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Abstrakt

Cilem této bakalaiské prace bylo provést nadobovy pokus s rostlinami maku kontrol-
nimi a stresovanymi suchem. U ziskanych semen byla nésledné testovana kli¢ivost
semen V normalnich podminkach a v podminkach sucha simulovaného pomoci PEG
6000. Bylo zjisténo, ze stres suchem u rostlin maku uréenych k produkci osiva sice
snizuje vynos a kvalitu osiva, ale zaroven zlepSuje energii kli¢ivosti a samotnou kli-
¢ivost takto ziskanych semen.

V ramci této prace jsem dale testovala metodu rezonance povrchového plazmo-
nu (SPR) jako potencidlné vyuZitelnou metodu pro analyzu akumulace dehydrini.
Podatilo se mi ovétit vyuzitelnost metody pro izolaci termostabilnich proteini a za-
roven jsem potvrdila, Ze metoda SPR je potencidln¢ vyuzitelna i pro analyzu akumu-

lace dehydrint v kli¢nich rostlinach méku.

Klicova slova: Mak sety, kliCivost, stres suchem, metoda rezonance povrchového

plazmonu



Abstract

The aim of this thesis was to perform an experiment with opium poppy control and
drought stressed plants. Gained seeds were tested for germinability in normal con-
ditions and during simulated drought stress induced with PEG 6000. It was found
plants for seed production provides less seeds with lower quality, but the vigour and
germinability of these seeds are better.

In this thesis | also tested the method of surface plasmon resonance as potentialy
suitable method for dehydrin accumulation analysis. | managed to verify method for
termostable proteins isolation and at the same time | confirmed, the SPR method is
potentially usefull method for dehydrin accumulation analysis in opium poppy seed-
ling plants.

Keywords: Opium poppy, germinability, drought stress, surface plasmon resonance
method
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Uvod

Ceska republika je péstitelskou makovou velmoci, pochdzi od nis podstatna &ast
svétové produkce. Mak se u nas péstuje od nepaméti a ve velkém, protoZe je pro Ce-
chy tradi¢ni a oblibenou pochutinou. Podle udaji CSU primémy Cech zkonzumuje
asi 400 gramd maku za rok. Po pfepo¢tu tohoto mnozstvi na buchty se jedna o desit-
ky buchet na hlavu za rok. V loniském roce se na ¢eskych polich vypéstovalo pribliz-
né 29 tisic tun maku.

Nejvyznamnéjsi faktor, ktery omezuje produktivitu zeméd¢€lskych plodin ve sve-
tovém meéfitku je pravdépodobné sucho. Ocekavané globalni oteplovani by mohlo
vést k dalsimu zesileni téchto vlivl prostfedi. Nicméné rostliny maji obranné strate-
gie, kterymi se brani. Pro vybér vhodnych genotypti pro Slechténi je zapotiebi znat
obranné mechanismy vic¢i nepfiznivym faktorim prostfedi a zaroven najit U¢inné

metody selekce.




1 Mak sety

Mék sety pochazi z predoasijského genového centra a udaje o jeho péstovani pochazi
jiz z neolitu (Kulovana, 2001). U nas jsou prvni doklady o péstovani maku z doby
bronzové (Havel et al., 2018), mame nalezy dolozeny z roku 500, v dobé, kdy docha-
zelo ke st¢hovani narodt (Kulovana, 2001). Mak sety byl popsan botanikem Linném
vroce 1753. Kolem roku 1803 objevil némecky lékarnik Sertuner opiovy alkaloid
morfin, v &istém stavu jej ziskal v roce 1816 (Cesky modry mak, 2019).

Mak je pro nezaménitelnou chut’ uZivan v potravinaistvi (Cesky modry mak,
2019) a ma také vyznam ve farmacii (Vasak et al., 2003). Tkané, pfedev§im z mako-
vic, produkuji alkaloidy, které se po tisicileti uzivaji pro tiSeni nejkrutéjsich bolesti.
Bohuzel hrozi zneuziti narkomany (Cesky modry mak, 2019). Z méku se pfipravuji
zavislost, které dodnes stoji za mnoha zni¢enymi lidskymi Zivoty i vale€nymi kon-
flikty. V nékterych zemich je péstovani maku dokonce zakazano (Narodni zemé&dél-
ské muzeum, s.p.o.). Proto v Evropég, a to hlavné u nas v Ceské republice, péstujeme
pouze bezpetné, neopiové maky vyhradné pro potravinaiské vyuziti (Cesky modry
mak, 2019). Ceska republika patii k nejvyznamngj§im péstitelim méaku nejen v ev-
ropském, ale 1 svétovém meéfitku (Venclova, 2020), osevni plocha maku se
v poslednich letech zvétSuje. Zatimco v roce 2018 se u nas mak péstoval na vymeéte
26 608 ha, tak v roce 2019 nasi péstitelé oseli plochu 35 778 ha. Produkce maku do-
sdhla 24 190 tun. V loniském roce se vyméra maku na naSich polich opét zvysila.
Podle sdéleni Ing. Vaclava Lohra unas mak péstovalo 839 péstiteld (Honsova,
2020).

V Jihozéapadni Asii, pfedevSim v Turecku a Iranu jsou mladé rostliny maku kon-
zumovany jako salat. Odridy maku péstované k potravinaiskému vyuZiti se podstat-
né 1isi od prumyslovych odrid pro farmaceuticky primysl. V zahradach se lze setkat

s odridami maku vyslechténymi pro okrasné tcely (Kuchtova et al., 2013).

1.1 Popis druhu

Mak sety Papaver somniferum L., ¢eled’ Papaveracea — makovité, jedna se o jedno-
letou olejninu s velkou tradici péstovani v Ceské republice. Péstuje se ve formé jarni
(seje se na jare, kvéty vétSinou bilé) nebo ozimé (seje se na podzim, ma fialové kve-

ty). Kofenovy systém se sklada z jednoho kulovitého koifene, dosahujiciho do hloub-




Ky 50 az 80 cm a mnoha jemnych postrannich kotent (Pelikan et al., 2015). Lodyha
je ptima, nejcastéji lysa nebo jen fidce chlupata, modie ojinéna (Pazdera, 2015), 30
az 180 cm vysoka, vyplnéna dieni. Nekteré odridy maji lodyhu nevétvenou nebo jen
slabé vétvenou (2 az 5 vétvi), jiné vytvareji 1 30 a vice vetvi, coz do jisté miry ovliv-
fluje hustota vysevku. Vétve zpravidla prertstaji vrchol lodyhy. Spodni listy jsou
podlouhlé s hluboce vykrajovanou ¢epeli. Vrchni listy jsou ovalné nebo vejcité, na
bazi ¢asteCné objimavé, na okrajich pilovité az zubaté a lehce zvinéné. Kvéty vyrts-
taji po jednom na vrcholu lodyhy i1 vétvi. Korunni platky maji bilou, ¢ervenou, razo-
vou, fialovou az tmavofialovou barvu. Okraj korunniho platku je rovny nebo zubaty.
Mak je pfevazné samosprasnou rostlinou, moznost cizospraseni je 5 az 30% a docha-
zi k nému pii pfiznivém pocasi, kdy je mak navstévovan véelami a ¢meldky a tak
muze dojit 1 k opyleni pylem z jiné rostliny. VétSinou se kvét opyli sdm, a to uz
V poupéti tésné pred rozkvétem. Semenik je svrchni a plodem je tobolka (makovice)
riazné velikosti, barvy a tvaru. Semena jsou ledvinovita (Pelikan et al., 2015) a jsou
nejcastéji modroseda, ale mohou byt i bila, Zluta, rizova, hnéda nebo ¢erna (Pazdera,
2015). Kli¢i pfi minimalni teploté 1 az 3 'C, optimalni teplota pro kliceni je 20 az
25 C. Mék v pribéhu vyvoje mé rozdilné pozadavky na klimatické podminky.
V dob¢ od zaseti do poc¢atku kveteni je naro¢ny na vlahu a méné naro¢ny na teplotu.
Od pocatku kveteni do dosazeni plné zralosti naopak vyZaduje teplejsi, sussi pocasi

s dostatkem slune¢niho svitu (Pelikan et al., 2015).

Obrazek 1.1: Kvét a makovice maku setého (flora-cs.com, 2021)
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1.2 Technologie péstovani maku

Péstovani maku ma své zvlastnosti. Jiz pii podzimni orbé je zapotiebi orat do vétsi
hloubky a povrch orby neurovnavat. Tim pada 1épe prijima srazky a méné trpi sléva-
vosti. Jarni pfiprava se co nejvice minimalizuje, aby bylo mozné mék co nejdiive
zasit. U seti maku je nejdilezitéjsi v€asnost. V piipraveé se pouzivaji pouze brany i
ruzn¢ agregované, vylucuje se smykovani a valeni. Na pohled neurovnany c¢lenity
povrch je biologicky Zadouci, méak 1épe vzchazi a rostliny jsou castecné chranéné.

Na vyzivu je mak naro¢ny. Zékladem je vyrovnany pomér mezi jednotlivymi
prvky a pH ptdy blizko hodnoty 7. Zpravidla se k optimalizaci vyzivy méaku pouzi-
vaji primyslovd mineralni hnojiva. Dusik se aplikuje nejlépe po zaseti v kapalné
formé spolu s preemergentnimi herbicidy. Tuhé formy dusiku nejpozdéji do faze
vzchazeni, aby pozdé aplikovany dusik nezvétSoval pfili§ tvorbu vétvi. P, K a Ca se
aplikuje k ptredplodiné a na zaklad¢é agrochemického rozboru pudy. Vysledkem seti
by mél byt porost s poctem rostlin v rozpéti 50 az 70 (maximalné 90) na 1 m?. V pra-
Xi to znamen4 vysévat 0,80 az 1,20 kg osiva na 1 ha. Radky volime tzké 20 az 25
cm. Zpusobu seti maku je ov§em vice. Vzhledem k nizké hloubce seti (0,5 az 1,5 cm)
je mozné vysévat pasové se zvednutymi botkami seciho stroje a pocitat s tim, ze na
povrch vysetd semena vSechna nevzejdou a tim se porost ziedi. DalS§i moznost je
vysévat normalni osivo s osivem chemicky oSetfenym tak, Ze po vzejiti oSetfeny mak
zahyne a tim se porost prosvétli. Maximalni vynosy skyta u maku spon 10 x 15 cm.
U porostl, které byly zasety pfili§ husté, je mozné pti€nym prevlacenim sttedné téz-
kymi branami porosty prosvétlit a ziedit. KdyZz méak vymrzne, je mozné opakovat seti
nejpozdé&ji do konce dubna. Ozimy mak se vyséva koncem srpna.

Nejvice Skodi v maku vysoké plevele (hefmanky, jezatka) a plevele, jejichz se-
mena se nedaji z maku odstranit (laskavec). Pokud neni¢ime plevele v ptedploding,
tak agrotechnické prostiedky jsou omezené (pleckovani v Sirokych fadcich). Zbyva
ochrana chemicka. Mék je k herbicidim pomérné citlivy, proto chemicka ochrana
musi byt pouze doporuc¢enymi herbicidy pfi dodrzeni celého metodického postupu
(davka a cas aplikace).

Mak sklizime v plné zralosti, kdy je semeno uvolnéno a chrasti na dné tobolky.
V této zralosti je semeno nejméné mechanicky poskozovano a tim je vice chranéno
proti zluknuti. Nejlépe je sklizet v dob¢, kdy je nejmensi vlhkost vzduchu (v poled-
ne). Sklizeci mlaticka se upravi (utésni) pro sklizenn drobnych semen, zaci lista se

zvedne tak, aby sefizla nejnize umisténé tobolky. Mizeme sklizet semeno i makovi-
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nu a pozdé€ji semeno separovat. Osetfeni po sklizni spoc¢iva v oddéleni makoviny od
semen a v jejich suSeni. Makovinu je nutné dosusit na vlhkost 15 % a semeno vzhle-

dem k obsahu tuku na 8 % (Divis, et al. 2010).

flore=cs.carm’ *

Obrazek 1.2: Makové pole (flora-cs.com, 2021)

1.3 Slechténi maku v CR

Legendarni odriida Hanacky modry, vyslechténa v roce 1934 ve Slechtitelské stanici
Horni Mosténice, byla vyskrtnuta ze seznamu odrid povolenych k péstovani po vel-
kych diskusich v roce 1980. Byla to odriida s vyrazné blankytn¢ modrym zabarvenim
semene a na zahranicnich trzich dobfe uplatnitelnd, ale méla niZsi vynos. Hanacky
modry vynosové prekonaly odridy vyslechténé v 80. letech s nasedlou barvou seme-
ne, a proto pro obchodniky nebyly tolik vyhledavané. Druhéd vyznamna odrida Azur,
ktera byla vyslechténa v roce 1928 v obdobi prvni republiky, zaostala v délce povo-
leni pro péstovani za predchozi odridou pouze o jeden rok (1928 az 1973). Z dalSich
odriid vyslechténych ¢eskymi $lechtiteli je tfeba zminit Amarin ze Slechtitelské sta-
nice Celechovice z roku 1975 a odriidu Modran (1969) ze Slechtitelské stanice
Chlumec nad Cidlinou. Po roce 1977 §lechténi maku v Cechach skongilo a probihalo
pouze na Slovensku ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby Piestany ve Slechtitel-
ské stanici Maly Saris. Z tohoto pracovisté pochazi vétina odrid péstovanych v sou-
¢asné dob¢ na Ceskych polich. Jedna se o odridy Opal, Bergam, Gerlach, Maraton,

Major a Malsar. Opétovné §lechténi v Cechach zahajila firma Oseva PRO, s.r.o. po

12



vzniku samostatného Slovenska, na svém odstépném pracovisti ve Vyzkumném 1s-
tavu olejnin Opava. Zde se podafilo vyslechtit celou fadu zajimavych, pfedevsim
belosemennych odrid pod nézvy Sokol, Racek, Orel, ale i odridu s okrovou barvou
semene Redy. Jednd se o odrady nové, zatim s malym zastoupenim na péstitelskych
plochach. Tyto odridy by vsak pro svoji ofiskovou chut’ mély nalézt uplatnéni pii
vyrobé cukratskych specialit. Zatim na vétsi rozsiteni péstitelskych ploch jeste ¢ekaji

(Potmé&silova, 2009).

1.4 Kli¢ivost a vzchazivost

Kliceni a jeho rychlost zavisi jak na kvalit¢ semen, tak i na podminkach prostiedi
(voda, teplota, vzduch) (Honsova, 2019). Zakladnim kritériem kvality osiva je pro-
cento kli¢ivosti. Kli¢ivost osiva se hodnoti ve standartnich a optimalnich laborator-
nich podminkach, kde mohou byt v nékterych piipadech ziskany rozdilné vysledky.
Objektivni pficinou mize byt zpravidla dormance semen. Vysledky a ptesnost testi
bude vzdy zaviset na urovni poznatkd o fyziologii kliceni semen, zejména na vitalité
a podminkach prostiedi. Zalezi také na technickych podminkach pii kliceni a zkuse-
nosti pracovnika semenarské laboratote. Nejlepsi vizitkou semenaiské firmy je vyso-
ké procento kli¢ivosti produkovaného osiva. Certifikace vychazi ze splnéni stanove-
nych limitnich hodnot, které jsou specifické podle botanickych druhii nebo rodi.
Podlimitni kli¢ivost u osiva vzdy pocita pouze s nizkou vitalitou. Vyjimkou z normy
by mélo byt pouze nouzové feSeni. Pro péstitele snizend klicivost predstavuje vyssi
naklady na osivo, a to v souvislosti se zvySenim vysevku, ale také predevsim vyssi

riziko Spatné¢ zalozeného, mén¢ vykonného a nevyrovnaného porostu (Hosnedl,
2003).

vost a dobry zdravotni stav, ale pro péstitele jsou rozhodujicimi kritérii polni vzcha-
zivost a vyrovnanost vzchazeni. Pozadované optimum se ¢asto 1i8i a vychéazi z vnitini
kvality semen a kvality podminek prostiedi. Vyznam maji fyzikalni a agrochemickeé
vlastnosti pady. S ptipravou pudy, formou seti a stfidani plodin souvisi komplexni
arotechnické faktory. Rychlé a vyrovnané vzchazeni prispiva k lepSimu zakotenéni
rostlin a maximalizuje ristové obdobi a také ovliviiuje uniformitu a vzajemnou kon-
kurenceschopnost rostlin v prostoru. Pfitom charakteristickym projevem snizené vi-

tality osiva miize byt vétsi redukce poctu rostlin pfi vzchazeni a pomalej$i a méné
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vyrovnané vzchazeni (Hosnedl, 2003). Rozdil mezi kliivosti a vzchazivosti osiva
souvisi se zivotnosti €ili vitalitou osiva, kterd popisuje pfirozeny potencidl zdravych
semen, umoznujici rychlé kliceni a vzchazeni po zaseti. Obecné vyjadiuje stupen
tolerance osiva k nepfiznivym podminkam pfi kli¢eni a vzchazeni a stabilitu kvality

pti uskladnéni (Honsova, 2019).

1.5 Abiotické stresy

Produktivita zeméd¢€lstvi je omezena riznymi faktory prostiedi, z nichz hlavni jsou
stresy. Zdlouhavé stresové podminky zpisobuji mimo jiné produkci reaktivnich fo-
rem kysliku (ROS). Akumulace ROS v organismu naru$i neménny mechanismus
bunék, ktery nakonec vede k bunééné smrti. Organismy postupné vyvinuly pokro¢ilé
slozité fyziologické a metabolické mechanismy pro odbourdvani reaktivnich forem
kysliku produkovanych stresory z prostiedi (Shefali, et al., 2021).

Na rostliny ptsobi rtizné stresové faktory a abioticky stres je hlavni pfi¢inou
omezeni celosvétové produkce plodin (Wang, et al., 2003). Mnozstvi a intenzita je-
jich pasobeni ovliviiuje rust rostlin. Pro optimalni rtst rostlin je urcité mnozstvi abio-
tickych faktorti prostiedi zapotiebi. Jakakoli zména téchto faktord prostiedi ¢i od-
chylka od normalu optimalnich podminek prostfedi, je povaZzovana za abioticky stres
a nebezpecné ovlivituje rast, vyvoj a produktivitu rostlin (Bray, et al., 2000).
V soucasnosti probiha globalni zména Zivotniho prostiedi prakticky ve vSech klima-
tickych pasmech na zemékouli a zpUsobuje tak environmentalni rizika (Gleick,
1994). Tyto anomalie prostiedi vytvaieji pravé abiotické stresy, které jsou hlavnimi
Ciniteli omezujicimi produkei plodin (Padgham, 2009, Boyer, 1982).

Mezi abiotické stresy patii chlad, teplo, alkalické podminky, sucho, intenzita
svétla, zamokieni, zasoleni a nedostatek zivin (Bailey-Serres a Voesenek, 2008),
(Wang, et al., 2003). 64% celosvétové rozlohy ptdy je ovlivnéno suchem, 6% zaso-
lenim, 13% anoxii, 9% mineralni deprivaci, 15% zasaditosti pudy a 57% zimou
(Mittler, 2006). Rostliny se diky svym obrannym mechanismiim pfizptsobuji rychlé
zméné v Zivotnim prostfedi a chorobam (Simontacchi, 2015), vyvinuly rizné strate-
gie pro zvladani stresovych podminek kombinaci metabolickych, fyziologickych a
morfologickych adaptaci (Bray, et al., 2000). Na vyvojové trovni mohou rostliny
uniknout stresu prostiednictvim mnohostrannych zmén bunééné a organové struktu-

ry. Tyto procesy jsou fizeny fytohormony, véetné ethylenu, giberelinu a kyseliny
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abscisové (Bailey-Serres a Voesenek, 2008). Molekularni kontrolni mechanismy
tolerance k abiotickému stresu jsou také zalozeny na aktivaci a regulaci specifickych
gend souvisejicich se stresem. Tyto geny jsou zapojeny do celé fady stresovych reak-
ci, jako je signalizace, kontrola transkripce, ochrana membran a proteinti a vychyta-
vani volnych radikald a toxickych slou¢enin (Wang, et al., 2003).

Slechténi na odolnost vii¢i suchu a zasoleni u zemédélskych plodin a u lesnich
dfevin by méla mit vysokou prioritu v programech biotechnologického vyzkumu. V
posledni dobé zacal vyzkum molekularnich mechanismu stresovych reakci ptinaset
své ovoce a soub&zné s tim genetické modifikace stresové tolerance ukazaly také
slibné vysledky, které se mohou v kone¢ném dusledku vztahovat na zemédélsky a
ekologicky vyznamné rostliny. Diraz je kladen na transgenni rostliny, které byly
vyvinuty na zaklad¢é riznych mechanismi reakce na stres. V tivahu pfipadaji nasle-
dujici aspekty: regulacni kontrola, inzenyrstvi metabolitli, transport iontd, antio-
xidanty a detoxikace, ,,late embryogenesis abundant™ proteiny (LEA) a proteiny te-
pelného Soku (heat shock) (Wang, et al., 2003). Pfedmétem intenzivniho vyzkumu je
sledovani stresovych podminek, jako je sucho, slanost a teplo souc¢asné nebo sledo-
vani téchto podminek samostatné (Cushman, 2000). Na poli jsou vsak plodiny a jiné
rostliny bézné¢ vystavovany kombinaci riznych abiotickych strest (Moffat, 2002).
Naptiklad v oblastech zasaZenych suchem se mnoho plodin setkdvéa s kombinaci su-
cha a jinych dal$ich stresort, jako je horko nebo zasoleni (Heyne a Brunson, 1940).
Nedavné studie ukazaly, Ze molekularni a metabolicka odpovéd’ rostlin na kombinaci
sucha a horka je jedine¢na a nelze ji pfimo extrapolovat z reakce rostlin na kazdy z
téchto riznych strest aplikovanych jednotlivé (Pnueli et al., 2002). Studie soucasné
expozice stresu v riznych rostlinach jsou dobie zdokumentovany v fadé odbornych
publikaci. Kromé toho je tolerance ke kombinaci dvou riznych abiotickych streso-
ram jednim z hlavnich $lechtitelskych cili u kukufice a dalsich plodin (Craufurd a
Peacock, 1993). Presto je stale malo znamo o molekularnich mechanismech, které
jsou zakladem aklimatizace rostlin na kombinaci dvou riznych strest (Rizhsky et al.,
2004). Protoze vétsina studii abiotického stresu provadénych za kontrolovanych
podminek v laboratofi neodrazi skute¢né podminky, které se v terénu vyskytuji, mu-
ze existovat znacna propast mezi znalostmi ziskanymi témito studiemi a znalostmi
pozadovanymi pro vyvoj rostlin a plodin se zvySenou toleranci na polni podminky.
Tato mezera by mohla vysvétlit, pro¢ nékteré z transgennich rostlin vyvinutych v

laboratoii se zvySenou toleranci ke konkrétnimu stavu biotického nebo abiotického
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stresu nevykazovaly zvySenou toleranci pfi testovani V polnich podminkéch
(McKersie et al., 1999). K pieklenuti této mezery a usnadnéni vyvoje plodin a rostlin
se zvySenou toleranci vii¢i polnim stresovym podminkam je tieba se zamétit na mo-

lekularni, fyziologické a metabolické aspekty kombinace stresort (Mittler, 2006).

1.6 Stres suchem

Sucho patii mezi abiotické stresy (Prochazka et al., 1998, Pavlova, 2005). Stres su-
divodl, mimo jiné véetné nizkych srazek, zasoleni, vysokych a nizkych teplot a vy-
soké intenzity svétla (Salehi-Lisar a Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Schopnost ptezit
nepfiznivé podminky se oznacuje jako rezistence neboli odolnost. Rezistence zahrnu-
je schopnost vyhnout se stresovym podminkam a toleranci k nim (Prochéazka et al.,
1998, Pavlova, 2005). Molekularni a fyziologické mechanismy spojené s toleranci
vodniho stresu a G¢innosti vyuzivani vody byly rozsahle studovany (Osakabe, et al.,
2014). Kdyz rostliny nedostavaji dostatek vody, jsou vystaveny stresu, ktery se na-
zyva vodni deficit. Ten v rostliné narusuje mnoho celularnich funkci, coz mé nega-
tivni dopad na jeji rust a naslednou reprodukci (Bray, 2007). Rostliny si vyvinuly
slozité¢ fyziologické a biochemické adaptace, aby se ptizplisobily riznym stresim
prostiedi (Osakabe, et al., 2014), vyvinuly mnoho rtiznych mechanismi a v pfipad¢,
ze dochazi v jejich prostfedi k navozeni stresovych podminek, tyto mechanismy
je produkci naSich plodin (Bray, 2007). Mechanismy, které se podileji na toleranci
rostlin vici suchu, se obvykle fidi obecnym planem a to napiiklad udrzovanim ho-
meostazy bunck v situacich s nedostatkem vody, coz je mozné zvySenim piivodu
vody do bunék. Vyhybani se suchu je dal§im béznym mechanismem odolnosti vici
suchu u jednoletych rostlin. S timto mechanismem je tnik ze stresovych podminek
hlavni strategii pro rust rostlin za sucha (Salehi-Lisar a Bakhshayeshan-Agdam,
2016). Systémy, které reguluji adaptaci rostlin na nedostatek vody, prochazeji sofis-
tikovanou regulaéni siti a jsou pfedmétem aktualniho vyzkumu (Osakabe, et al.,

2014).
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Obrazek 1.3: Ilustrace reakce rostlin na vodni stres. Stomatalni reakce, odbourani ROS, meta-

bolické zmény a fotosyntéza jsou ovlivnény, kdyZ jsou rostliny vystaveny stresu suchem. Tento

soubor reakci vede k upravé rychlosti ristu rostlin jako adaptivni reakei pro preziti (Osakabe,
etal., 2014).

1.6.1 Obranné mechanismy proti stresu suchem

Rostliny si vytvofily dva kontrastni fyziologické mechanismy k obrané proti stresu
suchem: tolerance vici stresu, které 1ze dosahnout Gpravou osmotickych vlastnosti a
zménami pruznosti tkdni a vyhybani se stresu, které dale omezuje ztraty vody snize-
nim vodivosti priduchti a zménami morfologie nebo orientace listi (Touchette, et al.,
2009).

U tolerantnich rostlin, které jsou schopné odolavat stresu suchem, se predpokla-
da vysoka ucinnost vyuziti vody (WUE) a nizka priduchova vodivost. Nastup stresu
suchem na zacatku sezony muize vyhovovat spise rostlindm, které se vyhybaji stresu
suchem a proto je jejich WUE spise nizka a pro tyto druhy je typicka Casna repro-
dukce, zatimco pozdéjsi sucho vyhovuje spiSe druhiim, které maji vysokou WUE
(Heschel a Riginos, 2005). Proteiny kodované geny indukovanymi stresem funguji
jak pfi pocatecni stresové reakci, tak pii vytvareni tolerance K rostlinnému stresu
(Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2006). Plodiny disponujici témito funk¢énimi
geny by byly pro péstitele velice prospésné, ale pouhym vybérem je vyslechtit nelze.
Geneticky modifikovana rostlina transformovana velkym poc¢tem genti by mohla byt

odolné proti suchu. Jiz byly provedeny polni pokusy se zastavenim zavlazovani a
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ukazuji odolnost vi¢i suchu u GM rostlin v podob¢é pozdéjsiho vyvoje stresu nez u
rostlin divokych. To je zptisobeno pomalejsim celkovym vyparem vody z GM rost-
lin, které maji nebo mohou mit mensi celkovou plochu listd (LAl) nebo sniZzenou
vodivost pruduchi, spojenou S anatomickymi zménami (hustsi mezofyl a mensi bun-
Ky). Soucasné dukazy ukazuji, Ze GM rostliny nemusi byt schopny se 1épe vyrovnat

se stresem suchem nez kultivary slechténé pouhou selekci (Lawlor, 2012).

Resistance to
water-deficit stress

Avoidance of Tolerance of
water deficit water deficit
Escape by completing Tolerate low water
life cycle in a wet season potential while maintaining

turgor pressure (n,[/p)

Avoid water deficit
using strategies of Tolerate cellular
maximum water acquisition dehydration using biochemical
and morphological strategies
to protect cells from injury

Avoid water deficit
by maintaining water
in the cells

Obrazek 1.4: Odolnost proti stresu z nedostatku vody miZe vyplyvat z mechanismu zahrnuji-
cich vyhybani se nebo toleranci nedostatku vody (Bray, 2007).

1.6.2 Praduchy

Praduchy jsou mikroskopické struktury v nadzemnich ¢astech kvetoucich rostlin
tvofené dvéma specializovanymi svéracimi butikami lemujicimi centralni por. Ulo-
hou priiduchti je optimalizovat vyménu plynt (piijem a vydej oxidu uhli¢itého a tiby-
tek vodni pary) mezi rostlinou a atmosférou tak, aby vyhovovaly ptevladajicim pod-
minkam prostiedi. Za timto Gcelem rostliny oteviraji a uzaviraji priduchové pory a
reguluji jejich pocet, které se vyvijeji na povrchu rostlinnych organii, zejména listi.
Ob¢ tyto reakce jsou fizeny integraci informaci z podnétl prostiedi a hormonélnich
signali (Casson a Hetherington, 2010). Zavienim pruduchi je snizen vydej vody a
zaroven dochdzi ke snizeni rychlosti Cisté fotosyntézy, nebot’ je omezena dostupnost
CO; a neni mozny vydej tepla transpiraci. Dulezitou roli v regulaci turgoru ve svéra-

cich bunkach hraji iontové kandly, které jsou vyznamnou slozkou signalizace, v¢etné
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té stresové (Luan, 2002). Otevirani priduchi je zplisobeno zvySenim koncentrace
osmoticky aktivnich latek ve svéracich bunkach a naslednym piijmem vody, ktery
vede k nariistu objemu, a tedy 1 turgorovému tlaku svéracich bunék. Zavirani pridu-
chil je zplisobeno snizenim hladiny osmoticky aktivnich latek ve svéracich bunkéch,
vydejem vody a snizenim turgoru svéracich bunék (Pavlova, 2005). Aktivitu pradu-
cht reguluje kyselina abscisova (ABA) (Assmann, 1993, Blatt a Grabov, 1997, Mac
Robbie, 1997), jako rostlinny hormon reguluje otevirani a zavirani priduchd, ale také
muze ovliviiovat vyvoj pruduchi v navaznosti na vlhkostni poméry prostiedi (Cas-
son a Hetherington, 2010). Akumuluje se v kofenech za sucha a poté se dostava
transpiracnim proudem do listti. Narust jeji koncentrace v okoli svéracich bun¢k zpa-
sobuje uzavieni praducht (Schachtman a Goodger, 2008). ABA funguje jako fyzio-
logicky signal vodniho stresu a zprostfedkovava zejména stresem indukované uza-
vieni pruduchd (Walton 1980), je syntetizovana béhem obdobi stresu suchem a hro-
madi se v listovych tkanich, véetné svéracich bunék (Behl a Hartung 1986). Kromé
toho je kyselina abscisova znama také jako antiantagonista na akumulaci soli K +

(Hartung 1983).

Y Has
DRSS
n‘alj

Obrazek 1.5: Priduchy a epidermalni buiiky (natur.cuni.cz, 2011)
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1.6.3 Dehydriny

Dehydriny jsou bilkoviny pfitomné v rostlinach, které se produkuji v reakci na stres
chladem a suchem (Puhakainen, et al., 2004). Tyto proteiny jsou hydrofilni, spolehli-
vé termostabilni a maji neuspofadanou konformaci (Graether a Boddington 2014).
Vyskytuji se primarné v cytoplazmé a v jadie, ale mohou se vyskytovat i v jinych
organelach, jako jsou mitochondrie a chloroplasty (Rorat, 2006). Jedna se o stresové
proteiny obsahujici typicky doménu zvanou K-segment (Yang, et al., 2012), které
patii do skupiny LEA-II proteinu (Late Embryogenesis Abundant) (Ingram a Bartels,
1996). V prubéhu dehydratace hraji LEA proteiny vyznamnou roli hlavné pii udrzo-
vani struktury dal$ich proteinli, membran a endoplasmatickych struktur. Funguji jako
molekularni chaperony a ovliviiuji vodni rezim v bunice (Close 1996). VSechny LEA
proteiny se vyznacuji vysokym obsahem glycinu, hydrofilnimi vlastnostmi a malou
sekundarni strukturou (Garay-Arroyo et al., 2000). Jednim z chemickych mechanis-
mu souvisejicich s produkci dehydrint je pfitomnost fytohormonu ABA, ta zvySuje
produkci dehydrinu, coz poskytuje dalsi dikkazy o vztahu mezi dehydriny a toleranci
vuci suchu (Borovskii G, et al., 2002).
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2 Cile prace
1. Provést nadobovy pokus s rostlinami méku kontrolnimi a stresovanymi su-
chem.
2. U semen ziskanych z nadobového pokusu zjistit kli¢ivost osiva v podminkach
simulovaného sucha.
3. Ovétit vyuziti metody SPR pro studium akumulace vybranych stresovych

proteinti u maku.
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material
V nadobovém pokusu byly pouzity odridy maku setého Zavolzskij a Stupicky bélo-
semenny (Spatna kli¢ivost semen, dale byla pouzita pouze odriida Zavolzskij). Obé

odrtdy byly ziskany ze Slechtitelské stanice OSEVA PRO s.r.0. v Opave.

Obrazek 3.1: Odridy maku setého Zavolzskij a Stupicky bélosemenny

3.2 Podminky péstovani

Semena maku pro experiment byly vysety do ¢ty nadob (maltovnik{l) o rozmérech
30x79x48 cm (v,$,h) a o objemu 90 1 naplnénych zahradnickym substratem. Dvé
nadoby predstavovaly variantu pravidelné zavlazovanou a dvé nadoby se snizenym
zavlazovanim. Nadoby byly umistény vedle sebe a byly zakryté pfistfeSkem, ktery
byl zkonstruovan pifimo na miru nad vSechny ctyfi nadoby. Do kazdé nadoby byly
zasety semena do dvou fadku vzdalenych 15 cm od sebe a 2 cm do hloubky. Thned
po zaseti a zahrnuti slabou vrstvou substratu byly vsechny nadoby zality stejnym
mnozstvim vody. Rostliny byly takto péstovany po dobu 6 tydnil. Poté jiz rostliny
dosahovaly 10 cm do vySky a musely byt vyjednoceny. Na jeden fadek ztstalo zhru-
ba 8 rostlin. Po tuto dobu byly ob¢ varianty zavlazovany stejné — pfirozenymi sraz-
kami v celkovém thrnu 100 mm. Varianta s pravidelnou zalivkou byla nadale zavla-

Zovana v mnozstvi odpovidajicimu thrnu srazek 25 mm tydn¢ a varianta se snizenou
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zalivkou byla zavlazovana v mnozstvi odpovidajicimu thrnu srazek 5 mm. Po od-
kvétu jiz obé varianty nebyly zavlazovany, nebot’ kvuli sniZeni transpirace rostlin

nebylo jiz zavlahy potieba.

Obrazek 3.2: Nadobovy pokus s pristieSkem

3.3 Stanoveni poctu priduchi a priiduchového indexu lista

Otisky listil byly odebirany ve fazi listové rtizice (6 tydnl po vzejiti) a po odkvétu.
Z kazdé rostliny byla ustfihnuta ¢ast listu a pfiloZzena do pfedem ptipravené hmoty ze
Stomaflexu Light a Stomaflexu Gel Catalyst smichanych v poméru 2:1 nanesené
Vv tenké vrstve na list papiru s ozna¢enim odrady, varianty (sucha/mokrd) a datumem
odbéru. List se musi co nejrychleji po utrhnuti ptitisknout do hmoty, nez bunky ztrati
turgor. Po zatuhnuti hmoty byly listy odlepeny a vznikly otisk byl natfeny bezbar-
vym lakem na nehty (znacky Flormar). Vrstva laku musi byt tenka a nanesena bez
jakykoliv necistot a bublin. Po zaschnuti se lak z otisku pfenese pomoci prihledné
lepici pasky na podlozni skli€ko. Pti pozorovani v mikroskopu jsou vidét povrchové
nerovnosti listu otisténé do laku — tedy obrysy epidermalnich buné€k, priduchii, popft.
trichomti apod. Z kazdého listu byly pod mikroskopem (Nikon, Japan) vyfoceny 3
riizné pole o velikosti cca 0,16 mm? pfi zvétseni 400x. V t&chto polich byly pogitany
pruduchy a epidermdlni bunky, jejich pocty byly nasledné prepocitdvany na 1 mm?2.

Vysledna data byla zpracovana v programu ImageJ a Microsoft Excel 2010.
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Obrazek 3.3: Otisky listi do piredem p¥ipravené hmoty

3.4 Stanoveni primérné vysky rostlin a HTS semen

Po ukonceni vegetace, resp. po Uplném zaschnuti makovic byly vSechny rostliny
zméfeny od povrchu substratu po makovici a ze ziskanych hodnot byla vypocitana
primé&rna vyska rostlin. Ze ziskanych semen byla vypocitana hmotnost tisice semen
(HTS) tak, ze bylo napocitano 2 x 500 ks semen, ta byla zvlast zvazena (rozdil
v hmotnosti obou stanoveni nesmi byt vyssi nez 10% u osiva s HTS do 25g, jinak by
se musely provést méteni celkem 4 a zpriimérovat) a hodnota HTS byla vypoctena

jako soucet ziskanych hodnot.

3.5 Zkouska Kkli¢ivosti

Stanoveni kli¢ivosti pfi simulovaném stresu suchem bylo provedeno na filtracnim
papiru s vodou a PEG 6000 (polyethylenglykol). Semena, ktera byla testovana na
kli¢ivost byla hned po sklizni uloZzena po dobu tii mésict pii teploté 4°C. 100 semen

maku (2 x pro semena ziskana z rostlin s pravidelnou zalivkou a 2 X pro semena
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z rostlin se snizenou zalivkou) bylo vlozeno na petriho misky s navlhéenym (6 ml
vody) filtranim papirem. Po tydnu byla spocitana vykli¢ena semena s déloznimi
listy, nevyklicend semena a semena, ktera sice vyklic¢ila, ale jesté pfed objevenim
déloznich listd uhynula.

Pro porovnani kli¢ivosti v podminkach simulovaného sucha bylo vyseto 50 ks semen
ziskanych z rostlin s pravidelnou zalivkou i z rostlin se snizenou zélivkou, vzdy ve

dvou opakovanich na misky kontrolni - s 6 ml vody a misky simulujici sucho — 6 ml

roztoku PEG 6000 (v koncentraci odpovidajici osmotickému potencialu -0,4 MPa dle
metodiky Toosi, 2014).

Obrazek 3.4: Zkouska kli¢ivosti probihajici na petriho miskach s navlhéenym filtraénim papi-
rem.

3.6 Méreni akumulace dehydrini

V ramci této bakalatské prace bylo také ovéteno pouziti metody rezonance povrcho-
vého plazmonu (SPR) pro stanoveni akumulace stresovych proteinti (dehydrini)
Vv kli¢nich rostlinach méaku. Tato metoda byla u maku pouzita historicky poprvé. Pro
tuto analyzu bylo vyuzito osivo 6ti odrad maku (Ferrara, Opava-Komarov, R2, Flori-
an, Malsar, Papaver 41). Mnou piipravené vzorky termostabilnich proteinti extraho-
vanych z déloznich listkli vykli¢enych semen byly pro vlastni analyzu SPR zaslany

na suchém ledu do laboratofe vod institutu environmentalnich technologii Baiiské
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univerzity v Ostravé pod vedenim Mgr. Martiny Vrablové, Ph.D. Metoda SPR je
moderni optickd metoda, ktera umoziuje studovat velmi nizké koncentrace nativnich
proteinil 1 v pfitomnosti jinych latek, umoziuje kvantifikaci konkrétnich proteinii
vazbou na specifické protilatky. Metoda vyuziva plazmon vznikajici na rozhrani ko-
vu a dielektrika k detekcei interakci molekul umisténych na povrchu kovu. V ptipadé
tohoto experimentu bylo kovem zlato, na némz byla nanesena specialni vrstva umoz-
nujici ukotveni makromolekul. Pro experiment byl vyuzit komeréné dodavany biocCip
CS-LD (Horiba), ktery obsahuje chemickou vrstvu obsahujici funk¢ni skupiny vhod-

né pro navazani protilatky.

3.6.1 Izolace termostabilnich proteint

Termostabilni proteiny byly izolovany podle metody Castaneda-Saucedo et al.,
(2014) ze smésného vzorki déloznich listd kli¢nich rostlin. Vzorek byl homogenizo-
van pomoci kapalného dusiku v tfeci misce. K 250 mg vzorku byl pfidan 1 ml ex-
trak¢niho pufru (20 mM Tris-HCI, pH=7,5 + 0,5 M NaCl) a smés byla smichana po-
moci vortexu. Poté bylo v§e centrifugovano pii 14 000 x g pti 4°C po dobu 20 minut.
Odebrany supernatant byl zahfivan k bodu varu po dobu 15 minut a poté 10 minut
chlazen na ledu. Po centrifugaci pii 14 000 x g pii 4°C po dobu 20 minut byl odebran
supernatant, ktery byl nadale skladovan pti -20°C. Takto ziskané vzorky byly ozna-
¢eny na vickdch zkumavek a ve stojanku uloZeny do polystyrénové krabice se su-

chym ledem a odeslany k analyze SPR.
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4  Vysledky

Vzhledem k velmi nizké kli¢ivosti semen odrudy Stupicky bélosemenny nebylo
mozné vyhodnotit Zadné vysledky pro tuto odridu. Zminéné vysledky jsou tedy pou-

ze pro odrudu Zavolzskij.

4.1 Stanoveni primérné vySky rostlin a HTS semen
Po ukonceni vegetace byla spocitana primérnd vyska rostlin. Rostliny se snizenou
zalivkou mély primérnou vysku 41,9 cm. Rostliny s pravidelnou zéalivkou mély
pramérnou vysku 62,3 cm.

U sklizenych semen byla ur€ena jejich hmotnost tisice semen (HTS). HTS zis-
kanych zrostlin se snizenou zalivkou byla 0,372 g. HTS ziskanych z rostlin

s pravidelnou zalivkou byla 0,446 g.

4.2 Stanoveni poc¢tu priduchi a priiduchového indexu lista

U rostlin maku péstovanych v nadobovém pokusu byly odebrany otisky listti ve fazi
listové ruzice (6 tydnt po vzejiti) a na konci vegetace. Byly pocitany praduchy a
epidermalni bunky, z obou hodnot byly dale vyjadieny priduchové indexy (tj. pomér
poctu pruduchi k poctu priaduchti a epidermalnich bunék na jednotku plochy) u jed-
notlivych skupin listd (obr. 4.1.).

Tabulka 4.1: Pocet priduchi, epidermalnich bunék a priaduchovy index u rostlin s pravidelnou
a sniZenou zalivkou péstovanych v polnim pokusu

Pocet epider-
Pocet pridu- | malnich bun¢k | Praduchovy
Rustova faze Varianta chli na mm?2 na mma2 index
mladé rostliny Snizend zalivka 127,5 420 4,29
(20.5) Pravidelna zalivka 101,25 377,5 4,72
rostliny na konci | SniZena zalivka 77,31 295,31 4,81
vegetace (26.8.) | Pravidelna zalivka 61,87 237,12 4,83
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Obrazek 4.1: Priduchovy index u rostlin s pravidelnou a sniZenou zalivkou péstovanych
v polnim pokusu

V tabulce 4.1 jsou shrnuty pocty praduchii na mm2 a pocty epidermalnich bun¢k na
mm2. Pomér téchto dvou hodnot je zaznamenan jako praduchovy index (obr. 4.1). U
mladych rostlin se sniZenou zalivkou byl priduchovy index niz$i neZ u mladych rost-
lin pravidelné¢ zalévanych. U rostlin na konci vegetace nebyl zjistén zadny vyznamny
rozdil mezi variantou se sniZzenou zalivkou a rostlinami se zalivkou pravidelnou. Po-
¢et praduchil a epidermalnich bun¢k na mm2 byl u mladych rostlin i rostlin na konci

vegetace niZsi u varianty s pravidelnou zalivkou neZ u varianty se zalivkou sniZenou.

4.3 Zkouska Kklicivosti

U semen maku ziskanych z rostlin s pravidelnou zalivkou a u semen z rostlin se sni-
zenou zalivkou byla provedena zkouska kli¢ivosti. Experiment byl proveden na fil-
tracnim papiru s vodou na petriho miskach. Vysledek zkousky kli¢ivosti shrnuje ta-

bulka €. 4.2 a ilustruje obrazek ¢. 4.2.

Tabulka 4.2: Porovnani kli¢ivosti semen ziskanych z rostlin s pravidelnou a sniZenou zalivkou.

Vykli¢ena semena | Nevykli¢ena seme- | Semena odumiela
Varianta (de€lozni listy) na po vykliceni
Pravidelna zalivka 22 16 62
Snizena zalivka 47 17 36

28




80

70

« I

50
m vyklicena (déloZnilisty)
40 o
m nevykli¢ena

30

Pocet semen

odumfeld po vykliceni
20

10

Pravidelna zalivka Snizenad zalivka

Obriazek 4.2: Polet semen vykli¢enych, nevykli¢enych a odumfelych po vykli¢eni s pravidelnou
a se sniZenou zalivkou.

Zkouska kli¢ivosti prokazala, ze semena ziskana z rostlin s pravidelnou zalivkou
méla téméf stejnou klicivost, jako semena ziskana z rostlin se sniZzenou zalivkou. U
klicenct ziskanych z osiva z rostlin s pravidelnou zalivkou vSak doSlo v 74% ptipadl
k odumfeni kli¢ni rostliny jesté pred objevenim déloznich listi. U klicenci ziskanych
ze semen rostlin se snizenou zalivkou doslo k odumfeni klicenct pouze ve 43% pfi-
padu.

U semen maku ziskanych z polniho pokusu byla dale stanovena kli¢ivost pfi si-
mulovaném stresu suchem. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich (hodnoty
Vv tabulce 4.3 jsou prumérné hodnoty z téchto dvou opakovani) na filtraénim papiru
s vodou (kontrola) a roztokem PEG 6000 na petriho miskach. Ziskané vysledky kli-
¢ivosti v kontrolnich podminkéch a podminkach simulovaného sucha shrnuje tabulka

¢. 4.3 ailustruje obrazek ¢. 4.3.

Tabulka 4.3: Porovnani kli¢ivosti semen ziskanych z rostlin s pravidelnou zalivkou a z rostlin se

zalivkou sniZenou v podminkach simulovaného sucha a kontrolnich

Nevykli¢ena seme-
Vyklicend semena | naa odumfela po
Varianta (d€lozni listy) vykliceni
Pravidelna zélivka PEG 6000 20 30
Snizena zalivka PEG 6000 19,5 30,5
Pravidelna zalivka Kontrola 14,5 35,5
Snizena zalivka Kontrola 19 31
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Obriazek 4.3: Polet semen vykli¢enych do objeveni déloZnich listi u semen ziskanych z rostlin
s pravidelnou zalivkou a se sniZenou zalivkou (PEG)

Zkouska kli¢ivosti semen v podminkach simulovaného sucha (PEG 6000) prokazala
stejnou schopnost kli¢it u semen ziskanych z rostlin s pravidelnou zalivkou 1 z rostlin
se zalivkou snizenou. V kontrolni varianté 1épe kli¢ila semena ziskand z rostlin se
snizenou zalivkou v porovnani se semeny ziskanymi z rostlin se zalivkou pravidel-

nou.

4.4 Meéreni akumulace dehydrini

Pro ovéfeni moznosti pouziti metody rezonance povrchového plazmonu (SPR) pro
stanoveni akumulace stresovych proteind (dehydrinti) v kli¢nich rostlinach maku
byly izolovany termostabilni proteiny z kli¢nich rostlin péstovanych na Petriho mis-
kach s filtratnim papirem navlhéenym vodou (kontrola) a roztokem PEG 6000 (si-
mulovany stres suchem). Pro vlastni analyzu SPR byly vzorky zaslany do laboratote
vod institutu environmentalnich technologii Baiiské univerzity v Ostravé. Ziskané

vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 4.4 a graficky zndzornény na obrazku ¢. 4.4.
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Tabulka 4.4: Relativni akumulace dehydrinii v délohach Kkli¢nich rostlin péstovanych v podmin-

kach simulovaného sucha a kontrolnich

Odruda Relativni akumulace Relativni akumulace
dehydrint - kontrola dehydrinti — PEG
6000

Ferrara 0,0215 0,1263
Opava-komarov 0,0124 0,1123
R2 0,0110 0,0779
Florian 0,0121 0,0984
Malsar 0,0131 0,1235
Papaver 41 0,0097 0,1117

0,16 M kontrola

0,14
= m-0.4 MPa PEG
T |
E 0,10
€
X 0,08 T
S 0,06
”8
x 0,04
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Obrazek 4.4: Relativni akumulace dehydrini v délohach kli¢nich rostlin péstovanych v pod-
minkach simulovaného sucha a kontrolnich

Z vysledkl analyzy SPR vyplyva, ze akumulace dehydrinti je v déloznich listech

rostlin péstovanych na Petriho miskach v podminkach simulovaného sucha vyrazné

vys$si nez u rostlin péstovanych v podminkéch kontrolnich. Tento efekt se projevil u

vSech Sesti testovanych odriid.
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5 Diskuse

Mak ma v Ceské republice velkou tradici p&stovani. Vzhledem k tomu, Ze se v jinych
zemich pro potravinarské ucely téméf nepéstuje, ma u nds tradici i jeho Slechténi.
Vzhledem ke globalnimu oteplovani jsou zemédélské plodiny, tedy i mak, vystavo-
vany abiotickému stresu, zejména stresu suchem. Pro vybér vhodnych genotypti pro
Slechténi je zapotiebi znat obranné mechanismy a uc¢inné metody selekce.

V ramci této prace jsem na zahrad¢ rodict provedla nadobovy pokus s dvéma
odridami méku — Zavolzskij a Stupicky bélosemenny. BohuZzel, odrida Stupicky
bélosemenny méla velmi nizkou kli¢ivost, proto se mi podafilo ziskat vysledky pou-
ze pro odridu Zavolzskij. Piesnd zdlivka byla umoznéna diky pfistiesku
z polykarbonatu. Byly tak péstovany dvé varianty rostlin — rostliny s pravidelnou
zalivkou a se snizenou zalivkou. Rostliny s pravidelnou zalivkou mély vyssi pramér-
nou vysku — 62,3 cm, nez rostliny se zalivkou snizenou — 41,9 cm, coz odpovida
mému piedpokladu a je to podlozeno i v odbornych studiich, napt. u aksamitniku
(Riaz et al., 2013). Semena ziskana z pravidelné zalévanych rostlin méla také vyssi
HTS v porovnéni se semeny z rostlin se sniZenou zalivkou, coz jsem také predpokla-
dala. U téchto rostlin jsem také stanovila pruduchovy index neboli pomér poctu pri-
duchti k poctu vSech bun¢k na povrchu listu. Sucho ovlivituje vyvoj priduchti na
listech, resp. priduchovy index (Casson a Gray, 2008). U listi mladych rostlin se sni-
zenou zalivkou byl praduchovy index nizsi, coz odpovida ptedpokladu. Pfekvapenim ale
bylo zjisténi, ze u list rostlin na konci vegetace se priduchovy index téméf nelisil. Za-
méfime-li se na pocet epidermalnich bun¢k a priduchi na jednotku plochy listu, vysled-
ky ukazuji, Ze listy rostlin se snizenou zalivkou mély vice epidermalnich bun¢k a pradu-
chii na mm? nez listy rostlin s pravidelnou zalivkou. Z toho vyplyva, Ze tyto buiiky byly
mensi, méné rozvinuté do plochy, coz odpovidd i mensimu celkovému vzristu méné
zalévanych rostlin. Soubor téchto zjist€nych parametri rostlin tedy potvrzuje, Ze rostliny
se snizenou zalivkou byly v porovnani s rostlinami se zalivkou pravidelnou, opravdu
limitovany suchem.

Semena ziskana z mnou provedeného nadobového pokusu byla podrobena
zkousce klic¢ivosti. Tato zkouSka mize byt ovlivnénd dormanci semen (Hosnedl,
2003), proto jsem ziskand semena ulozila na 3 mésice do lednice (4°C) a az poté
provedla testy. Semena ziskana z pravidelné zalévanych rostlin zacala na Petriho
miskach s vodou kli¢it o den dfive nez semena z rostlin se snizenou zalivkou. Celko-

va kli¢ivost pak byla u obou variant srovnatelna (84 % u semen z rostlin s pravidel-
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nou a 83 % u semen Z rostlin se snizenou zalivkou). Piekvapivé, u klicenct ziska-
nych z osiva z rostlin s pravidelnou zalivkou vsak doslo v 74% ptipadi k odumieni
kli¢ni rostliny jesté pied objevenim d€loznich listi. U klicenct ziskanych ze semen
rostlin se snizenou zalivkou pak doSlo k odumieni kli¢nich rostlin pouze ve 43%
ptipadt. Dlvod, pro¢ tak vysoké procento kli¢nich rostlin uhynulo jesté pied objeve-
nim d€loznich listh se mi bohuZzel nepodaftil zjistit, urcité ale bude predmétem dalsiho
zkoumani.

Dalsi test, ktery jsem provedla byl test klicivosti ziskanych semen v podminkéach
simulovaného sucha. K simulaci sucha jsem pouzila roztok PEG 6000 podle metodi-
ky Toosi et al., (2014). I pii tomto testu doslo u obou skupin semen k odumfeni ne-
zanedbatelné ¢asti klic¢icich rostlin. Na Petriho miskach s filtranim papirem navlh-
¢enym roztokem PEG 6000 vykli¢ily ob€ varianty semen se stejnou GspéSnosti. Na
kontrolnich Petriho miskach, tedy s filtratnim papirem vlhéenym pouze vodou jsem
pozorovala vice Gspésné vyklicenych semen u varianty semen ziskanych z rostlin se
snizenou zalivkou (38%) nez u semen ziskanych z rostlin s pravidelnou zalivkou
(29%). Vypada to, ze podobn¢ jako u dalSich rostlinnych druhti (napf. u fepky, jak
uvadi Hatzig et al., 2018), i u maku stres suchem u rostlin ur¢enych k produkci osiva
sice snizuje vynos a kvalitu osiva (HTS semen z nddobového pokusu), ale zaroven
zlepsuje energii kli¢ivosti a samotnou kli¢ivost takto ziskanych semen.

V ramci této prace jsem dale testovala metodu rezonance povrchového plazmo-
nu (SPR) jako potencialné vyuzitelnou metodu pro testovani reakce kli¢nich rostlin
na stres suchem, resp. pro analyzu akumulace dehydrind. Tato metoda je relativné
nova a k tomuto ucelu se u méku nepouziva. Jeji pouziti bylo v minulosti ovéfeno u
fepky stresované chladem (Jelinkova et al., 2017). Pro analyzu jsem pfipravila vzor-
ky podle metody Castaneda-Saucedo et al., (2014), ¢imz jsem ovéfila vyuzitelnost
této izola¢ni metody pro rostliny méku. Z vysledki SPR analyzy provedené u klic¢-
nich rostlin maku v rdmci této prace vyplyva, ze simulované sucho ma velky vliv na
akumulaci dehydrind. V porovnani s kontrolnimi rostlinami dochazelo k vyrazné
vys$$i akumulaci téchto stresovych proteini. Tato metoda tedy ziejmé funguje i u

maku a je potencialné vyuzitelna 1 pro dalsi rostlinné druhy.
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6 Zavér

V ramci této bakalatské prace jsem provedla nadobovy pokus, ve kterém jsem diky
ptistiesku ovlivnila mnozstvi zalivky rostlin maku. Mohla jsem tedy porovnat vlast-
nosti semen ziskanych z rostlin maku pravidelné zalévanych a z rostlin se snizenou
zalivkou. Podafilo se mi zjistit, Ze stres suchem u rostlin maku uréenych k produkci
osiva sice snizuje vynos a kvalitu osiva, ale zaroven zlepsuje energii klicivosti a sa-
motnou kli¢ivost takto ziskanych semen.

V ramci této prace jsem dale testovala metodu rezonance povrchového plazmo-
nu (SPR) jako potencialné vyuzitelnou metodu pro analyzu akumulace dehydrint.
Podatilo se mi ovétit vyuzitelnost metody pro izolaci termostabilnich proteinii a za-
roven jsem potvrdila, Ze metoda SPR je potencidln¢ vyuzitelna i pro analyzu akumu-

lace dehydrint v kli¢nich rostlinach méku.
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