou obsaZeny v tabulce €. 4 viz prilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce ¢. 11) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna vysla analyza rozptylu priikazné mezi
kombinacemi Kontrola a EPI+sucho, Sucho a EPI+sucho a nakonec mezi ABA+sucho
a EPI+sucho. U druhého odbéru 20. dubna byla prokazana statisticka vyznamnost
mezi vSemi variantami. U tietiho odbéru 22. dubna byla opét prokazana statisticka
vyznamnost mezi vSemi variantami. U ¢tvrtého odbéru 24. dubna nebyla prokazana
statisticka vyznamnost mezi Kontrolou a ABA+sucho, u ostatnich kombinaci vySla
prikazné. U patého odbéru 26. dubna nebyla analyza rozptylu prokdzana mezi
kombinaci Sucho a ABA+sucho, u vSech ostatnich vysla priikazné. U posledniho
Sestého odbéru 28. dubna byla statisticka vyznamnost prokazana mezi vSemi

variantami, kromé kombinace variant Sucho + EPI+sucho.
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4.4. Obsah kyseliny abscisové

Zmény obsahu kyseliny abscisové jsou znazornény v grafu ¢. 4
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Graf ¢. 2: Obsah Kyseliny abscisové v rostlinach u jednotlivych variant (hodnoty
oznacené stejnym pismenem se vyrazneé nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D - P<0,05)

Aritmeticky priimér obsahu kyseliny abscisové (ABA) dosahoval nejvyssi hodnoty
béhem dehydratace 18. dubna u varianty ABA+sucho (10531,15 pmol/g FW),

dubna (210,74 pmol/g FW). Nejvyssi hodnota aritmetického priméru po
rehydrataci dosahovala 26. dubna varianta ABA+sucho (8064,25 pmol/g FW), u
Kontrola (264,93 pmol/g FW). Z grafu jednoznacné vyplyva, Ze nejvyssi obsah
kyseliny abscisové obsahovala varianta ABA+sucho. Zaroveii k nejvy$Simu nartistu
ABA doslo béhem dehydratace, druhy den po rehydrataci se jeji primérny obsah
razantné snizil, nicméné v nasledujicich odbérech opét stoupal. U varianty Sucho
primérny obsah ABA postupné vzriistal s prohlubujici se dehydrataci, druhy den po
rehydrataci se sniZzil, a poté se jiZ nijak vyznamné nezvysSoval. U Varianty EPI+sucho
dosahoval priimérny obsah ABA béhem dehydratace mensich hodnot oproti
jmenovanym variantam, vyznamnéjs$i vzrist byl zaznamenam aZ po rehydrataci p¥i

patém a Sestém odbéru. Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu ¢. 5. Chybové
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useCky oznacuji standardni chybu primeéru. Konkrétni naméirené hodnoty
aritmetického priiméru a smérodatné odchylky jsou obsaZeny v tabulce ¢. 4 viz

prilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce ¢. 12) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna vysla analyza rozptylu priikazné mezi v§emi
variantami, kromé kombinace Kontrola a Sucho a kombinace Sucho a EPI+sucho. U
druhého odbéru 20. dubna byla prokazana statisticka vyznamnost mezi vSemi
variantami, kromé kombinace variant Kontrola a EPI+sucho. U tifretiho odbéru 22.
dubna byla prokazana statisticka vyznamnost mezi v§emi variantami. U ¢tvrtého
odbéru 24. dubna byla prokazana statistickd vyznamnost mezi Kontrolou a
ABA+sucho, dale mezi variantami Sucho a ABA+sucho a nakonec mezi ABA+sucho a
EPI+sucho. U patého odbéru 26. dubna nebyla analyza rozptylu prokazana mezi
kombinaci ABA+sucho a EPI+sucho, u v§ech ostatnich vysla priikazné. U posledniho
Sestého odbéru 28. dubna byla statisticka vyznamnost prokazana mezi vSemi

variantami, kromé kombinace variant Kontrola a Sucho.
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4.5. Obsah kyseliny jasmonové

Zmény obsahu kyseliny jasmonové jsou znazornény v grafu ¢. 5
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Graf ¢. 2: Obsah Kkyseliny jasmonové v rostlinach u jednotlivych variant
(hodnoty oznacené stejnym pismenem se vyrazné nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D
- P<0,05)

Nejvyssi aritmeticky primér obsahu kyseliny jasmonové (JA) béhem dehydratace
byl zjistén pri prvnim odbéru 18. dubna u varianty EPI+sucho (107,37 pmol/g FW),
odbéru 20. dubna u varianty Sucho, ktery dosahoval hodnoty (15,10 pmol/g FW).
Nejvyssi primér obsahu JA po rehydrataci byl objeven u varianty EPI+sucho pfi
patém odbéru 26. dubna, ktery dosahoval hodnoty (98,35 pmol/g FW). Nejnizsi
primér vykazovala Kontrola druhy den po rehydrataci 24. dubna, zde dosahoval
hodnoty (16,89 pmol/g FW). Nejvyssi priiméry obsahu JA vykazovaly vSechny
varianty béhem prvniho odbéru 18. dubna, poté vyrazné klesly, pricemZ pred
rehydrataci 22. dubna vyrazné prevaZoval primér u varianty ABA+sucho nad
ostatnimi, nasledné po rehydrataci se postupné snizoval. U varianty Sucho
dosahoval priimér obsahu JA prvni den odbéru 18. dubna nejvyssi hodnoty, poté
razantné klesl a kromé hodnot z20. dubna dosahoval b&hem experimentu
podobnych hodnot, které se nijak vyznamné neliSily. Varianta EPI+sucho

dosahovala nejvyssiho prtiméru JA prvni den odbéru, a poté klesal azZ do

60



rehydratace, po které se primér JA zacal opét zvySovat, pricemZ svym primérem
vyznamné prevySoval ostatni varianty, a to 26. dubna a 28. dubna Hodnoty jsou
graficky znazornény v grafu ¢ 5. Chybové tusecky oznacuji standardni chybu
priméru. Konkrétni namérené hodnoty aritmetického priiméru a smérodatné

odchylky jsou obsaZeny v tabulce ¢. 6 viz prilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce ¢. 13) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna nebyla analyza rozptylu prokazana mezi
Zadnou kombinaci variant. U druhého odbéru 20. dubna byla prokazana statisticka
vyznamnost mezi variantami Kontrola a Sucho, dale Sucho a ABA+sucho a nakonec
Sucho a EPI+sucho. U trettho odbéru 22. dubna byla prokazana statisticka
vyznamnost mezi variantami Kontrola a ABA+sucho, dale Sucho a ABA+sucho a
nakonec ABA+sucho a EPI+sucho. U ¢tvrtého odbéru 24. dubna byla prokazana
statistickd vyznamnost pouze mezi kombinaci variant Kontrola a ABA+sucho. U
patého odbéru 26. dubna byla analyza rozptylu prokazana mezi kombinaci variant
Kontrola a EPI+sucho, dale Sucho a EPI+sucho a nakonec ABA+sucho a EPI+sucho.
U posledniho Sestého odbéru 28. dubna nebyla statisticka vyznamnost prokazana

ani mezi jednou z uvedenych variant.
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4.6. Obsah kyseliny salicylové

Zmény obsahu kyseliny salicylové jsou znazornény v grafu ¢. 4
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Graf ¢. 2: Obsah Kyseliny salicylové v rostlinach u jednotlivych variant (hodnoty
oznacené stejnym pismenem se vyrazneé nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D - P<0,05)
Nejvyssi aritmeticky priimeér kyseliny salicylové (SA) béhem dehydratace byl zjiStén
u odbéruz 22. dubna, a tou Varianty Sucho, kde dosahoval hodnoty (465,09 pmol/g
varianty EPI+sucho (172,44 pmol/g FW). Nejvyssi primér po rehydrataci z 28.
dubna dosahoval u varianty ABA+sucho hodnot (1011,77 pmol/g FW). Nejnizsi
primér po rehydrataci vykazovala varianta Sucho z 24. dubna, kde dosahl hodnoty
(196,87 pmol/g FW). Prliméry obsahu SA u varianty Sucho se pravidelné béhem
méfeni zvySovaly a sniZovaly, pricemZ vyrazné sniZeni priSlo po rehydrataci.
Priiméry obsahu SA u varianty ABA+sucho se béhem dehydratace prili§ nelisily,
nicméné rehydratace zapricinila jejich zvySeni. U varianty EPI+sucho se priméry
obsahu SA béhem dehydratace mimo 20. dubna zvySovaly, pficemZ maxima dosahly
druhy den po rehydrataci 24. dubna, poté se priiméry postupné sniZovaly. Hodnoty
jsou graficky znazornény v grafu €. 6. Chybové usecky oznacuji standardni chybu
priméru. Konkrétni namérené hodnoty aritmetického priiméru a smérodatné

odchylky jsou obsaZeny v tabulce ¢. 7 viz prilohy.
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Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce ¢. 14) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna nebyla analyza rozptylu prokazana mezi
Zadnou kombinaci variant. U druhého odbéru 20. dubna nebyla prokazana
statistickd vyznamnost ani mezi jednou z variant. U tfetiho odbéru 22. dubna nebyla
prokazana statisticka vyznamnost ani mezi jednou z variant. U ¢tvrtého odbéru 24.
dubna nebyla prokazana statisticka vyznamnost mezi kombinaci variant Kontrola a
Sucho a kombinaci ABA+sucho a EPI+sucho, u vSech ostatnich variant prokazana
byla. U patého odbéru 26. dubna byla analyza rozptylu prokazana pouze mezi
kombinaci variant Kontrola a EPI+sucho. U posledniho Sestého odbéru 28. dubna
byla prokazana statisticka vyznamnost mezi variantami Kontrola a ABA+sucho, dale

Sucho a ABA+sucho a nakonec ABA+sucho a EPI+sucho.
4.7. Obsah auxinu
Zmény obsahu kyseliny indol-3-octové jsou znazornény v grafu ¢. 4
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Graf ¢. 2: Obsah auxinu v rostlinach u jednotlivych variant (hodnoty oznacené
stejnym pismenem se vyrazné nelisi dle hodnot P, kde A, B, C, D - P<0,05)
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Nejvyssi hodnota aritmetického priiméru auxinu béhem dehydratace byla zjisténa
22. dubna u varianty EPI+sucho, kde dosahovala hodnoty (19,89 pmol/g FW),
s hodnotu (8,60 pmol/g FW). Nejvys$si hodnota priiméru auxinu po rehydrataci byla
zaznamenana Z24. dubna u varianty ABA+sucho (16,04 pmol/g FW). Nejnizsi
hodnota priiméru auxinu se vyskytuje u varianty EPI+sucho v posledni den odbéru
28. dubna, kde hodnota dosahla (6,12 pmol/g FW). U druhé varianty Sucho se
priméry obsahti auxinu béhem dehydratace sniZily, pricemZ rehydratace prinesla
zanedbatelné zvysSeni, které bylo nasledovano sniZovanim primeérd. U varianty
ABA+sucho se priiméry zvySovaly od prvniho dne odbéru 18. dubna, pricemzZ
maxima dosdhl 22. dubna, a i pies rehydrataci se prliméry zacaly sniZovat aZ do
posledniho dne odbéru. Priiméry auxinu u varianty EPI+sucho prvni dva odbéry
kolisaly, pricemZ od dosaZeni maxima v obdobi dehydratace 22. dubna se priméry
i pres vliv rehydratace sniZovaly. Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu ¢. 7.
Chybové tsecky oznacuji standardni chybu priméru. Konkrétni naméirené hodnoty
aritmetického priiméru a smérodatné odchylky jsou obsaZeny v tabulce ¢. 8 viz

prilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni P hodnoty lze nalézt v priloze v tabulce ¢. 15) mezi variantou Kontrola a
variantami Sucho, ABA+sucho a EPI+sucho. Dale mezi variantou Sucho a variantami
ABA+sucho a EPI+sucho a naposled mezi variantou ABA+sucho a variantou
EPI+sucho. U prvniho odbéru 18. dubna nebyla analyza rozptylu prokazana mezi
Zadnou kombinaci variant. U druhého odbéru 20. dubna byla prokazana statisticka
vyznamnost mezi variantami Kontrola a Sucho, dale Sucho a ABA+sucho. U tretiho
odbéru 22. dubna byla prokazana statisticka vyznamnost mezi variantami Kontrola
a ABA+sucho, dale Sucho a ABA+sucho. U ¢tvrtého odbéru 24. dubna byla prokazana
statisticka vyznamnost pouze mezi kombinaci variant Sucho a EPI+sucho. U patého
odbéru 26. dubna byla analyza rozptylu prokazana mezi kombinaci variant Kontrola
a Sucho, dale Kontrola a EPI+sucho a nakonec ABA+sucho a EPI+sucho. U
posledniho Sestého odbéru 28. dubna byla statisticka vyznamnost prokazana mezi
variantou Kontrola a Sucho, dale Kontrola a EPI+sucho a nakonec mezi kombinaci

variant Sucho a EPI+sucho.
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4.8. Korelacni analyza

Nasledovala korela¢ni analyza. Nejprve byla spocitana korelace mezi stresovymi

markery a fytohormony, poté mezi fytohormony. Korelace vysla pozitivné mezi

superoxidem a SA, dale pozitivné mezi MDA a SA a zaporné mezi MDA a IAA, poté

zaporné mezi prolinem a [AA. Co se ty¢e hormondt, tak pozitivné vysla korelace mezi

ABA a SA, dale pozitivné mezi ABA a [IAA. Nicméné u vyznamnych korelaci se

nepodarilo prokazat regresi.

Tabulka ¢.1: Korelace mezi stresovymi markery a fytohormony a fytohormony

navzajem
superoxid MDA prolin ABA JA SA I1AA

superoxid X X X X |0.233644 X
MDA X X X X [0.276103 | -0.24325
Prolin X X X X X -0.32765
ABA X X X X [0.342522 | 0.276967

JA X X X X X X

SA 0.233644 | 0.276103 X 0.342522 | X X

IAA X -0.24325 | -0.32765 | 0.276967 | X X
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5. Diskuze

Tato experimentalni prace se zamérila na stresové markery a fytohormony v
rostlinach rajcat produkované vlivem dehydratace a nasledné rehydratace.
Rostlinny material byl analyzovan na obsah superoxidu, malondialdehydu, prolinu,
kyseliny abscisové, kyseliny jasmonové, kyseliny salicylové a auxinu kyseliny indol-

3-octové.

5.1. Zmény v hodnotach superoxidu a
malondialdehydu vyvolané dehydrataci a
naslednou rehydrataci

Superoxid, radici se mezi ROS, je povazovan za vedlejsi produkty fotosyntézy a
dychani, jenZ vznika v bunécnych kompartmentech, jak popisuje Das etal. (2015). K
tomuto hromadéni ROS dochazi béhem nepfiznivych podminek, mezi které se radi i
sucho, coZ uvadi Schneider (2019). Zaroven s rostoucim obsahem ROS dochazi k
narlistu MDA, pricemZ tento metabolit naznacuje, Ze doSlo k poSkozeni rostlin
(Zhang et al, 2021). Oproti kontrole doSlo u varianty Sucho k naristu
superoxidového radikalu stejné jako uvadi Zhou et al. (2019), av§ak u obsahu MDA
se naSe vysledky rozchazi, nebot v pripadé naseho experimentu byly hodnoty MDA
nizsi, neZ u Kontroly, kromé vyrazného nartistu druhy den po rehydrataci. Proto se
nase vysledky neshoduji ani s experimentem u cherry rajc¢at provedenym Hassan et
al. (2015). U varianty ABA+sucho byly hodnoty superoxidu vyssi neZ u kontroly a
prevazné vyssi nez u varianty Sucho. Naopak Ijaz etal. (2017) uvadji, Ze se v rajcatech
zvySil obsah ABA, ktery napomohl eliminaci ROS zvySenim aktivity antioxidacnich
enzyml. Tento mechanismus obrany ziejmé mohl byt posilen vnesenym genem
AnnSp2, ktery v tomto experimentu nebyl vyuzit. Nicméné po nasledné rehydrataci
doslo ke sniZeni hladin superoxidu vii¢i varianté Sucho, coZ mliZe vypovidat o tom,
Ze zvySené hodnoty ABA zvysily aktivitu antioxida¢nich mechanismi v porovnani s
experimenty Ramasamy et al. (2022). AvSak toto tvrzeni nelze prokazat, nebot
nebyl sledovan antioxida¢ni obrany mechanismus. Vliv ABA na hodnotu MDA u
varianty ABA+sucho nelze porovnat s Zadnou z uvedenych studii. Navic chybové
usecky oznacuji velky rozptyl a hodnoty znacné kolisaly oproti ostatnim variantam,
a to jak béhem dehydratace, tak rehydratace. Co se tyce varianty EPI+sucho, tak
zvySené hodnoty byly naméfeny ve vSech dnech odbéru vzorkil vici ostatnim
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variantam. V porovnani s tvrzenim vlivu epibrassinolidu u je¢mene Gill et al. (2017)
naznacuji, Ze aplikace epibrassinolidu sniZuje obsah ROS, ale lze souhlasit pouze s
jejich tvrzenim, Ze epibrassinolid sniZuje obsah MDA, ale v tomto pfipadé pouze po
rehydrataci a u rajéat. Na druhou stranu sniZeni obsahu MDA pomoci
epibrassinolidu u rajc¢at potvrzuje experiment Yuan et al. (2010), pricemz toto

oSefeni také vedlo ke zvySeni aktivity antioxida¢nich enzym{.

5.2. Zmény v hodnotach prolinu vyvolané
dehydrataci a naslednou rehydrataci

Prolin se hromadi v rostlinach s omezenym mnozstvim vody, pricemZ zlepSuje
osmotické prizplisobeni bunék pii nedostatku vody (Verslues et Sharma, 2010).
Oproti varianté Kontrola obsah prolinu vzrlistal u varianty Sucho béhem
dehydratace, coZ lze pozitivné porovnat s experimentem provedenym Knipp et
Honermeier (2006) u brambor, patfici do stejné celedi rostlin jako rajcata
Solanaceae. Prokazany narlist prolinu demonstovali i Pereira et al. (2014) pfri
experimentech na cherry rajcatech, stejné jako Montesinos-Pereira et al. (2014),
Hassan et al. (2015) a Rai et al. (2013) u transformovanych raj¢at. Hodnoty prolinu
zaroven vzrlstaly i u varianty EPI+sucho. Po rehydrataci doslo ke sniZeni obsahu
osmolytd, pricemZ k jeho extrémnimu navyseni doslo posledni den odbéru vzorkd.
Z primérnych hodnot vyplyva, Ze aplikace ABA u varinty ABA+sucho vyznamné
reguluje hladiny prolinu, stejné jako to uvadi Verslues et Sharma (2010) ve své
studii. Navic Ramasamy et al. (2022) uvadi, Ze postiik ABA na list snizil akumulaci

prolinu u rostlin rajcat.

5.3. Zmény v hodnotach kyseliny abscisové
(ABA) vyvolané dehydrataci a naslednou
rehydrataci

S rostoucim vodnim deficitem je biosyntéza ABA spouSténa sniZenym vodnim
potencidlem nebo turgorem listli (Munemasa et al., 2015). ljaz et al. (2017) uvadji,
Ze vlivem plisobeni stresu ze sucha doslo ke zvySeni obsahu ABA v rostlinach rajcat.
V tomto ohledu se nase vysledky shoduji, nebot byl zaznamendan nartist hodnoty
ABA u varianty Sucho béhem dehydratace, po rehydrataci doSlo ke sniZeni, ale

nasledné priimérny obsah ABA opét vzriistal. Exogenni aplikace ABA rapidné zvysila
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endogenni obsah ABA v listech rajc¢at u varianty ABA+sucho béhem dehydratace,
druhy den po rehydrataci doSlo k poklesu hodnoty ABA, nicméné jeji obsah se v
dalSich odbérech opét zvySoval. ZvySeni endogenni hladiny ABA v zavislosti na
exogenni aplikaci ABA jiz drive potvrdili Ma et al. (2008). U varianty EPI+sucho
doslo k nartistu hodnoty ABA béhem dehydratace. Po rehydrataci k doslo poklesu,
ktery byl nasledovan opétovnym vzriistem, piicemZ hodnoty varianty EPI+sucho
prevySovaly hodnoty varianty Sucho. OSetfenim rostlin raj¢at pomoci
epibrassinolidii za plisobeni sucha se zabyvali Yuan et al. (2010), pricemz zjistili, Ze

EBR miiZe zvySovat obsah endogenni ABA, coZ tento experiment potvrzuje.

5.4. Zmény v hodnotach kyseliny jasmonové
(JA) vyvolané dehydrataci a naslednou
rehydrataci

Wang et al. (2020) uvadi, Ze JA aktivuje obranny mechanismu proti vodnimu
deficitu, pricemZ% v diisledku plisobeni sucha se rychle zvysuje hladina endogenni ] A,
ktera se pii dlouhodobém plisobeni vodniho stresu vraci na béZné koncentrace. Zde
bylo dosaZeno podobnych vysledk, kdy nejvyssi hodnoty JA byly naméreny prvni
den odbéru, poté se az na vyjimKky jiZ sniZovaly u vSech variant. Kolisajici
koncentrace JA stejné tak interpretuji De Ollas et al. (2016). Zaroven Hossain et al.
(2011) uvadi, Ze existuje vztah mezi JA a ABA, pricemzZ JA reguluje reakce rostlin na
sucho prostiednictvi biosyntézy a akumulace ABA. U varianty Sucho, kromé prvniho
odbéru lze tuto zavislost v grafech zpozorovat. U varianty ABA+sucho, kromé
prvniho a predposledniho odbéru miiZe existovat néjaka zavislost mezi JA a ABA.
Hodnoty ABA mezi JA u varianty EPI+sucho znacné kolisaji. Navic Ize obecné rici, Ze
hodnoty JA u varianty ABA+sucho jsou oproti Kontrole v oSetfenych rostlinach ABA

vyS$8i, coZ potvrzuje studie o rajc¢atech za sucha provedena Zhang a Huang (2013).

5.5. Zmény v hodnotach kyseliny salicylové
(SA) vyvolané dehydrataci a naslednou
rehydrataci

Mirua a Tada (2014) uvadji, Ze v diisledku nedostatku vody se obsah SA v rostlinach
zvySuje, dale se zvySuje obsah ABA a prolinu, navic zvySené endogenni hladiny SA

podporuje uzavieni priiducht, které je pravdépodobné zptlisobeno tvorbou ROS.
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Galviz et al. (2021) naopak pfi svém experimentu u rajc¢at vystavenych suchu
prokazali prostiednictvim SA zvySenou vodivost priducht, nicméné shodovali se ve
zvySeném obsahu prolinu. DalSim experimentem se zabyvali Lobato et al. (2021),
kde u rajcat vystavenych suchu zkoumali vliv SA a dosli k zavéru, Ze SA se podili na
sniZeni MDA a ROS. Zde se priibéh experimentu od vyse citovanych autort znacné
odliSoval, ziejmé proto, Ze vétSina studii byla zaloZena na exogenni aplikaci, pricemZz
na nasi strané byly sledovany pouze endogenni hladiny SA. NaSe vysledky se shoduji
pouze ve vyznamné pozitivni korelaci mezi hodnotami SA a ABA. I pres to byla na
nasi strané prokazana vyznamna pozitivni korelace mezi SA a superoxidem a mezi

SA a MDA, ale bohuZel nebyla prokazana mezi hodnotami SA a prolinu.

5.6. Zmény v hodnotach auxinu kyseliny indol-
3-octové (IAA) vyvolané dehydrataci a
naslednou rehydrataci

Jednou z nékolika mnoha funkci auxinu je diferenciace vodivych pletiv, ktera
usnadiiuje tok fytohormoni a dalSich latek rostlinou. Hlavnim zastupcem auxint je
kyselina indol-3-octova (Casanova-Saez et Voss, 2019; Seidlova et al., 2008). Moles
etal. (2018) popisuji, Ze IAA spolu s kyselinou abscisovou ABA plisobi synergicky na
aklimatiza¢ni procesy rostlin, které jsou vyvolané suchem. S timto tvrzenim se
shoduje naSe vyznamna pozitivni korelace mezi ABA a [AA. Graf €. 7 naznacCuje, Ze
experiment potvrzuje zavislost mezi aplikaci ABA a obsahem IAA. Konkrétné u
varianty ABA+sucho lze pozorovat, Ze s prohlubujici se dehydrataci hodnoty 1AA
postupné vzriistaly a po nasledné rehydrataci se postupné sniZovaly. To samé
bychom mohli fict o varianté EPI+sucho, ale pokud bychom zanedbali prvni den
odbéru. Je mozZné, Ze existuje néjaka zavislost mezi epibrassinolidem a IAA, nicméné
nelze ji porovnat s Zadnou ze studii, nebot neni obsaZena v teoretické ¢asti. Li et al.
(2018) piSi o zvySujici se koncentraci ABA pri nedostatku vody, zatimco dochazi ke
sniZeni IAA. Hodnoty v grafu obecné naznacuji, Ze tomu tak je. Li et al. (2018) dale
uvadi, Ze exogenni aplikace IAA sniZuje oxidalni poSkozeni prostrednictvim
antioxidac¢ni obrany ¢i osmotické upravy. V naSem pripadé se lze shodovat, ze IAA
ma pozitivni vliv na poSkozeni bunék, nebot byla prokazana vyznamna negativni
korelace mezi IAA a MDA. Zaroven se ale neshodujeme v osmotické upravé, nebot

tomu oponuje opét vyznamna negativni korelace mezi IAA a prolinem.
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6. Zaver

Rajcata jsou jednou z hojné vyuzivanych potravin ¢lovékem, a proto jsou péstovany
na celém svété, ale zaroven jsou mnohdy vystaveny nepiiznivym podminkam
prostredi, pricemZ mezi nejvyznamnéjsi patii pravé sucho. Prohlubujici se globalni
oteplovani tento negativni vliv neustale zesiluje. Navic s rostoucim poctem obyvatel
na Zemi bude potieba zvySovat vynosy téchto plodin, ¢emu miiZe v budoucnu
zabranit pravé sucho jesté vice neZ dnes. Proto jsme se rozhodli v této diplomové
praci prozkoumat, zda by aplikace latek hormonalni povahy mohla sniZit nezadouci
stres, a tak posilit vynosy této plodiny v oblastech, kde je sucho hlavnim limitujicim

faktorem. Stru¢né shrnuti vysledkli naSeho badani uvadime v tomto zavéru.

Koncentrace superoxidového radikalu byla prokazatelné zvySena v pletivech u
rostlin rajcat vystavenych suchu. U rostlin oSetfenych kyselinou abscisovou do$lo
ke sniZeni obsahu superoxidu po rehydrataci vii¢i rostlindm vystavenych suchu bez
aplikace latek hormonalni povahy. Vliv epibrassinolidu na sniZeni hladiny

superoxidu nebyl prokazan.

Malondialdehyd slouZi jako marker pro stanoveni stupné poSkozeni stresované
rostliny. AvSak jeho koncentrace vii¢i Kontrole kolisala u v§ech variant, pri¢emz jeho

hodnoty byly kolikrat men3i u stresovanych rostlin nez u kontrolnich.

Prolin zvySuje osmotickou rovnovahu u rostlin s vodnim deficitem. Ke sniZeni jeho
hladiny u stresovanych rostlin prispéla kyselina abscisova, coZ je nezadouci. Naopak
k pozitivhimu navyS$eni jeho koncentrace doslo u rostlin vystavenych suchu a rostlin
oSetfenych epibrassinolidem opét vystavenych suchu, coZz vypovida o tom, Ze
epibrassinolid se mliZe podilet na zvySovani obsahu prolinu u rostlin vystavenych

stresu zptisobeného nedostatkem vody.

Kyselina abscisova se hromadi v listovych pletivech pfi nedostatku vody, ptricemz se
podili na obranné reakci rostlin. Jeji akumulace v listech byla prokazana u rostlin
vystavenych suchu. Exogenni aplikace kyseliny abscisové na rostliny vystavené
stresu ze sucha vyrazné zvySila obsah endogenni kyseliny abscisové, ktery dosahl

nejvysSich hodnot ze vSech variant. To potvrzuje vliv této kyseliny na biosyntézu
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kyseliny abscisové. Dale bylo zjiSténo, Ze epibrassinolid se také podili na zvySeni

endogenni hladin kyseliny abscisové u rostlin vystavenych suchu.

Kyselina jasmonova aktivuje obranny mechanismus rostlin, pricemz jeji hladiny
jsou v pocatecnich fazich stresu vysoké a nasledné klesaji, coZ ziskané hodnoty
potvrzuji. Dale existuje zavislost mezi touto kyselinou a kyselinou abscisovou, a to
miiZeme vycist z grafii u varianty Sucho. Navic se jeji obsah zvySuje po aplikaci

kyseliny abscisové u rostlin s omezenym mnoZstvim vody.

V diisledku nedostatku vody se obsah kyseliny salicylové v rostlinach zvysuje. To
nemiiZzeme v nasem piipadé kvili kolisajicim hodnotdm jednozna¢né potvrdit.
Nicméné po aplikaci kyseliny abscisové doSlo ke zvySeni koncentrace kyseliny
salicylové, coz dokazuje pozitivni korelace. OSetfeni epibrassinolidem zvySilo

hladinu kyseliny salicylové vii¢i varianté Sucho po rehydrataci.

Kyselina indol-3-octova spolu s kyselinou abscisovou piisobi synergicky na
aklimatiza¢ni procesy rostlin, které jsou vyvolané suchem. Toto tvrzeni bylo
prokazano pozitivni korelaci a hodnotami v grafu u rostlin oSetfenych kyselinou
abscisovou pod stresem zptlisobeného suchem. Bylo potvrzeno, Ze tato Kkyselina

zmirnuje oxidacni poSkozeni.

Je diileZité zminit, Ze nékteré zkoumané latky spolu vyznamné pozitivné i negativné
korelovaly. Z toho lze usoudit, Ze tyto latky spolu souvisi, a kdyZ se méni

koncentrace jedné z nich, tak to ovlivni koncentraci latky jiné, poptipadé i mnoha

dalsich.

Hodnoty chybovych usecek byly u vétSiny zkoumanych latek vysoké, a proto by bylo
vhodné pro uplné potvrzeni nebo vyvraceni naSich predpokladl a zjiSténych
vysledki provést dalsi experimenty, které by potvrdily nebo vyvratily nami ziskana
data.
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Prilohy
Stav rostlin Sesty den od zahajeni dehydratace

Obr. 9 Varianta 1 (Kontrola) listy jsou tmavé zelené, nékteré spodni Zloutnou, ale
celkovy stav rostlin je dobry [22. 04. 2021] (foto JanouSek, 2021)

Obr. 10 Varianta 2 (rostliny oSetfeny kyselinou abscisovou a vystaveny suchu),
oproti kontrole jsou nékteré listy mirné povadlé, zacinaji blednout az Zloutnout,
zaroven jsou rostliny v horsi kondici oproti varianté 3 [22. 04. 2021] (foto JanouSek,
2021)

83



Obr. 11 Varianta 3 (rostliny oSetfeny epibrassinolidem a vystaveny suchu), oproti
Kontrole jsou nékteré listy mirné povadlé, spodni zac¢inaji blednout az Zloutnout,
vrchni jsou tmavé zelené, zaroven jsou rostliny méné povadlé oproti varianté 2 [22.
04. 2021] (foto JanouSek, 2021)

¥

Obr. 12 Varianta 4 (rostliny oSetieny suchem) oproti predchozim variantam jsou
rostliny silné povadlé a listy jsou vice svéSené, bledé a zluté, nékteré listy dokonce
odumiraji [22. 04. 2021] (foto JanouSek, 2021)
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Stav rostlin druhy den po rehydrataci

Obr. 13 Varianta 1 (Kontrola) celkovy stav rostlin je obdobny z 22. dubna [24. 04.
2021] (foto JanousSek, 2021)

Obr. 14 Varianta 2 (rostliny oSetieny kyselinou abscisovou a vystaveny suchu)
vrchni listy jsou tmavé zelené, oproti 22. dubnu pfibylo vice bledych a Zlutych
spodnich listii [24. 04. 2021] (foto JanouSek, 2021)
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Obr. 15 Varianta 3 (rostliny oSetfeny epibrassinolidem a vystaveny suchu) spodni
listy vice zeZloutly, vrchni listy jsou stale tmavé zelené [24. 04.2021] (foto JanousSek,
2021)

M=
.,_? -

S

Obr. 16 Varianta 4 (rostliny oSetfeny suchem) celkovy stav rostlin se nezhorsil
v porovnani v 22. dubnem, nékteré suché listy byly odstranény [24. 04. 2021] (foto
Janou$ek, 2021)
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Stav rostlin Sesty den po rehydrataci

Obr. 17 Varianta 1 (Kontrola) nékteré bledé listy zeZloutly, suché byly odstranéné,
celkovy stav rostlin je dobry [28. 04. 2021]

Obr. 18 Varianta 2 (rostliny oSetfeny Kyselinou abscisovou a vystaveny suchu)
rostliny na prvni pohled vykazuji piiznaky silného vodniho deficitu, oproti Kontrole
jsou rostliny silné povadlg, listy jsou svéSené, svinuté, nékteré suché [28. 04. 2021]
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Obr. 19 Varianta 3 (rostliny oSetfeny epibrassinolidem a vystaveny suchu) vici
Kontrole rostliny vykazuji priznaky silného vodniho deficitu, listy ztraci tmavé
zelenou barvu a vice Zloutnou, jsou svinuté a svéSené [28. 04. 2021]

Obr. 20 Varianta 4 (rostliny oSetfeny suchem) rostliny se nachazi v podobném stavu
jako varianty 2 a 3, vykazuji priznaky silné dehydratace, vétSina listl je bledych az
Zlutych, jsou svinuté a svéSené [28. 04. 2021]
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Tabulky s hodnotami

Tabulka ¢ 2 Superoxid - Aritmeticky primér (ug/g FW) a standardni chyba

priméru vSech variant

superoxid 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021
x SD x SD x SD x SD x SD x SD
Kontrola 26.2025 1.275814 19.9425 1.693060 13.8769 1.766206 18.1395 1126952 27.0807 0.956253 33.8085 2.631159
Sucho 27.7346 2.46036 29.6471 1.67991 17.3269 1.30980 22.4487 1.59909 32.7442 2.78399 41.4979 2.56123
ABA+sucho 27.2640 0.910972 33.5568 2.042500 18.2544 1.220297 20.7880 2.410935 28.6731 2.052554 40.5472 2.147438
EPI+sucho 34.2636 2.48004 36.0693 1.58370 30.8801 1.70458 31.0442 1.74065 35.2896 1.19261 46.4478 1.80369

Tabulka ¢. 3 Malondialdehy- Aritmeticky priimér (umol/g FW) a standardni chyba

priméru vSech variant

MDA 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021
X SD X SD x SD X SD X SD x SD
Kontrola 0.0344 | 0.00579198 0.0215 0.0283
0.00077028 0.0037149 0.0220
0.00428737 0.0288 | 0.00183747 0.0355 0.00113793
Sucho 0.0303 0.00358412 0.0237 0.00197713
0.0261 0.0038687 0.0344 0.00088548 0.0294 0.00297163 0.0252 0.00322811
ABA+sucho 0.0235 0.00330742 0.0328 | 0.00486132 0.0178
0.00472467
0.0240 0.00385228 0.0321 0.0040008 0.0470 0.00643354
EPI+sucho 0.0245 0.00262037 0.0410 | 0.00113987 0.0326
0.00072433
0.0190 0.00126082 0.0322 0.00334951 0.0288 0.00452286

Tabulka €. 4 Prolin - Aritmeticky primér (umol/g FW) a standardni chyba priiméru
vSech variant

prolin 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021
x SD X SD X SD x SD x SD X SD
Kontrola
1.1385 0.057128 1.1351 0.053485 0.8842 0.110972 0.8661 0.083545 1.0632 0.145380 1.2315 0.247773
Sucho
1.1811 0.047732 1.4020 0.116768 2.9961 0.142098 1.1872 0.146974 1.5977 0.139579 23.2338 3.396028
ABA+sucho
1.1358 0.093527 1.2494 0.076238 1.5666 0.097397 0.9752 0.073882 1.6364 0.044815 7.8052 2.562733
EPI+sucho
1.3852 0.064518 2.2717 0.163180 5.6236 0.407858 3.8823 0.225383 2.1528 0.209036 23.8676 2.903322
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Tabulka ¢. 5 Kyselina abscisova (pmol/g FW)- Aritmeticky priimér a standardni
chyba priiméru vsech variant

ABA 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021
x SD x SD x SD x SD x SD x SD
Kontrola
219.78 107.74 249.00 114.64 210.74 22.22 281.56 66.77 264.93 75.08 492.38 33.55
Sucho
416.93 159.17 1214.47 240.51 2445.72 114.00 433.69 105.43 826.91 80.74 501.90 181.99
ABA+sucho
10531.15 1799.15 9171.48 778.72 10524.35 1030.10 2667.67 602.48 8064.25 1957.71 6096.38 1871.64
EPI+sucho
470.29 104.67 370.16 76.62 988.65 211.25 443.29 195.45 1148.54 251.08 2199.27 704.78
v L . . Loy p
Tabulka ¢. 6 Kyselina jasmonova (pmol/g FW) — Aritmeticky primér a standardni
O 4 4 =
chyba priiméru vSech variant
JA 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021
x SD x SD x SD x SD x SD x SD
Kontrola
76.52 4.63 40.29 6.87 30.71 8.45 16.89 9.76 41.49 16.29 31.85 12.29
Sucho
85.66 23.33 15.10 0.47 33.98 10.50 35.93 9.39 50.76 21.80 45.93 5.50
ABA+sucho
89.44 17.57 37.57 5.61 76.95 19.80 58.74 18.23 42.82 14.05 47.98 23.33
EPI+sucho
107.37 26.52 41.85 8.29 26.88 2.56 37.55 10.00 98.35 7.66 79.07 24.43

Tabulka ¢. 7 Kyselina salicylova (pmol/g FW) - Aritmeticky priimér a standardni
chyba priiméru vsech variant

SA 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021

x SD x SD x SD x SD x SD x SD
Kontrola

379.29 69.12 219.49 43.22 263.92 66.62 230.07 92.59 265.34 15.16 426.74 1.96
Sucho

381.87 116.34 232.87 69.02 465.09 106.74 196.87 35.83 325.19 66.00 315.87 91.50
ABA+sucho

41591 108.12 406.85 150.81 454.30 120.28 587.99 203.12 330.35 123.28 1011.77 150.55
EPI+sucho

300.99 56.40 172.44 17.16 366.28 131.58 499.68 129.22 430.41 83.68 420.49 99.30

v o . . P
Tabulka ¢. 8 Kyselina indol-3-octova (pmol/g FW) - Aritmeticky primér a

standardni chyba priiméru vSech variant

1AA 18.04.2021 20.04.2021 22.04.2021 24.04.2021 26.04.2021 28.04.2021
X SD x SD X SD x SD X SD X SD

Kontrola

8.60 1.75 8.65 2.03 8.71 2.47 12.35 3.73 14.90 3.52 15.56 2.83
Sucho

11.69 5.67 13.49 2.11 9.24 3.04 9.47 2.18 7.85 2.01 8.39 0.46
ABA+sucho

13.00 4.07 16.47 3.62 18.78 4.35 16.04 3.64 13.62 3.09 8.26 3.22
EPI+sucho

12.62 3.38 11.70 3.17 19.89 7.57 15.57 2.26 6.90 2.44 6.12 1.15
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Tabulka €. 9 Superoxid - Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami

Superoxid 18.04.202 20.04.202 | 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 | 28.04.202
1 1 1 1 1 1
HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | Hodnota P
Kontrola Sucho 0.251461 1.71E-05 0.00798 0.001156 0.002608 0.003133
ABA+such
0 0.168443 3.01E-06 0.001851 0.056717 0.154494 0.004435
EPI+sucho 9.56E-05 2.55E-06 1.28E-07 3.68E-07 0.00000 0.000293
Sucho ABA+such
0 0.698861 0.010766 0.280063 0.235209 0.030089 0.590062
EPI+sucho | 0.002875 0.000657 2.01E-07 1.85E-05 0.18132 0.050932
ABA+such | EPI+sucho
0 0.00016 0.028334 2.68E-07 3.15E-05 0.000449 0.024573
Tabulka ¢. 10 Malondialdehy- Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami
Malondialdehyd 18.04.202 20.04.202 | 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 | 28.04.202
1 1 1 1 1 1
HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | Hodnota P
Kontrola Sucho 0.272271 0.075361 0.453614 0.008079 0.748783 0.003586
ABA+such
0 0.01717 0.003782 0.012802 0.547187 0.148272 0.037895
EPI+sucho | 0.021298 1.23E-06 0.036092 0.233692 0.108463 0.068985
Sucho ABA+such
0 0.032193 0.006375 0.033615 0.006533 0.32071 0.00189
EPI+sucho | 0.042056 9.79E-06 0.007407 1.01E-05 0.28879 0.269282
ABA+such | EPI+sucho
0 0.635918 0.037006 0.000203 0.049712 0.963571 0.016112
Tabulka €. 11 Prolin - Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami
Prolin 18.04.202 | 20.04.202 | 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 | 28.04.202
1 1 1 1 1 1
Hodnota P | Hodnota P | Hodnota P | Hodnota P | Hodnota P | Hodnota P
Kontrola Sucho 0.236498 0.00165 4.85E-09 0.002809 | 0.000349 495E-06
ABA+such
0 0.95645 0.025301 6.64E-06 0.060081 3E-05 0.000942
EPI+sucho | 0.000209 4.28E-07 6.85E-09 2.81E-09 3.56E-05 1.68E-06
Sucho ABA+such
0 0.362285 0.04006 7.34E-08 0.020466 | 0.571667 | 0.003281
EPI+sucho | 0.000462 1.07E-05 8.2E-07 1.67E-08 0.001992 0.817997
ABA+such | EPI+sucho
0 0.00118 1.4E-06 2.2E-08 3.39E-09 0.000945 | 0.001989

Tabulka €. 12 Kyselina abscisova — Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami

ABA 18.04.202 20.04.202 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 28.04.202
1 1 1 1 1 1

HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | Hodnota P

Kontrola Sucho 0.150272 0.00329 4.83E-06 0.102323 0.000909 0.94887
ABA+such

0 0.0002 3.97E-05 6.5E-05 0.002419 0.002319 0.016238

EPI+sucho | 0.026947 0.202692 0.00621 0.24652 0.004286 0.047582
Sucho ABA+such

0 0.000221 7.17E-05 0.000174 0.003195 0.003065 0.003978

EPI+sucho | 0.612076 0.004413 0.001895 0.943903 0.102241 0.015618
ABA+such | EPI+sucho

0 3.08E-05 4.09E-05 0.00116 0.003692 0.003723 0.020018
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Tabulka €. 13 Kyselina jasmonova - Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami

18.04.202 20.04.202 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 28.04.202
1 1 1 1 1 1
HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | Hodnota P
Kontrola Sucho 0.542144 0.003176 0.696131 0.071569 0.586604 0.163592
ABA+such
0 0.278504 0.623494 0.020477 0.024771 0.919432 0.427889
EPI+sucho | 0.109133 0.814488 0.59416 0.062581 0.00543 0.092206
Sucho ABA+such
0 0.814773 0.002303 0.029356 0.126351 0.624006 0.890072
EPI+sucho | 0.311999 0.00505 0.437302 0.848201 0.02344 0.083604
ABA+such | EPI+sucho
0 0.302739 0.500258 0.043136 0.152312 0.003861 0.147478

Tabulka €. 14 Kyselina salicylova - Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami

18.04.202 20.04.202 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 28.04.202
1 1 1 1 1 1
HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | Hodnota P
Kontrola Sucho 0.975188 0.790056 0.050367 0.593536 0.200594 0.202532
ABA+such
0 0.633396 0.107407 0.074508 0.049967 0.415923 0.006601
EPI+sucho | 0.158078 0.154576 0.316246 0.042493 0.028248 0.937966
Sucho ABA+such
0 0.705878 0.14339 0.913016 0.030375 0.952073 0.000917
EPI+sucho | 0.270841 0.215063 0.418208 0.017376 0.162407 0.250738
ABA+such | EPI+sucho
0 0.108457 0.055525 0.494038 0.559747 0.309402 0.002075

Tabulka €. 15 Kyselina indol-3-octova — Hodnoty P mezi jednotlivymi variantami

IAA 18.04.202 20.04.202 22.04.202 | 24.04.202 | 26.04.202 28.04.202
1 1 1 1 1 1

HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | HodnotaP | Hodnota P

Kontrola Sucho 0.417753 0.045553 0.826706 0.31288 0.039325 0.018336
ABA+such

0 0.144886 0.030939 0.025165 0.285936 0.659518 0.054347

EPI+sucho | 0.123199 0.233453 0.084163 0.26965 0.03178 0.011897
Sucho ABA+such

0 0.733765 0.285545 0.035741 0.054919 0.053534 0.948773

EPI+sucho | 0.794681 0.459596 0.102812 0.028294 0.631849 0.033606
ABA+such | EPI+sucho

0 0.890353 0.160748 0.842759 0.856568 0.04184 0.3304
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