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Efekt exogenni aplikace melatoninu u rostlin
v podminkach sucha

Souhrn

Abiotické stresory jsou z celosvétového pohledu mozné nejvyznamnéjS$imi limitujicimi
faktory rostlinné produkce. Vysoka salinita, kontaminace t¢zkymi kovy a zejména vodni deficit
jsou i v Ceské republice vyznamné abiotické stresory negativné ovliviiujici Zivotni funkce
rostlin. ObvzIasté vodni stres, zpisobeny béhem roku nerovnomémeé rozdélenymi srazkami,
¢im dal vice ohrozuje ceské zemédé€lstvi. Jednou z adaptaci této situaci je vyuziti
biostimulatort, latek pozitivné ovliviiujicich vitalitu rostlin i v nepfiznivych podminkach
vodniho stresu. Tato prace ovétuje mozny potencial vyuziti melatoninu, v rostlinach pfirozené
se vyskytujiciho indolaminu, ke zmérnéni stresové odpovédi psenice seté (Triticum aestivumm)
skrze foliarni aplikaci.

Modelové rostliny pSenice byly péstovany v experimentalnim skleniku katedry botaniky
a fyziologie rostlin FAPPZ za tizenych tepelnych a ¢aste¢né fizenych svételnych podminek.
Byly sledovany tfi varianty odlisné z hlediska oSetfeni melatoninem a zavlazovani: zavlazovana
kontrolni varianta bez aplikace melatoninu (K), suchem stresovana neoSetfena varianta (S)
a suchem stresovana varianta oSetfena 100 ml roztoku melatoninu v koncentraci 200 uM (SM).

Z vysledku vyplyva statisticky vyznamné pozitivni ovlivnéni vodniho rezimu oSetfené
stresované varianty. Vodni potencidl i relativni obsah vody v listech byl prikazné vyssi
a potvrdil mozny potencial vyuziti melatoninu v biostimula¢nich piipravcich. Vliv aplikace
melatoninu na vyménu plyna rostlinou a rychlost fotosyntézy byl neprikazny.

Kli¢ova slova: stres, melatonin, vodni deficit, pSenice seta, Triticum aestivum



Effect of exogenous melatonin application in plants under
drought conditions

Summary

Abiotic stressors are perhaps the most important limiting factors for plant production
from a global perspective. High salinity, heavy metal contamination and especially water deficit
are also important abiotic stressors in the Czech Republic that negatively affect plant life
functions. In particular, water stress, caused by unevenly distributed rainfall throughout the
year, increasingly threatens Czech agriculture. One of the adaptations to this situation is the use
of biostimulants, substances that positively influence plant vitality even under adverse
conditions of water stress. This work verifies the possible potential of using melatonin,
a naturally occurring indoleamine in plants, to moderate the stress response of wheat (Triticum
aestivumm) through foliar application.

Model wheat plants were grown in the experimental greenhouse of the Department of Botany
and Plant Physiology, FAPPZ, under controlled thermal and partially controlled light
conditions. Three variants differing in terms of melatonin treatment and irrigation were studied:
an irrigated control variant without melatonin application (K), a drought-stressed untreated
variant (S) and a drought-stressed variant treated with 100 ml of melatonin solution at a
concentration of 200 uM (SM).

The results show a statistically significant positive effect of the treated stressed variant on the
water regime. The water potential and relative water content of the leaves were conclusively
higher, confirming the possible potential of melatonin use in biostimulant formulations. The
effect of melatonin application on plant gas exchange and photosynthetic rate was inconclusive.

Keywords: melatonin, stress, water deficit, wheat, Triticum aestivum
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1 Uvod

Vzhledem k zméné¢ klimatu se v poslednich nékolika dekadach stava nedostatek vody ¢im dal
tim vaznéjSim problémem ohrozujicim zemédélskou produkci a potravinovou bezpecnost
na témér celém svéte (Khan et al. 2013; Escalona et al. 1999).

Jakozto jeden z hlavnich limitujicich faktorG redukuje vodni deficit funkci dulezitych
fyziologickych procest v rostlin€ jako je respirace, fotosyntéza a stomatalni prichodnost, ¢imz
ovliviiuje nejen metabolismus samotny, ale i rust rostliny. V odpovéd’ vodnimu stresu si
rostliny vyvinuly specifické stresové reakéni mechanismy, mezi néz patii morfologické
a strukturalni zmény, exprese genl rezistence ¢i syntéza hormont a osmoticky aktivnich
latek zmirnéni dopadu pasobeni tohoto abiotického stresoru. (Yang et al. 2021)

Podminky abiotického stresu spousti systémovou signalizaci rostliny, coZ vede k odpovédi
Kk ptisobeni daného stresoru i v pletivech pfimo nezasazenych a prostorové vzdalenych, ¢imz
rostlina dosahuje systémové aklimatizace (Miller et al. 2009; Suzuki et al. 2013). Systémova
signalizace zahrnuje jak ROS a Ca2+, tak elektrické a hydraulické signaly (Zhang et al. 2022;
Choi et al. 2017; Choi et al. 2014, Suzuki et al. 2013). V podminkach sucha pak reguluje
metabolismus buiiky snizeny vodni potencial a zvySeny obsah ABA. ZvySeni obsahu slou¢enin
jako je prolin, glycin ¢i betain mize byt jednou z hlavnich molekularnich odpovédi na vodni
stres (Matysik et al. 2002).
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a potravinovou bezpecnost. Jednim z moznych zplGsobl zachovani vysSe produkce
V nepiiznivych podminkach piisobeni vodniho stresu je vyuziti aplikace biostimulatort, latek
zvySujicich vitalitu rostlin. Melatonin, v rostlinnach se pfirozené vyskytujici indolamin,
vykazuje diky svym pozitivnim vlivim na fyziologii rostlin potencial k vyuziti jako
biostimuldtoru rostlin v abiotickém stresu. Cilem prace je sledovat vliv foliarni aplikace
melatoninu na fyziologické vlastnosti modelovych rostlin pSenice seté (Triticum aestivum)
vystavené vodnimu stresu s pfedpokladem moznosti vyuziti této latky proti stresu z vodniho
deficitu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Stresova reakce

Prvni jednoduse pozorovatelnou odpovédi rostliny na vodni stres jsou morfologické
a anatomické zmény. Vodni stres negativné ovliviuje naptiklad vysku rostliny, relativni délku
kotent, tloust’ku kofenti, pocet listl ¢i celkovou biomasu (Queiroz et al. 2019). Piedpoklada se,
ze redukce dlouzivého rlstu a tim padem vysky rostliny je vysledkem zhorseni buné¢ného riistu
a nasledného snizeni efektivity mitosy (Elnaggar et al. 2018). U kukufice bylo pozorovano
vyrazné  snizeni poctu listh u rostlin  vystavenych  dlouhodobému  suchu
(Ahmad et al. 2019).

Vynikajicim indikdtorem vodniho stresu je pak list jakozto hlavni aktér v procesu
asimilace a nasledného transportu asimilétii. V odpovédi na vodni deficit se u rostlinnych druht
obecné¢ zmenSuje listovd plocha, zvySuje jejich tlouStka a pletiva listh se zhuStuji
(Werner et al. 1999). Redukce listové plochy, piimo ovlivitujici fotosyntézu a vynos, je jednim
listové plochy rostlin vystavenych suchu snizeni vodniho potencialu, zvySenou teplotu porostu
a snizenou dostupnost produktt fotosyntézy (Rucker et al. 1995). Redukce listové plochy byla
pozorovana kromé pSenice (Hosseini et al. 2017) hned u nékolika dalSich hospodarsky
vyznamnych druhti (Mishra et al. 2013; Asl et al. 2018; Patmi et al. 2020).

Dal$im jednoduse pozorovatelnym symptomem vodniho deficitu je vadnuti listd,
zpusobené ztratou vodniho potencidlu skrze fyziologické fungovani rostliny v podminkéch
nedostateCné zasoby pfistupné vlahy v ptidé. Napiiklad u pSenice se tento jev da dobie
pozorovat u praporcového listu, jehoz zdravi je jednim ze zakladnich vynosotvornych ukazatelti
u pSenice seté (Willick et al. 2018).

U stresovanych rostlin huseni¢ku bylo zaznamenano ztluSténi kutikularni vrstvy list.
Silnd kutikula poméaha sredukci transpirace a tim zvySuje vitalitu rostliny v suchych
podminkach. Bylo pozorovano, Ze vodni deficit zvysil mnozstvi kutinovych monomerti a obsah
osmia Vv kutikule (Kosma et al. 2009). Také bylo sledovano zvysSeni palisadovych bunék
na ukor houbovitym v pletivech mesofylu, nartist poctu vrstev bun¢k a redukce intercelularnich
prostor jako adaptace vodnimu stresu (Chartzoulakis et al. 2002).

V praxi hiife pozorovatelnym indikdtorem vodniho stresu je zména architektury
a morfologie kofenového systému (Wahab et al. 2022). U velkého procenta druhti se béhem
pusobeni sucha zvétSuje biomasa kofenového systému, jelikoz dochézi k prodluzovacimu ristu,
jak  se rostlina snazi ziskat vodu a  minerdly zvétSich  vzdélenosti
(Ghafar et al. 2021; Bhattacharya 2021). Tento jev ovSem nebyl pozorovan ve vSech studiich.
Naptiklad v pokusu na kukufici vystavené vodnimu deficitu nebyly pozorovany vyraznéjsi
zmeény ve vyvoji kofenového systému (Valliere et al. 2019). Na druhou stranu Zhan a spol.
uvadi, Ze u kukufice vystavené suchu doslo k redukci kofenového vlaseni a elongaci hlavnich
kotfenti (Zhan et al. 2015). Specificky u pSenice bylo pii vystaveni rostliny suchu pozorovano
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snizeni pramérného poctu klasti, odnozi a zm na rostlinu stejné¢ jako HTS
(Istanbuli et al. 2020; Nofouzi 2018).

Vodni stres redukuje fotosyntézu zmenSenim jak listové plochy, tak rychlosti
fotosyntézy ku jednotce listové plochy. Rychlost je redukovana predevsim skrze uzavieni
praduchii (Tezara et al. 1999). Pokracovani piijmu svételné energie béhem vodniho deficitu
a uzavteni stomat pak produkuje akumulaci redukovanych komponentt elektronové transportni
soustavy ve fotosystému, které mohou nasledné potencionalné redukovat molekularni kyslik
za vzniku ROS. Ty nasledné mohou zplsobit vazna posSkozeni fotosyntetického aparatu
(Lawlor 2002).

Rostliny si tak vyvinuly celou plejadu adaptivnich odpovédi proti ptisobeni tohoto
stresoru a Kk redukovani suchem indukovaného poskozeni fotosyntetického aparatu. Tyto
adaptace zahrnuji tfeba termalni disipaci svételné energie, xantofylovy cyklus ¢i cyklus
voda-voda (Niyogi 1999; Demmig-Adams 1996; Demmig-Adams 2006). Biochemicka
efektivita fotosyntézy v podminkdch vodniho stresu zavisi pfevazné na regeneraci
ribulosa-1,5,-bysfosfatu (RuBP) a aktivit¢ ribulosa-1,5,-bisfosfat karboxylazy/oxigenazy
(RuBisCO) (Medrano et al. 1997).

V poslednich letech bylo vynaloZzeno mnoho usili na zlepSeni efektivity fotosyntézy
a zvySeni vynosu plodin v podminkach vodniho stresu, ov§em pouze s pomérné limitovanymi
vysledky.
Procesy umoznujici adaptaci rostliny k vodnimu stresu jsou regulovany také fytohormony jako
je kyselina abscisovd (ABA), cytokiny (CK), kyselina giberelinova (GA), auxiny a etylen
(Wilkinson et al. 2012).

Pti vystaveni rostliny vodnimu deficitu za¢ind zvySena biosyntéza ABA v kofenovém
systému, odkud je transportovana do listlim iniciujic adaptaci rostliny k vodnimu stresu skrze
uzavieni pruducht a redukcei ristu (Wilkinson 2010). Modulovani ABA indukovanych adaptaci
suchu za i¢elem zvySeni vynosu je ov§em stale velkou vyzvou pro budoucnost, jelikoZ uzavieni
priducht a redukovany rist mliZze zpisobit nedostate¢ny piijem CO2 a nasledné zpomaleni
fotosyntézy (Ji et al. 2011). Zname ovSem také jiné neZ jen stomatalni adaptace indukované
ABA, kter¢ by mohly byt vyuzity kzvySeni vynosu rostlin vystavenych suchu
(Sperotto et al. 2009; Liang et al. 2014).

3.2 Vnimani stresu

Jelikoz se rostliny na rozdil od vétSiny Zivocichli nemohou pohybovat, musely si
Vv prib¢hu evoluce vytvofit mechanismy ke sndSeni a adaptaci k riznym stresorim. Praveé
stresory jako jsou naptiklad sucho, vysoka salinita, ¢i extrémni teploty negativné ovliviuji rust,
vyvoj a tim i produktivitu polnich plodin. Diky pokroku v oblasti molekularni biologie
za¢iname chépat zékladni mechanismy, jez jsou zodpov&€dné za viceuroviiovou reakci
rostlinného organismu k témto stresorim, jejiz proces by se dal zjednoduSené popsat jako
detekce stresoru, signalizace a naslednd odpovéd’ organismu, postavena hlavné na zvySené
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exprimaci genti zodpoveédnych za transkripci a translaci proteinli adaptace k danému stresoru.
(Zhang et al. 2022).

Vyssi rostliny si tak vyvinuly komplexni systém komunika¢nich kanalti zahrnujici
mnozstvi rtiznych signalnich biomolekul indukovanych zménami environmentu. Tyto kanaly
prenasi signaly z mista detekce stresoru vaskulaturou do celého rostlinného téla, ¢imz je
navozena komplexni odpovéd’ na trovni celého organismu. Mezi hlavni vaskuldrni pletiva,
podilejici se na této meziorganové komunikaci, jsou xylém a floém diky rychlosti transportu
témito pletivy (Li et al. 2021). Naptiklad signal o zméné vodniho potencidlu se muze
vaskulaturou pohybovat rychlosti dosahujici az 1 m/min (Brodribb a McAdam 2011).

V podminkach sucha informuje rostlinu ztrata vodniho potencidlu v kotenech o vodnim
deficitu (Gupta et al. 2020; Li et al. 2021; Takahashi a Shinozaki 2019). Informace
o nedostatku vody je pak skrze vaskulaturu pienesena z kotent do lista.

Nedavné studie nasvédCuji, ze tyto signaly na vétsi vzdalenost zprostiedkuji mimo
klasickych fytohormont také nékteré peptidy (Motomitsu et al. 2015; Notaguchi a Okamoto
2015; Takahashi a Shinozaki 2019). Funkénim znakem vSech téchto mobilnich peptidu je, ze
v kazdém pletivu se vyskytujici peptid-receptorové moduly umoziuji piesny pienos
environmentalnich podnétl ze snimacich pletiv do pletiv cilovych. Nedavna studie zjistila, ze
peptid CLE25 zprostiedkuje biosyntézu ABA k regulaci zavirani stomat b&hem signalizace
kotfen — vyhon béhem vodniho stresu (Takahashi et al. 2018).

CLEZ25 se pohybuje z kofene do listt a zvySuje akumulaci ABA skrze indukci exprese
NCED3 v listech. BAM1 a BAM3 receptoru podobné protein kinazy (RLK) vnimaji CLE25
Vv listech. Spolecné systém CLE25-BAM1/3 kontroluje akumulaci ABA a jeji ¢innost véetné
uzavirani stomat a stresem vyvolané¢ genové exprese. Tyto vysledky ukazuji na schopnost
rostlin integrovat informace o vodnim deficitu do svych kofenti a listl, ¢imz by mohly
optimalizovat adaptace na vodni stres v pletivech téchto organi (Ren et al. 2019). Na percepci
a signalizaci vodniho stresu ve vaskulatufe a svéracich builkach se podili také zmény
koncentrace Ca?", ztrata turgoru a produkce reaktivnich forem kysliku (Chen et al. 2020; Kollist
et al. 2019; Soma et al. 2021; Yoshida et al.2020; Zhu 2016).

3.3 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (dale jen ROS), vedlej$i produkty aerobniho metabolismu
rostlin, jsou produkovany hned v né€kolika organelach. Napf. v chloroplastech
(Dietz et al. 2016), mitochondriich (Huang et al. 2016) ¢i peroxizomech (Sandalio a Romero-
Puertas 2015). Fungovani ROS v rostlin¢ je dosti ambivalentni. V nizkych koncentracich
funguji jako dtlezité signalni molekuly, ovSem nadbytek zpiisobuje nevratné poskozeni DNA
a dokonce 1 bunécnou smrt (Miller et al. 2010).
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Kyslik (O2), jakozto zdroj veSkerych ROS je v rostlindch za normdlnich podminek
pomérné stabilni, a ne pfili§ reaktivni. OvSem béhem riznych metabolickych procest
v nékterych organeldch je konvertovan do vysokoenergetickych forem ROS (Mittler 2017).
Jakozto reaktivni molekuly ROS oxiduji a modifikuji nékteré bunééné komponenty, ¢imz
zabranuji jejich normalnimu fungovani (Apel a Hirt 2004; Mittler et al. 2004). Obecné vzato je
tedy relltivné nizka hladina ROS potiebna k progresi hned nékolika zakladnich biologickych
déju zahrnujicich bunéénou proliferaci a diferenciaci (Tsukagoshi et al. 2010; Zafra et al. 2010).

Bylo experimentalné¢ dokézano, Ze enviromentalni faktory jako teplota (Zhao et al.
2018; Kawarazaki et al. 2013), vodni deficit (Lee et al. 2012) ¢i organické polutanty
a patogeny (Ahammed et al. 2017; Kim a Hwang 2014; Yang et al. 2017) indukuji tvorbu ROS
Vv rostlinnych buiikdch. Ty nasledné¢ funguji jako signalni molekuly aktivujici signalni
transdukéni drahy v odpovéd’ témto specifickym stresim. Na druhou stranu ROS zptlsobuji
nevratné bunééné poSkozeni skrze jejich silné oxidacni vlastnosti, které podporuji alterace
v morfologickych strukturach rostliny, coz zlepSuje jeji odolnost vuci stresorim (Wabhid et al.
2007; Bose et al. 2014; Frederickson Matika a Loake 2014).

Jelikoz existuje mnoho inter konvertibilnich forem ROS, je velice obtizné ptesné
rozpoznat a spravné piifadit indukované cytotoxické, ¢i signalni t€inky konkrétnim formam.
Obecné vzato je tedy potieba, aby stresory indukované ROS aktivujici odpovédi rostlinného
organismu nastaly rychle a v dostate¢né mife, ovSem také rychle ustaly v ptipadé pominuti
pusobenti stresoru.

Rostliny postradajici ATP-dependentni mitochondrialni proteazu AtFtSH4, piedcasné
ustavaly v rustu v podminkach zvysSené teploty. Tento jev je spojovan s akumulaci ROS
a nasledné dysfunkci mitochondrii zpiisobené jejich piisobenim (Dolzblasz et al. 2016, 2018).
V ptipadé uUtoku patogent je v rostliné stimulovana produkce ROS, coz nasledné spousti
detekci patogenu a mulze synergicky aktivovat hypersensitivni odpovéd’ organismu
(Delledonne et al. 2001).

V obrané rostlinného téla pred chorobami hraji ROS pozitivni roli diky své schopnosti
aktivng nicit Utocici bakterie (Paiva a Bozza 2014) a zaroven podporuji ztluSténi bunéénych
stén sousednich bung¢k, ¢imz zabrafiuji Siteni patogenu organismem (Wang a Higgins 2005).
Vodni stres indukuje uzavirani stomat a redukuje fixaci CO> rostlinami. V dasledku vznika
nerovnovaha mezi zachycovanim a vyuzivanim svétla, a tudiz se snizuje rychlost fotosyntézy.
Béhem vodniho deficitu je pozménéna fotochemie chloroplastl a vznikajici nerovnovéha mezi
pfijmem a vydajem elektronti fotosystémem II pak zplsobuje generaci ROS z ptebyvajici
energie v systému. Zjednodusen¢, absorbovana svételna energie nemuize byt kvili uzavienym
priduchiim vyuzita k fixaci oxidu uhli¢itého a ovliviiuje tak vnitini prostfedi systému za vzniku
ROS (Hasanuzzaman et al. 2020b; Hasanuzzaman et al. 2019).

Suchem indukovana tvorba H,O piimo ovliviiuje fotorespiraci (Noctor et al. 2002)

Pokud je zarovei chloroplast suchem suzované rostliny exponovan excesivni svételné energii,
dochézi k vyrazné redukci ferredoxini a regenerace NADP+ je zpomalena, coZ narusuje piijem

14



elektrond, coz zptsobuje snizeni efektivity elektronového transportniho fetézce a zvySeni uniku
elektrontl, coz prispiva k nadprodukci ROS (Fahad et al., 2017; Hasanuzzaman et al. 2018;
Uzildaya et al. 2012).

Hlavni suchem indukované markery jsou vysoké hladiny MDA a H2O zpiisobujici
dysfunkci raznych bunéénych a fyziologickych procest jako stomatalni vodivost, respirace,
fotosyntéza, transpirace atd. (Hasanuzzaman et al. 2012). Vyzkumy hlasi zvyseni koncentrace
MDA a H>O2 béhem vodniho deficitu u mnoha rostlinnych druhti, kde nasledné dochazelo
k oxidativnimu poskozeni. Napiiklad byla sledovana vigna zlatd v podminkach vodniho stresu
a nasledn¢ v kombinaci s ptisobenim vysokych teplot byl jeji stav porovnan s kontrolou.

Sucho a teplo samostatn¢ 1 v kombinaci zptsobily zvysenou produkci ROS, a to jak
ve formé volnych radikalu, tak ve formé H2.O2 a Oz oproti kontrole (Nahar et al. 2017). Nahar
a kol. (2018) také uvadi, zvySenou produkci volnych radikalt Oz u ryZe seté vystavené suchu
po sedm dni. PSenice 0zimd vystavend podminkam vézného vodniho deficitu (70 % polni vodni
kapacity) vykazovala az o 38 % vétsi koncentraci H2O> oproti kontrole (Abbas et al. 2018).

Lze tedy soudit, ze pisobeni vodniho deficitu u rostlin indukuje také stres oxidativni
skrze zvySenou produkci ROS, které nasledné negativné plisobi na fyziologické procesy
Vv rostlinném téle (Hasanuzzaman et al. 2020a).

3.4 Detekce a signalizace

Detekce stresoru je prvnim, a tedy velice dileZitym krokem k fa4dné odpovédi organismu,
jelikoz rostliny vykazuji specifické zmény v genové expresi, metabolismu, ale 1 fyziologii
V ndvaznosti na rizné stresové podminky. MiZeme predpokladat, Ze jsou buiiky rostlinného
organismu schopny vnimat rozli¢né enviromentalni signaly (Zhu 2016).

Je obtizné duvéryhodné prokazat, ze ptimo dana biomolekula snima stres, a proto bylo
identifikovano jen pomérné malo domnélych senzort. Hlavni obtiZzi se zda byt funkéni
se vyrazné neprojevi na fenotypu jedince. Alternativné se miiZe naopak jednat o gen, jehoz
exprimace je pro organismus esencialni, a tudiz je jakakoliv mutace pro organismus letalni
a zabraiuje tak dalSimu studiu (Zhang et al. 2022).

Pravé kviili témto obtizim je technicky velice naroné demonstrovat, Ze dana biomolekula
opravdu funguje jako senzor fyzického signalu (zména osmotického tlaku, koncentrace iontt
¢i teploty). Dokonce i u obecné piijimanych osmosensort ¢i teplotnich sensorti bakterialnich
a sav¢ich organismu chybi pfimé experimentalni diikazy, coz nas odkazuje hlavné na nepiimé
metody studia senzorickych procest v rostlinném téle (Zhu 2016).

Jednou z téchto metod je naptiklad sledovani sekundarnich posli, jako je Ca?*, reaktivni
formy kysliku, oxid dusnaty & nékteré fosfolipidy. Pravé zména koncentrace volnych Ca?*
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iontli v bunice vykazuje stimulové specifické vzorce v reakci na exogenni stresory, coZ
umoznilo sledovani osmolality, solného a teplotniho stresu (Zhang et al. 2022).

Vodni deficit je snimén citlivymi pletivy listd a kofena. V listech jsou zodpovédna
za snimani stavu dehydratace hlavné stomata, kterd nasledné¢ kontroluji vodni rezim rostliny
(transpirace, evaporace). Uzavieni stomat zasadné snizuje ztraty vody z listi v suchych
podminkach a znatelné potlacuje piijem COg, inhibujic tim fotosyntézu. Naopak otevieni
stomat zvySenim miry transpirace snizuje teplotu pletiva listi, a tim je chrani pfed poskozenim
(Christmann et al. 2013; Li et al. 2021). Tyto stomatalni procesy jsou ovliviiovany piisobenim
biomolekul jako je kyselina abscisova (ABA), reaktivni formy kysliku (ROS) ¢&i Ca?" ionty
a jejich signalnimi drahami.

Ptesny mechanismus, jakym je vodni stres vniman v kotenech, jesté neni zcela jasny, ale
jsou znamy Osmosensory u kvasinek a bakterii (v€etné sinic). V kvasinkach funguje jako
osmosensor histidinova kinaza Slnlp, kterd zastava funkci prekurzoru metabolické drahy
HOG1 MAP kinazy (High Osmolarity Glycerol mitogen-activated protein kinase). Zname
ovsem také funkcéniho homologa u husenicku, ATHK1/AHK1 (Urao et al.1999), ktery také
funguje jako osmosensor. Analyza mutanta expresujiciho ATHK1/AHKI1 ve vétsi mife ukazala,
ze ATHK1/AHKI pozitivn¢ ovliviiuje toleranci k vodnimu stresu (Tran et al. 2007; Wohlbach
et al. 2008). U inahkl mutanta (nefunkéni AHKI1), se ale neprojevily zadné zmény
osmosenzoricky komplex v rostlindch, jehoZ je AHK a naslednd signalni draha zahrnujici MAP
Kinazy pouze soucasti. (Kumar et al. 2013; Sussmilch et al. 2017).

3.5 Melatonin

Melatonin je biogenni slou¢enina ze skupiny amind, vyskytujici se ve vSech Zivotnich
formach (Hardeland 2016). Ackoliv byl u rostlin pozorovan jiz pied vice nez dvaceti lety, ziskal
tento endogenni indolamin vét§i pozornost v&dcli aZ v n€kolika malo poslednich letech
(Dubbels et al. 1995; Hattori et al. 1995).

Chemicky mizeme melatonin vyjadfit pomoci vzorce C13H16N20>. Jedna se o indolovy
skelet, na jehoZ tfeti atom uhliku se vaZe amidova a na paty atom uhliku alkoxy skupina
(Omar et al. 2021). Diky své specifické struktuie se jedna o velice stabilni slou¢eninu. Funkéni
skupiny zajistuji melatoninu amfifilni charakter, coz mu umoznuje jednoduchy ptechod
biomembranami a distribuci do libovolnych bunéénych kompartmentts (Omar et al. 2021; Tan
et al. 2005). Antioxidacni piisobeni se melatoninu pfipisuji nejen pro jeho vlastni redoxni
vlastnosti, ale také generaci derivatl se stejnymi vlastnostmi béhem jeho metabolismu,
mechanismus znamy jako antioxida¢ni kaskdda melatoninu (Back 2021; Reina a Martinez
2018).

V rostlinném téle reguluje tato molekula mnohé fyziologické procesy béhem celého
ontogenetického vyvoje organismu. Melatonin funguje jako signalni molekula, regulator rastu
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a embryondlniho vyvoje i jako dilezity aktér ve stresové reakci organismu (Murch a Erland
2021; Arnao a Hernandez-Ruiz 2015; Kotodziejczyk a Posmyk 2016; Nawaz et al. 2016; Wang
et al. 2018; Sun, et al.2015). Prave diky svym pozitivnim u¢inkiim na rostlinny organismus ve
stresovych podminkach a biogennimu ptivodu byl melatonin oznacen potencionaln¢ vhodnym
Kk uziti v roli biostimulatoru (Kotodziejczyk a Posmyk 2016; Arnao a Hernandez-Ruiz 2014,
2015).

Melatonin hraje dtlezitou roli v modulaci genové exprese rostlinnych hormonti i pfimo
jejich metabolismu. Ovliviiuje jak metabolismus auxint, cytokininti, ABA, giberelini
¢i etylenu. Bylo také zjiSténo, ze melatonin, diky strukturdlni podobnosti, mize fungovat jako
funkéni homolog k nékterym auxinim, jako je tfeba IAA (kyselina indol-3-octova), tedy
podporovat rust lateralnich a adventivnich kofent. (Nawaz et al. 2020) Mezi dalsi funkce patii
také ochrana fotosystému a oddaleni senescence, diky jeho antioxida¢nim vlastnostem (Arnao
et al. 2018).

3.6 Biosyntéza melatoninu

Biosyntéza melatoninu probihd jak v zivociSnych, tak rostlinnych organismech
s mens$imi odchylkami v syntetickych drahach (Mir et al. 2020). Ve vsech ptipadech je
ale melatonin syntetizovan z tryptofanu, esencialni aromatické aminokyseliny. Celd draha je
tvofena Ctyfmi reakcemi katalyzovanymi Sesti enzymy.

Existuje hned nékolik specifickych drah biosyntézy melatoninu v rostlinach, vSechny
ale obsahuji serotonin jako mezikrok (Kang et al. 2008). V podminkach normélniho ristu
a nizké hladiny celularniho serotoninu existuji dvé zakladni drahy (viz. Obr. 1):

1) Tryptofan / tryptamin / serotonin / N-acetylserotonin / melatonin

2) Tryptofan / 5-hydroxytryptofan / serotonin / N-acetylserotonin / melatonin

Naopak v podminkach vysoké produkce serotoninu, naptiklad béhem senescence, funguje
ptevazné draha Tryptofan / tryptamin / serotonin / 5-methoxytryptamin / melatonin. (Mir et al.
2020).
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Obr. 1 : Diagram biosyntetické drahy melatoninu v rostlindch. (Pfevzato z Nawaz et al. 2021)

Finalni krok syntézy melatoninu byl lokalizovan v chloroplastech (Zheng et al. 2017)
a mitochondriich (Wang et al. 2017). K dne$nimu dni stale jest¢ nebyly identifikovany
transportni proteiny melatoninu v rostlinném téle (Murch a Erland 2021). Vzhledem k velké
diverzit€ v biosyntetickych drahach melatoninu mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy, ale
i v konkrétnim organismu za riznych vné&jSich podminek, bude potieba jesté velké mnozstvi
prace vyzkumnik k objasnéni vSech zakonitosti této problematiky (Murch a Erland 2021).

3.7 Melatonin jako prekurzor bioaktivnich metaboliti

Melatonin je v rostlinném téle aktivni latkou, jejiz metabolizaci vznika fada bioaktivnich
sloucenin, které se obecné vzato daji rozdélit do nésledujicich kategorii: produkty oxida¢nich
reakci, produkty katabolickych reakci, konjugéty a derivaty (Murch a Erland 2021).
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3.7.1 AFMK a AMK

Prvnimi a nejlépe prostudovanymi produkty metabolismu melatoninu jsou
nitrosomelatonin,  N-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramin ~ (AFMK) a  N-acetyl-5-
methoxykynuramin (AMK; Tan et al. 2007), coz jsou vyznamné antioxidanty, absorbujici jak
ROS, tak reaktivni formy dusiku (RNS; Schaefer a Hardeland 2009). U AMFK byly ovSem
pozorovany kolisajici hladiny této slouCeniny nezéavisle na hladiné melatoninu, tudiz se
pfedpokladd, ze melatonin neni jedinym a nejspiSe ani primarnim prekurzorem tohoto
antioxidantu (Tan et al. 2007).

Molekuly na bazi kymuraminu vzniklé degradaci tryptaminu jako AFMK a AMK maji
silné redoxni a antioxidacni vlastnosti. Ty byly potvrzené hned v n¢kolika experimentech se
zajimavymi vysledky. Na rozdil od jinych sloucenin s antioxida¢ni vlastnosti, jakymi jsou tieba
vitaminy C a E, dokazi AMFK a AMK darovat vice nez jeden eletron (Tan et al. 2001). AMFK
mize byt enzymaticky i neenzymaticky deformylovan za vzniku AMK (Gitto et al. 2010;
Hardeland et al. 2009). AMK svymi antioxida¢nimi vlastnostmi prevysuje AFMK i melatonin
samotny v polarnim prostfedi vodného roztoku (Ledn et al. 2006).

3.7.2 Katabolity

Katabolity melatoninu, jakymi jsou naptiklad 5-methyoxytryptofol a 5-methoxyindol-
3-acetaldehyd, jsou v rostlinnych organismech malo popsané a v této oblasti je potieba vice
vyzkumné prace (Murch a Erland 2021). Funkce konjugati, naptiklad fenol-melatoninovych
konjugéatl, v obrannych mechanismech rostlin je také pouze predpokladana, ovSem
experimentalni diikazy chybi (Erland et al. 2020b).

3.7.3 Produkty oxida¢nich reakei

2-hydroxymelatonin (2-OHM; Byeon a Back 2015) a 3-hydroxymelatonin (C3-OHM;
Byeon et al. 2015b), slou€eniny vznikajici z melatoninu za plisobeni melatonin hydroxylaz (Lee
et al. 2016; Byeon a Back 2015), jsou nejspiSe nejcastéji se vyskytujici formy melatoninu v
rostlinném organismu (Murch a Erland 2021).

3.7.4 2-Hydroxymelatonin

Role 2-OHM v navozeni tolerance k riznym abiotickym stresorim skrze svoji vlastni
antioxidac¢ni aktivitu i regulaci produkce antioxida¢nich enzymt (Shah et al., 2020), je dobie
popséna u zasoleni (Choi a Back 2019), chladu (Lee a Back 2016b), té¢zkych kovim (Byeon et
al. 2015a) 1 vodniho deficitu (Lee a Back 2016b; Back 2020).

Bylo téz pozorovano, ze 2-OHM aktivuje jak MAPK signalni drahy (Lee and Back 2016a), tak
expresi gent figurujicich ve stresové odpovédi rostliny (Lee a Back 2016D).
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3.7.5 3-Hydroxymelatonin

Oxidace melatoninu reaktivnimi formami kysliku a RNS produkuje C3-OHM.
Antioxidacni vlastnosti 3-hydroxymelatoninu byly experimentalné¢ dokazany, kdy C3-OHM
aktivné ovlivnil vysledek pusobeni ROS vzniklych Fentonovo reakci na DNA (Haci sevk
a Baba 2018). Ptitomnost C3-OHM Vv experimentech vzdy vedla k zvysené tvorbé AFMK (Tan
et al. 2007), vznikajici nejspise jeho oxidaci (Tan et al. 2003).

Vzhledem k velkému spektru G¢ink a interakci téchto izomerti a metabolitil je potieba
vénovat vice pozornosti nejen kvantitativnimu zkoumani, ale i pochopeni jednotlivych roli
sloucenin na bazi melatoninu v metabolismu rostlin (Murch a Erland 2021).

3.8 Antioxidacni vlastnosti melatoninu

Funkce melatoninu jako absorbentu ROS, chraniciho fotosynteticky aparat a reprodukéni
pletiva je obecné znamy (Murch a Erland 2021). Jedna molekula melatoninu dokéze
mechanisticky absorbovat az 10 molekul ROS (Rodriguez-Naranjo et al. 2012). U vyse
zminénych izomerli a metaboliti melatoninu jako AMK, AMFK a 3-OHM byla taktéz
sledovana schopnost absorbovani ROS a RNS skrze mechanismus transferu atomu vodiku
(HAT), transfer elektronu (SET), ¢i adice radikalu (RAF) a vytvoreni antioxida¢ni kaskady bez
potteby enzymatické aktivity (Reina a Martinez 2018). Schopnost neutralizovat ROS a RNS
melatoninem je taktéz dtlezita pro fungovani nékterych signélnich drah, naptiklad H.O2 a NO,
které slouzi k rychlé signalizaci a odpovédi rostliny ke stimulu (Lee a Back 2017).

Dalsi dulezitou funkci nalezenou u melatoninu je jeho schopnost indukovat translokaci
transkripcnich faktori z cytoplasmy do jadra a zaroven zvysit jejich mnoZstvi. (Weeda et al.
2014). Ovlivnéné geny pak reguluji hned nekolik signalnich, antioxida¢nich i metabolickych
drah, coZ v podstaté umoznuje melatonin popsat jako ,,master regulator” schopny ovliviiovat
témet celé spektrum biochemickych systému buniky (Hu et al. 2016)

3.9 Distribuce melatoninu v rostlinach

Melatonin byl pozorovan u mnoha rostlinnych druhti v koncentracich kolisajicich
od nedetekovatelnych az po velmi vysoké (Hardeland 2016). Nejvyssi hodnoty byly naméfeny
v kvétech, za nimi nasledovaly listy a semena. Nejniz$i hodnoty byly zaznamenany u kotene
(<15 ng/g). Pomérné zajimavy je relativné nizky obsah melatoninu v plodech s primérnou
hodnotou 89.05 ng/g (Mannino et al. 2021).

Vyssi koncentrace melatoninu v listech a kvétech by mohly byt vysvétleny jeho

antioxida¢nimi vlastnostmi, které témto exponovanym orgdniim mohou pomahat odolavat
potenciondlnim stresovym podminkdm. Niz§i relativni obsah melatoninu oproti ostatnim
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sloucenindm s antioxida¢nimi vlastnostmi u plodi mize byt zplisoben fazi zralosti plodu pfi
sklizni a jinymi proménlivymi podminkami péstovani (Arnao a Hernandez-Luiz 2013).

3.10 Vliv melatoninu na rostliny v abiotickém stresu

Koncentrace melatoninu v rostlinné bunce odpovida vnéjsim podminkam. Zmény
vV mnozstvi svétla, teploty a riiznych jinych stresovych faktorti pfimo ovliviiuji mnozstvi
melatoninu. Jak u jeémenu oSetfeného stresovymi ¢inidly, tak u lupiny vystavené suchu, chladu
azmén¢ pH byly pozorovany zvysené hladiny fytomelatoninu (Arnao a Hernandez-Ruiz 2009b;
Arnao a Hernandez-Ruiz 2013). Autofi dospéli k zavéru, ze témeéf vSechny stresové faktory
mohou zpiisobit up-regulaci biosyntézy melatoninu ve zkoumanych rostlinach.

Rostliny péstované v mirnych podminkach pokojového prosttedi vykazuji mensi
hodnoty obsahu melatoninu nez rostliny v podminkach polnich. Rostliny péstované
pod umélym svétlem v listech obsahuji az tfikrdt méné melatoninu nez rostliny péstované
na slunci (Tan et al. 2007). V plodech papriky je obsah melatoninu u zastinénych rostlin nizsi
nez u rostlin vystavenych slune¢nimu svitu, coz naznacuje, ze slunecni zafeni zptisobuje
zvySeni hladiny melatoninu (Riga et al. 2014).

Rostlinné druhy odolnéjsi vici poSkozeni ozoénem si udrzuji vyssi hladiny melatoninu
nez druhy na ozén citlivé (Dubbels et al. 1995). Alpské a stfedomotské rostliny ve svém
pfirozeném habitatu vystavené¢ vysokému UV zafeni obsahuji mnohem vys$§i hladiny
melatoninu nez stejné druhy péstované v mirnéjSich podminkéch (Simopoulos et al. 2005).

Melatonin a jeho AFMK jsou také pritomny ve velkych koncentracich v tokozelce
nadmutné, rostlin¢ tolerantni vii¢ci mnohym polutantim. Studie ukdzaly, Ze tokozelka dobte
snasi kontaminaci vody primyslovymi a zemédélskymi polutanty (Munavalli a Saler 2009)
jako je dusik a fosfor (Jayaweera a Kasturiarachchi 2004), rtut (Riddle et al. 2002)
a karcinogen arsen (Misbahuddin a Fariduddin 2002). Sazenice ryze vystavené vysokym
teplotam také vykazuji zvySenou syntézu melatoninu (Byeon a Back 2013).

Kromé& in vivo syntézy mohou rostliny melatonin také absorbovat z prostiedi
a akumulovat jej ve svych organech (Tan et al. 2007). Uginky exogenné aplikovaného
melatoninu se pohybuji od vyznamného zlepSeni sledovanych vlastnosti aZ po neucinnost nebo
dokonce toxicitu v zavislosti na davce. V ptipad¢ Brassica juncea indukovala aplikace nizce
koncentrovaného melatoninu (0,1 mM) rtist kotfent, zatimco vysoka hladina (100 mM) rust
inhibovala (Chen et al. 2009). Skrze analyzu genové exprese indukované melatoninem bylo
zjiSténo, Ze ne vSechny geny regulované melatoninem Vv nizké koncentraci byly regulovany
v koncentracich vyssich (Weeda et al. 2014). PfiliS vysoké hladiny melatoninu mohou
napiiklad vazn¢ inhibovat bunécny ruast skrze pozkozeni signalni drahy zavislé na pfitomnosti
ROS (Afreen et al. 2006).
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3.11 Vliv melatoninu na rostlinny rust

Pozitivni vliv aplikace exogenniho melatoninu byl sledovan naptiklad u lupiny bil¢, kdy
exogenni fytomelatonin fungoval jako rtstovy promotor u déloznich listkti (Hernandez-Ruiz
a Arnao 2008). Skrze schopnost aplikovaného melatoninu indukovat rhizogenezi byla hned
nékolika autory na fadé rostlin v¢etné okurky (Zhang et al. 2013), tfesn¢ (Sarropoulou et al.
2012), granatového jablka (Sarrou et al. 2014) a ryze (Back a Park 2012).

U transgenni ryze nadmérné exprimujici N-acetyltransferazu byly pozorovany desetkrat
vy$$i hladiny melatoninu a dvojnasobné zvySeni ristu kotenli oproti divokému typu, ¢imz byl
dokazan mozny piimy vztah mezi hladinou endogenniho melatoninu a rychlosti ristu kotfenti
(Back a Park 2012). V jiné studii byla porovnavana morfologicka stavba kofenového systému
rostlin oSetfenych melatoninem s kontrolou a také provedena celkové analyza transkriptomu
téchto rostlin (Zhang et al. 2014).

U koftent rostlin osetfenych melatoninem byla pozorovana zvySena generace postrannich
kofentl, up-regulace u 121 gent a u 196 genti down-regulace, kdy geny souvisejici s auxinem
vykazovaly zmény minimalni, ¢imz bylo potvrzeno, ze fytomelatonin ovlivituje kofenovy
systém nezavisle na auxinu (Pelagio-Flores et al. 2012; Koyama et al. 2013; Zhang et al. 2014).
Na druhou stranu je potifeba zminit, Ze byl pozorovan piimy vztah mezi auxinem
a melatoninem. Naptiklad oSetfeni sazenic rajéete exogennim melatoninem zvysilo obsah IAA,
zatimco aplikace velké davky (600 pM) melatoninu u huseni¢ku snizila hladinu endogenni
IAA, ¢imz doslo k inhibici genil souvisejicich se syntézou auxinu a nasledné inhibici ristu
primarniho kotene (Wang et al. 2016). Naopak osetfeni husenicku davkou pouze 50 puM, silné
podpofilo tvorbu adventivnich kofend (Wen et al. 2016).

Tyto vysledky naznacuji, Ze by melatonin v nizkych koncentraci mohl mimikovat funkci
auxinu.

3.12 Vliv melatoninu na klié¢eni

Pozitivni vliv melatoninu byl hlaSen téZ u kliceni semen né&kterych hospodarky
vyznamnych plodin. Naptiklad u kukufice, jejiz semena byla pifi primingu oSetiena
melatoninem v koncentraci 25-50 uM, byla zaznamenana vys$$i rychlost kliceni i zvySena
hmotnost sazenic (Cao et al. 2019). Podobné vysledky byly pozorovany také u ¢erveného zeli
(Posmyk et al. 2008). Nejmarkantnéjsich vysledkt vsak bylo dosazeno béhem testi kli¢eni
V nepiiznivych podminkdch suboptimalnich teplot nebo kontaminace tézkymi kovy, kde
sazenice osetfené melatoninem vykazovaly znatelné vyssi procento kli¢ivosti, nartist hmotnosti
sazenic i obsahu chlorofylu spolecné s lepsim snasenim abiotickych strest (Posmyk et al. 2008;
Posmyk et al. 2009). Naopak pfilis vysoké koncentrace aplikovaného melatoninu (>500uM)
narusily kli¢ivost a vitalitu semen okurky seté (Posmyk et al. 2009).
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V polnich pokusech se semeny okurky seté a kukufice primovanych davkou melatoninu

bylo oproti kontroldm pozorovano oddaleni senescence listii a vyssi vynos (Marta et al. 2016).
Podobné vysledky byly pozorovany také na rostlindich kukufice a fazole mungo
péstovanych po oSetieni 50-500 uM melatoninu (Janas a Posmyk 2013; Posmyk a Janas 2009).

3.13 Vliv melatoninu na fotosyntézu

Dalsi oblasti fyziologie rostlin, kde byl pozorovén pozitivni vliv aplikace melatoninu je
asimilace. Melatonin se totiz podili na zvySeni efektivity fotosyntézy skrze regulaci akumulace
a funkce dualezitych biomolekul jako RuBisCO, chlorofylu, proteini a dalSich (Zhou et al.
2017). U kukufice oSetfené exogennim melatoninem byl pozorovan nartist obsahu esencialniho
enzymu RuBssCO (Zhao et al. 2015). U ryze seté oSetiené melatoninem doslo k vyznamnému
snizeni degradace chlorofylu a oddaleni senescence (Liang et al. 2015).

U jabloni stresovanych suchem bylo po oSetieni melatoninem pozorovano zvysSeni
efektivnosti fotosystému II, coz listim umoznilo udrzet si vys$i kapacitu asimilace CO2
a stomatalni vodivost (Wang et al. 2013). Podobnych vysledki bylo dosaZzeno také ve studii
tykajici se stresovani suchem u sazenic okurky. OSetfeni melatoninem pfineslo snizeni
degradace chlorofylu a zvysenou rychlost fotosyntézy a efektivné tak snizilo dopady stresu
(Zhang et al. 2013).

Rostliny péstované v podminkach vodniho stresu vykazuji drastické sniZeni rychlosti
fotosyntézy, stomatalni vodivosti, rychlosti transpirace stejné jako kvantové ucinnosti (Fv/Fm)
a rychlosti transportu elektronti (ETR) fotosystémem II. V experimentu provedeném na Carya
cathayensis bylo dosazeno pomoci oSetfeni melatoninem ke sniZzeni dopadu pusobeni sucha
s pramérnym 24% zvySenim parametrti vymény plynd oproti neoSetfené varianté. Téz Fv/Fm
a ETR byly u oSetfenych variant v porovnani s kontrolou vyssi (Sharma et al. 2020).

Dalsi z parametri pozitivné ovlivnénych aplikaci exogenniho melatoninu je index
listové plochy. Obecné muizeme fict, Ze ¢im vétsi je listova plocha, tim 1épe rostlina zvlada
podminky vodniho deficitu (Campos et al. 2019). Toho je dosazeno diky zlepsenému udrzovani
turgoru Vv mesofylu, coZz ma pozitivni vliv mimo jiné na stomatidlni vodivost
a vyménu plyntt (Antoniou et al. 2017; Cui et al. 2017; Meng et al. 2014). Pravé vyména plynd
je extrémné dilezita pro efektivni fungovani fotosyntézy. Rostliny oSetfené melatoninem
vykazovaly vys$§i hodnoty stomatalni vodivosti, vymény plyni i fotosyntetické kapacity (Meng
et al. 2014).

Jak jiz bylo zminéno, abiotické stresy mohou vyvolat negativni strukturdlni zmény
v disledku naruseni elektronového transportniho fetézce, bunéénych a fotosyntetickych
mechanismu skrze nadmérnou produkci ROS a RNS. Tato nadprodukce reaktivnich forem vede
ke snizeni efektivity fotosyntézy (Debnath et al. 2018). Napiiklad u jeémene aplikace
melatoninu v riznych koncentracich zpomalila senescenci listl, coZ zpomalilo celkovou ztratu
chlorofylu ve srovnani s kontrolou (Arnao a Hernandez-Ruiz 2009a).
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Tyto ucinky mohou byt kromé antioxidacnich vlastnosti melatoninu spojeny také se
schopnosti inhibovat up-regulaci genu senescence SAGI12, coz otevira dvefe k vyuziti
melatoninu jako regula¢niho faktoru indukované senescence listti (Wang et al. 2012; Weeda et
al. 2014). Diky schopnosti down-regulovat expresi genti chlorofylaz (Arnao a Hernandez-Ruiz
2009b), enzymu, které se v podminkach vodniho stresu podili na degradaci chlorofylu, se
melatonin podili na regeneraci obsahu chlorofylu (Ma et al. 2018; Sharma et al. 2020).

3.14 VVztah melatoninu Kk auxinum

Melatonin je strukturou i funkci velice podobny IA3. Stejn¢ jako u auxinu byl
u melatoninu pozorovan vyrazny pozitivni vliv na dlouzivy rist jak nadzemnich, tak
podzemnich ¢&asti rostlin zroda Prunus, Triticum, Brassica, Hordeum, Avena, Lupinus,
Arabidopsis, Oryza, Helianthus, Punica, Solanum, Glycine a Zea (Arnao & Hernandez-Ruiz
2017). Indukce dlouzivého rustu melatoninem byla evidentni také u rodu Malus v podminkach
riznych abiotickych stresu (Li et al. 2016). Stejné pasobeni bylo také hlaSeno u abiotickymi
stresory suzované kukufice (Kim et al. 2016).

Aplikace exogenniho melatoninu také zvysila koncentraci auxinu u Brassica juncea az
na dvojnasobek (Chen et al. 2009). Auxinu podobné ucinky, jako dlouzivy rist kofent
a rhizogeneze a regulace apikalni dominance, byly pozorovany také u transgennich rostlin
lupiny oSetfené exogennim melatoninem (Wen et al. 2016). U transgenni rostliny husenicku,
do jehoz genomu byl pifenesen gen MzASMT1 (Malus zumi N-acetylserotonin-O-
metyltransferdza) ze suchem stresované rostliny jabloné, byl pozorovan az ¢tytikrat vétsi obsah
melatoninu nez u divokého typu (Koyama et al. 2013). Podobné vysledky byly pozorovany téz
napiiklad u rostlin rajcete (Wen et al. 2016).

4 Metodika

V ramci pokusu byl sledovan vliv exogenni aplikace melatoninu na fyziologické
vlastnosti modelovych rostlin pSenice seté (Triticum aestivum) vystavené vodnimu stresu
s predpokladem mozZnosti vyuZiti této latky proti stresu z vodniho deficitu. U modelovych
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rostlin byla provedena foliarni aplikace melatoninu a simulovan vodni stres. Byly hodnoceny
zmény fyziologickych parametri a vodniho potencidlu ve vztahu k soubéznému ptisobeni
exogenn¢ aplikovaného melatoninu a vodniho deficitu.

Béhem experimentu byly rostliny pSenice seté péstovany za tepelné fizenych podminek
a casteCné fizenych svételnych podminek v experimentalnim skleniku katedry botaniky
a fyziologie rostlin FAPPZ CZU v Praze. Rostliny byly péstovany v zahradnim substratu A
v PVC boxech o rozméru 37 cm x 27 cm x 14 cm. Modelové rostliny byly rozdéleny do skupin
podle stresu a aplikace u€inné latky: zavlazovana varianta bez aplikace melatoninu (K), varianta
vystavena stresu suchem (S) a stresovana varianta s foliarni aplikaci 100 ml roztoku melatoninu
0 koncentraci 200_uM (SM).

Mefteni fyziologickych parametrii se uskutecnilo 14. den dehydratace. Byla méfena
rychlost fotosyntézy (A), rychlost transpirace (E) a stomatalni vodivost (gs) pomoci pienosného
infraerveného analyzatoru plynt LCpro+ (ADC BioScientific, 2004). Parametry vymény
plynl byly méteny vzdy v dopolednich hodinach od 9:00 do 11:00. Kazda varianta byla méfena
ve tiech opakovanich, kdy méfeni kazdého ze vzorki trvalo 15 minut. V intervalu 1 min byly
zaznamenavany sledované charakteristiky. Pfi méfeni vymény plynti byl stanoven ustaleny stav
uvniti métici komory. V asimilacni komirce byla nastavena teplota 23 °C a ozatenost 650 umol
m2 s fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR).

Stanoveni vodniho potencialu (yw; MPa) probihalo odebranim vzorku list, které byly
umistény do 5 ml injekéni stiikacky utésnéné Parafilmem. Poté byly vzorky zmraZeny
na teplotu -24 °C. Pfed méfenim byly injekéni stiikacky udrzovany pii laboratorni teploté,
dokud nebyla tkan zcela rozmrazena. Vodni potencidl byl stanoven pomoci PSYPRO
v méticich komorach C-52 (WESCOR Inc.) nanesenim 10ul roztoku vylisovaného
z mrazenych listil na tercik filtraéniho papiru. Méfeni se uskutec¢nilo ve tfech opakovanich.

4.1 Statistické metody

Pro analyzu naméfenych dat u sledovanych variant rostlin byla provedena ANOVA.
Hodnoty ANOVA a HSD pro kazdou proménnou byly analyzovany pomoci rozptylu vodniho
rezimu. Analyza byla provedena pomoci statistického programu STATISTICA 12 (StatSoft
CR, s.r.0.) Vyznamné rozdily mezi primérem opakovani byly testovany pomoci Tukeyho HSD
testu.
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5 Vysledky

5.1 Rychlost fotosyntézy

Obr. 2 zobrazuje dopady vodniho deficitu na rychlost fotosyntézy v listech modelovych
rostlin pienice seté. Sedy sloupec zobrazuje hodnoty naméfené ve 14. dni pokusu, pii nejvyssi
dehydrataci, modry pak hodnoty naméfené po rehydrataci rostlin. Byly naméfené statisticky
vyznamné rozdily (30,9 %) v primérnych hodnotach rychlosti asimilace mezi zavlazovanou
kontrolou a stresovanymi variantami. Rozdily v hodnotach mezi stresovanou variantou bez
aplikace melatoninu S a variantou s aplikaci melatoninu SM byly pii p = 0,05 statisticky
nevyznamné. Po rehydrataci hodnoty rychlosti fotosyntézy u kontroly stagnovaly a u stresované
varianty bez aplikace melatoninu S se statisticky vyznamné zvySily. Rozdily naméfenych
hodnot A po rehydrataci mezi kontrolou a stresovanou variantou bez aplikace melatoninu byly
pfi p = 0,05 statisticky nevyznamné. Varianta SM po rehydrataci nevykazovala statisticky
vyznamny narist rychlosti fotosyntézy.

Rychlost fotosyntézy
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Obr. 2: Rychlost fotosyntézy (A; umol CO. m=2.

s!) sledovanych variant rostlin:
varianta K — kontrola, v. S — stresovana varianta bez aplikace melatoninu, v. SM — stresovana

varianta s aplikaci melatoninu

5.2 Stomatalni vodivost

V Obr. 3 je zobrazen dopad vodniho deficitu na stomatalni vodivost (gs) v listech
sledovanych rostlin pSenice seté. Z grafu jsou viditelné patrné rozdily ve stomatélni vodivosti
mezi jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu deficitu vii¢i kontrole. Pti odbéru v dobé
nejvetsi dehydratace byl naméfen statisticky vyznamny rozdil v hodnotach stomatélni vodivosti
mezi kontrolni a stresovanymi variantami, kdy stresované varianty mély priblizné o 42,5 %
(S =40,94 %, SM = 44,08 %) niz8i hodnotu gs oproti kontrolni varianté. Rozdily hodnot mezi
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stresovanou variantou bez aplikace melatoninu S a stresovanou variantou s aplikaci melatoninu
SM nedosahoval pti p = 0,05 statisticky vyznamnych hodnot. Po rehydrataci rostlin hodnoty
stomatalni vodivosti v§ech stresovanych variant stouply, kontrola stagnovala. Pii p = 0,05 nebyl
po rehydrataci naméfen statisticky vyznamny rozdil hodnot gs mezi jednotlivymi variantami.
U variant stresovanych vodnim deficitem byl nartist hodnot statisticky vyznamny.

Stomatalni vodivost
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Obr. 3: Stomatdlni vodivost sledovanych variant rostlin (gs; mol m?2. s?):
K — kontrola, v. S — stresovana varianta bez aplikace melatoninu, v. SM — stresovana varianta
s aplikaci melatoninu

5.3 Transpirace

V Obr. 4 je zobrazen dopad vodniho deficitu na transpiraci (E) v listech sledovanych
rostlin pSenice seté. Z grafu jsou viditelné patrné rozdily v transpiraci mezi jednotlivymi
variantami vystavenymi vodnimu deficitu vii¢i varianté kontrolni v dobé nejvyssi dehydratace.
Pii odbéru v dobé nejvyssi dehydratace byly hodnoty transpirace listd rostlin variant
stresovanych vodnim deficitem vyznamné mensi neZ hodnoty kontrolni varianty. Rozdil
V transpiraci mezi rostlinami kontroly a stresovanymi variantami dosahoval v praméru
priblizn€ 47,2 % (S = 47,295, SM = 47,1). Rozdil hodnot mezi stresovanymi variantami nebyl
pii p = 0,05 statisticky vyznamny. Po rehydrataci hodnoty E stresovanych variant vyznamné
stouply, kontrolni varianta stagnovala. Rozdily mezi jednotlivymi variantami byly pii p = 0,05
statisticky nevyznamné.
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Obr. 4 : Transpirace sledovanych variant rostlin (E; mmol m2  s-1):

K — kontrola, v. S — stresovana varianta bez aplikace melatoninu, v. SM — stresovana varianta
s aplikaci melatoninu

5.4 Vodni potencial

V Obr. 5 je zobrazen dopad vodniho deficitu na vodni potencial v listech sledovanych
rostlin pSenice seté. Z grafu jsou viditelné patrné rozdily v hodnotach vodniho potencidlu mezi
jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu deficitu vic¢i varianté kontrolni. Pii méteni
v dob¢ nejvyssi dehydratace byly hodnoty vodniho potencidlu stresovanych variant vyznamné
niz8i nez hodnoty varianty kontrolni. Po rehydrataci doSlo k vyznamnému zvySeni vodniho
potencialu stresované varianty bez aplikace melatoninu S. Vodni potencial stresované varianty
s aplikaci melatoninu se po rehydrataci pti p = 0,05 statisticky vyznamné nezménil.
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Vodni potencial
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Obr. 5: Vodni potencidl listh sledovanych variant rostlin  (yw; MPa):

K — kontrola, v. S — stresovanad varianta bez aplikace melatoninu, v. SM — stresovana varianta
s aplikaci melatoninu

5.5 Relativni obsah vody

V Obr. 6 je zobrazen dopad vodniho deficitu na relativni obsah vody (RWC) sledovanych
rostlin pSenice seté. Z grafu nejsou na prvni pohled patrné rozdily mezi jednotlivymi
variantami. Pfi méfeni v dobé& nejvyssi dehydratace byly hodnoty RWC pfi p = 0,05 vyznamné
niz$i neZ hodnoty varianty kontrolni pouze u varianty stresované bez aplikace melatoninu S.
Rozdily v hodnotach relativniho obsahu vody mezi kontrolni variantou K a stresovanou
variantou s aplikaci melatoninu SM byly pii méfeni v dob& nejvyssi dehydratace pii p = 0,05
statisticky nevyznamné. Po rehydrataci doSlo k vyznamnému zvySeni RWC stresovany variant.
Rozdily v hodnotach RWC namétenych po rehydrataci byly pii p = 0,05 statisticky
nevyznamné. Primérnd hodnota relativniho obsahu vody po rehydrataci varianty stresované
s aplikaci melatoninu SM dosahovala nejvysSich hodnot ze vSech variant.
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Obr. 6: Relativni obsah vody sledovanych variant rostlin (%): K — kontrola, v. S — stresovana
varianta bez aplikace melatoninu, v. SM — stresovana varianta s aplikaci melatoninu
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6 Diskuze

Pii experimentu byl sledovan vliv aplikace melatoninu na rostliny pSenice seté
v podminkach vodniho deficitu. Bylo pozorovano nékolik parametrti, na které mohla mit
aplikace melatoninu z teoretického hlediska urcity vliv. Vzhledem ke zméné klimatu se
Vv poslednich né¢kolika dekadach stava nedostatek vody ¢im dél tim vazn€jSim problémem
(Khan et al. 2013). Jednou z moznych strategii boje proti vodnimu stresu je vyuziti aplikace
pomocnych piipravki. Melatonin se zdd byt ekologicky pfijatelnou alternativou k vyuziti
Vv ochrang rostlin proti biotickym stresiim (Moustafa-Farang et al.2020).

Rostliny péstované v polnich podminkach, kde jsou vice vystavené stresorim, vykazuji
vy$$i obsah melatoninu nez rostliny v mirnych podminkach pokojového prosttedi (Tan et al.
2007). Melatonin svymi vlastnostmi a pusobenim na fyziologické procesy rostlin spliiuje
definici biostimulatoru (Kotodziejczyk a Posmyk 2016) a mohl by tak byt vyuzit v zemédélské
praxi k zvyseni vitality rostlin suzovanych vodnim deficitem.

6.1 Vodni potencial

Melatonin ma komplexni roli v modulaci riiznych fyziologickych procesti véetné stresové
odpovédi k abiotickym stresim (Qiao et al. 2019). Jednou z moznych odpovédi rostliny
K ptisobeni abiotického stresu je adaptace mechanismu k udrzeni vodniho potencialu bunék
(Zhang et al. 2022). SniZeni turgoru jako adaptace vodnimu deficitu je pozorovano u mnoha
rostlinnych druhii (Krizmanic et al. 2003). Naptiklad v experimentu Antonia a kol. (2017) bylo
zaznamenano zlepseni udrzovani vodniho potencialu v mesofylu listi po aplikaci exogenniho
melatoninu.

Z Obr. 5 1ze vy¢ist, Ze podobnych vysledkti bylo dosazeno i v naSem pokusu. Niz§i
hodnoty vodniho potencialu zna¢i akumulaci osmoprotektantl v listu, coz napomaha rostling
z okoli ¢erpat vodu i v dobé jejiho relativniho nedostatku skrze rozdil potencialu v pletivech
rostliny a ptidé (Qayyum et al. 2011).

6.2 Vyména plyni

Jednou ze zékladnich odpovédi rostlin k vodnimu stresu je uzavieni stomat, coz nasledné

snizuje rychlost fotosyntézy (Tezara et al., 1999). Uzavieni stomat se projevi snizenim hodnot
stomatalni vodivosti (gs), transpirace (E) a ve vysledku tedy 1 rychlosti fotosyntézy (A).
Wang a kol. (2019) ve svém experimentu s Carya cathayensis vystavené vodnimu stresu
zaznamenali statisticky vyznamné zvySeni namefenych hodnot vSech tfi parametri. Podobnych
vysledkt dosahl také Ahmad a spol. (2021) u kukufice vystavené vodnimu deficitu. V nasem
pokusu nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v hodnotach transpirace a stomatalni
vodivosti mezi variantou s aplikaci melatoninu a bez aplikace (viz. Obr. 3 a 4).

Hodnoty rychlosti asimilace u varianty SM byly v nasem pokusu statisticky vyznamné
hor$i nez u varianty Si kontroly. Tyto vysledky odpovidaji vy$S§im hodnotam vodniho
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potencidlu diskutovanému v pfedeslé kapitole. K udrzeni turgoru je potieba velka nasycenost
pletiv vodou, kterd ovSem nebyla po ¢trnacti dnech dehydratace snadno dostupna. K nejvétsim
ztratam vody v listé dochazi skrze difuzi pary skrze mikrospory stomatalniho komplexu. Voda
je prisunuta do pletiv listu xylémem a nasledné list opousti skrze transpiraci pruduchy. Tento
pohyb je zalozen na rozdilu vodniho potencialu v listu vici zbytku rostliny a rostliny celkové
vuci okolni padé (Osakabe et al. 2014).

Nameétené hodnoty transpirace a stomatalni vodivosti stresovanych variant Sa SM
odpovidaji situaci uzavieni praduchi, podobné jako v pokusu Tatara a kol. (2022). Uzavieni
pruduchii v reakci k vodnimu deficitu zptisobuje snizeni rychlosti fotosyntézy. Mutava a kol.
(2015) uvadi, ze uzavieni praducht listl rostlin s6ji vystavené vodnimu stresu redukovalo
vyménu plynit a nasledné zpomalilo fotosyntézu. SniZeni rychlosti fotosyntézy zapticinuje
redukei ristu a produktivity rostliny (Anjum et al. 2011). Vysledky naSeho pokusu témto
tvrzenim odpovidaji, kdy obé€ stresované varianty dosahovaly b&hem nejvyssi dehydratace
vyznamné nizSich hodnot asimilace. Rychlost asimilace SM byla vyrazn€¢ mensi i po
rehydrataci. Tento jev odpovida tvrzeni Sun a kol. (2022), ktety uvadi vétsi setrvacnost ve
zmeénach stomatalni konduktance a asimilace u rostlin oSetienych melatoninem.

Rychlost asimilace, ktera by méla piimo korelovat s hodnotami gs a E, dosahovala
u stresovanych variant vyznamné nizsich hodnot nez u kontroly stejn¢ jako hodnoty parametra
vymény plynii. Vodni stres redukuje pfistup oxidu uhlicitého z okoli skrze uzavieni stomat.
Pfijem slunecni energie ovSem pokracuje i bez zdsoby oxidu uhlicitého, jako substratu
asimila¢nich procest. V disledku zpomaleni fotosyntézy tak dochazi K intenzifikaci
fotorespirace. Vysledkem fotorespirace je vydej energie a substratu rostlinou. Pozitivnim
aspektem fotorespirace je mozna ochrana fotosyntetického aparatu pred poskozujicim ptisobeni
ROS, které v pletivech vznikaji skrze nahromadéni nevyuzité slune¢ni energie v chloroplastech
(Manzoni et al. 2011; Lisar et al. 2012). Jednou z potencionalnich moznosti ochrany
fotosyntetického komplexu pfed nendvratnym poskozenim je nasyceni pletiv vodou, ktera diky
své relativné velké tepelné kapacité dokaze pohltit nezanedbatelné mnozstvi energie, jez by
jinak pfimo pusobila na fotosynteticky aparat (Soltys-Kalina et al. 2016).

Modelové rostliny varianty SM tak nejspiSe byly plisobenim vodniho deficitu pfivedeny
do situace, kdy byly nuceny co nejefektivnéji hospodafit s omezenym mnozstvim vody
a omezily vyménu plynid skrze zavieni stomat. Uzavienim stomat se snizily hodnoty
transpirace, gs a rychlosti asimilace, ale udrZel se turgor, umoznujici rostlindm snadnéji ptijimat
vodu z okoli.

6.3 Relativni obsah vody

Relativni obsah vody v listech (RWC) je dilezitym indik4dtorem vodniho rezimu
v rostliné. Reflektuje pomér mezi zasobou vody v pletivech listu a rychlosti transpirace
(Lugojan a Ciulca 2011). Soltys-Kaliny a kol. (2016) provedli pokus na suchu odolnych
odrdach brambor, kdy sledovali vztah mezi RWC listl suchem suzovanych brambor a vynosu
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hliz po nasledné rehydrataci. Zaznamenali korelaci mezi RWC a budoucim vynosem, kdy vyssi
hodnoty RWC u stresovanych rostlin nasledné po rehydrataci pfinesly rychlejsi regeneraci
a vyssi vynosy.

Ahmad a spol (2021) zaznamenali u kukufice vystavené vodnimu stresu vyznamné
zvySeni RWC u rostlin oSetfenych melatoninem. N&§ pokus piinesl obdobné vysledky.
Stresovana varianta s aplikaci melatoninu SM vykazovala statisticky vyznamné vyssi hodnoty
RWC nez varianta S. Také po rehydrataci byly primérmé hodnoty RWC u varianty SM
vyznamné vy$s$i nez u S a absolutni primérné hodnoty bez zapocteni smérodatné odchylky

dosahovaly vyssich hodnot nez u zavlazované kontroly. Podobné vysledky naméfili také Eisa
a kol. (2023).

Star§i studie provedend Shamsim (2010), zkoumala RWC u né¢kolika suchem
stresovanych odrid pSenice seté. RWC vsch sledovanych odriid kleslo po dehydrataci na
hodnoty okolo 60 %, t¢émto hodnotdm odpovidal také vysledek varianty S. SM 1 v dob¢ nejvyssi
dehydratace vykazovala RWC piesahujici 70 %. Namcétfené vysledky odpovidaji situaci,
ve které modelové rostliny nejspiSe uzaviely sva stomata, ¢imz se dosahlo snizeni rychlosti
asimilace, ale také udrzeni vodniho potencialu rostlin. Diky udrzeni turgoru bylo pro rostliny
snazsi ziskat jinak relativné htte dostupnou vodu z okoli a udrzet si tak relativné nasycena
pletiva.

Vodou nasycena peltiva listu chrani fotosynteticky aparat ped poskozenim vysokymi
teplotami a napomahaji tak rychlejsi regeneraci rostliny po ukonceni piisobeni stresoru (Soltys-
Kalina et al. 2016).
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7 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo sledovat vliv vodniho deficitu a exogenni aplikace
melatoninu na rostliny pSenice seté v podminkach vodniho deficitu.

1.

V experimentu bylo dokazano, ze plsobeni vodniho deficitu negativné ovliviiuje
fyziologické procesy pSenice véetné vymény plynti a vodniho rezimu. Vliv aplikace
melatoninu na vyménu plynti nebyl prokazan, protoze namétené hodnoty stomatalni
vodivosti a transpirace se u varianty oSetfené melatoninem (SM) neliSily od varianty
bez aplikace melatoninu (S).

Exogenni aplikace melatoninu zvysila relativni obsah vody v listech pSenice vystavené
vodnimu deficitu. V experimentu méla oSetfena varianta vyznamné vyssi hodnoty RWC
nez varianta neoSetiena.

Exogenni aplikace melatoninu se negativné projevila na rychlosti fotosyntézy, kdy
osetfend varianta SM vykazovala v dob¢ nejvyssi dehydratace ptiblizné stejné hodnoty
jako stresovand varianta bez aplikace melatoninu S. Po rehydrataci byly u osetfené
varianty namétené vyznamné horS$i hodnoty rychlosti transpirace neZ u varianty S

i kontroly.

Aplikace melatoninu pozitivn€ ovlivnila vodni rezim modelovych rostlin. Byl naméfen
niz8§i vodni potencial v listech, nejspiSe zptusobeny akumulaci osmoticky aktivnich
latek-osmoprotektanti.

V pokusu se potvrdil pozitivni vliv aplikace exogenniho melatoninu na vodni rezim
rostliny a potencial jeho vyuZiti v biostimula¢nich ptipravcich.
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