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1. Uvod

VétSina rostlin jsou piisedlé organismy, tedy cely zivot setrvavaji na jednom
misté, a proto se nemohou proti stresoriim branit Gté¢kem jako zivocCichové. Aby byly
rostliny schopny celit riiznym stresortim, byly u nich vyvinuty dimysIné fyziologické,
molekularni a signalni mechanismy, které jim pomahaji v této zivotni strategii piezit.
Tyto mechanismy stale nejsou podrobn¢ objasnény a nad jejich implikacemi vzajemnych
interakci je doposud mnoho otaznik.

Odpovédi rostlin na stresové faktory se Casto méfi na jednotlivych bunkach,
pletivech ¢i oddé€lenych listech. Takové méfeni je zatizeno mnoha artefakty a neni jej
mozné aplikovat v zemédélstvi, protoze systém neni zkouman jako celek a reakce
intaktnich rostlin mtize byt a ¢asto je dosti odlisSna. Majorita takového vyzkumu vyuziva
destruktivnich metodik, kdy ziskand data jsou superpozici ur¢ité zkoumané stresové
reakce a stresovych reakci spojenych s méfici aparaturou ¢i invazivni piipravou
méfeného vzorku. Z tohoto diivodu v této praci aplikujeme nedestruktivni méfici
aparatury na celé rostliny in-vivo. Prestoze je takové méfeni technicky naro¢néjsi
a vyzaduje pfistrojové vybaveni a znalosti napfi¢ pfirodovédnymi obory, ziskanad data
nam dévaji nezkresleny pohled na stresovou reakci rostliny jako celku a jsou podstatné
blize k mozné aplikaci v zemédélské praxi.

V praci se zabyvame jen zlomkem studia signalnich cest u rostlin po vystaveni
lokalnimu stresu, tj. biofyzikalni odpovédi rostliny rajéete na popaleni. Detekujeme
zmény V generaci a Sifeni elektrickych signald, zmény ve vyméné plynu
a ve fotosyntetickych veli¢inach. Biofyzikalni méteni je doplnéno o detekci rostlinnych
stresovych hormonti (jasmonaty a ABA) v métenych listech. V neposledni fadé
studujeme efekt meta-topolinu a jeho nové nasyntetizovaného derivatu na vyse uvedené
stresové reakce. Nadstandardné se v praci zabyvame také technickymi parametry
pouzitych méficich aparatur a prezentujeme nov€ vyvinutou aplikaci pro ulehceni

zpracovavani rozsahlych datovych fad ziskanych z méfeni elektrickych signali.



2.  Prehled problematiky

2.1. Lokalni a systémova odezva rostlin a stres

Reakce rostliny na stres v misté poSkozeni se nazyva lokalni reakci/odezvou.
Obranné reakce je mozné detekovat i v mistech, kde rostlina nebyla poskozena,
atoinavelkou vzdalenost od mista poSkozeni. Takové obranné reakce se oznacuji
jako systémova odezva (Hlavackova 2009). Odezvy rostlin na poskozeni, a to lokalni
I systémové, jsou Casto funkéné propojeny. Lokalni odezva byva rychlejsi a spousti
pomalejsi systémovou odezvu.

V préaci byl zvolen abioticky stres, ktery je zpisoben nezivymi faktory prostredi,
konkrétné popalenim. Stres popalenim byl zvolen z divodu intenzivni obranné reakce
rostliny (napt. vyvolava vSechny typy elektrickych signaltr) a moznosti piesné lokalizovat
a definovat rozsah stresového pisobeni (opakovatelnost). Navic, ohen je vyznamnym
stresorem Vv pfirodnim prostiedi, ktery v nékterych ekosystémech ma i uzite¢nou
a nezastupitelnou funkci

Obecné mizeme signalni cesty rostlin délit podle jejich charakteristickych kritérii.
Pro nase ucely rozdélujeme signalni cesty na chemické (méfitelnou velic¢inou
je koncentrace chemickych molekul), na fyzikalni (viz kapitola 2.2) a na signaly,
které jsou tvotfené kombinaci jiz zminénych chemickych a fyzikalnich signalt

(Hlavackova 2009).

2.2. Fyzikalni signaly

Fyzikalnimi signaly u rostlin rozumime postupné Sifici se méfitelnou zménu
fyzikalni veli¢iny. U rostlin mizeme mluvit napt. o zméné v jeji elektrické aktivité
(tj. napéti na bunéénych membranach) nebo o tlakovych zménach (hydraulické signaly)
uvnitf rostliny.

Hydraulické signaly (dale jen HS) maji nezastupitelnou roli v rychlych
systémovych odezvach rostlin na abioticky stres, pfesto jsou doposud nedostatecné
probadané. Ptestoze Vv této praci HS nemétime povazujeme za duilezité zde uvést jejich
strutnou charakteristiku. HS tzce souvisi s elektrickymi signaly (Mancuso 1999),
kterym se vénujeme V nasledujicich kapitolach (viz kapitola 3). Termin ,hydraulicky
signal®“ je nejednoznaCny a je pouzivan pro popis jak zmén turgorového tlaku,
xylémového toku tak tlakovych vin v apoplastu, symplastu a cévnich svazcich (Nozkova

a kol. 2020, v rec. fiz.). Tyto signaly patii mezi dulezité regulacni mechanismy rostlin.
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Maji vliv na zmény fotosyntézy, transpiraci a produkci ABA (Sukhov a kol. 2019).
Predpoklada se, Ze hraji vyznamnou roli v komunikaci mezi podzemnimi a nadzemnimi

¢astmi rostlin. Dale je znamo, ze pomahaji regulovat otevienost rostlinnych priuducht

(Galle a kol. 2015).

2.3 Elektrické signaly

Je vSeobecné znamo, Ze na bunénych membranach v roztoku mizeme naméfit
malé hodnoty elektrického napéti (dale jen napéti). To je zplsobeno tim,
ze na jednotlivych strandch membrany jsou odlisné hodnoty elektrickych potencialt (dale
jen potencidlt), kdy rozdil potencild je definovany jako napéti' (Zahejsky 2002). V praci
obCas pouzivame termin ,,potencial®, ale pouze z divodu zachovani konzistentnosti
tohoto textu s literaturou. Pojem ,,elektricky signal® (dale jen ES) se u rostlin pouziva
pro popis jejich elektricke aktivity, ktera je spojena se zménou membranového potencialu
(Hlavackova 2009). Vystiznou definici ES ptinasi Sukhov a kol. (2019), kdy ES popisuji
jako ptrechodné zmény gradientu elektrického potencialu napii¢ plasmatickou
membranou.

Elektricka signalizace byla blize popsana jiz v 19. stoleti u masozravé rostliny
Dionaea muscipula L. Burdon-Sandersonem (1873), ktery zavieni jeji pasti pfisuzoval
Sifeni ak¢niho potencialu (dale jen AP) generovaného pii opakovaném podrazdéni
senzorickych chloupki hmyzem. Nésledovala 1éta vyzkumu doprovéazeného stifidavymi
utlumy a nevoli védecké komunity nad daveérohodnosti rostlinné elektrofyziologie.
Pocatky vyzkumu se zaméfovaly na tzv. senzitivni rostliny S viditelnou reakei
napi. Dionaea muscipula L. a Mimosa puddica L. kdy byla sledovana jejich elektricka
reakce napf. po ustiihnuti listkl, popaleni, pfilozeni kostky ledu na list, ¢i doteku
kovovych piredméti listu apod. (napt. Houwink 1935; Pickard 1973). az Wildon a kol.
(1992) definitivné prolomili pochybnosti oponentt rostlinné elektrofyziologie publikaci
v ¢asopise Nature. Byl prokazan totiz piimy vliv elektrickych signald na akumulaci
stresovych proteinti pin Vv rostlinach rajcete pii inhibici floémové translokace. Dnes
se studiu ES v rostlinach zabyva obor elektrofyziologie rostlin, ktery se v poslednich

letech zacal nazyvat i jako ,,elektromika rostlin“ (Loof 2016).

1V biologické literatute se velmi Casto setkavame s terminologicky chybnym oznadenim membranovy
potencial.



2.3.1 Generace a propagace elektrickych signali

Ptes bohatou historii studia t€chto signal neni doposud jejich piivod zcela ziejmy.
Existuje nékolik hypotéz vzniku ES. Stankovi¢ a kol. (1997) a Mancuso (1999)
ve své praci uvadi hypotézu, ze jeden z typt ES (varia¢ni potencial, dale jen VP)
je dasledkem HS. Diskutuji, Ze Sifeni HS xylémem po popaleni ma za nasledek mistni
zmény V aktivité mechano-senzitivnich kanalk podél jeho drahy, které zpusobi indukci
ES. Opiraji se o fakta, ze Sifeni VP nespliiuje podminku zakona ,,v§e nebo nic* a jeho
amplituda a rychlost klesa se vzdalenosti podobné jako u HS. Mancuso (1999) uvadi,
ze pred detekci VP bylo pozorovano rychlé nepatrné zuzeni stonku u Vitis vinifera L.
a poté jeho nepatrné rozsifeni, kdy tento tikaz interpretuje jako prochazejici hydraulickou
vinu. Pii pohledu na vysledky je tato interpretace ovsem diskutabilni, protoze se zda,
ze ke zménam praméru stonku (které jsou velmi malé) dochazi jiz se zménami ES.
Nozkova a kol. (2020, v rec. fiz.) detekovali bezkontaktné hydraulickou vinu u Nicotiana
tabacum L. pomoci optické aparatury vyuzivajici jev Fresnelovy difrakce vyvinuté
na Pif UPOL (vice o aparatuie v Nozkova a kol. 2018) a soucasné také elektrickou
aktivitu. Jejich vysledky prokazuji, Zze ES neni vyvolany HS, protoze ES ptedchazel
deformaci stonku, a to i pfes to, Ze detekéni systém HS byl umistén blize popalenému
mistu nez elektroda pro detekci ES.

Dalsi hypotézou vzniku ES je prostiednictvim chemického signalu (dale
jen CHS), ktery je pienaSeny Vv cévnich svazcich. CHS (konkrétn¢ ligandy)
jsou uvolnovany z poranéné oblasti a stimuluji iontové kanaly ¢i pumpy v membranach
okolnich bungk, to zpisobi zménu toku iontli pfes membranu a naslednou zménu
membranového potencialu (Malone 1996, Sambeek a Pickard 1976). Rychlost
floémového transportu se obvykle pohybuje v rozmezi 50 az 100 cm-h? (Canny 1975).
Koziolek a kol. (2003) a Lautner a kol. (2005) zaznamenali zménu elektrické aktivity
mnohem dfive, nez se mohl do mista teoreticky dostat CHS a indukovat ES.

Dalsi hypotéza 0 vzniku ES je kombinace vyse zminénych hypotéz, o niz uvazuje
ve své praci Malone (1993). Po zranéni rostliny dojde v daném misté¢ k uvolnéni
chemikalii (CHS), které jsou bazipetaln¢ a akropetalné transportovany xylémem pomoci
hydraulické viny (tzv. ,hydraulickd disperze®). Dale Vodeneev a kol. (2012) uvadi,

ze po poskozeni vznika chemicka substance (CHS), jejiz ptfenos je zprostiedkovan



pomoci turbulentni difiize v xylému?. Pienos latky pomoci turbulentni difize nevyzaduje
fyzické premistovani vody, neni ani nutné spojen se smérem proudu vody v xylému
a jeji rychlost se zvysuje po poskozeni.

Z vyse uvedenych fakti vyplyva, ze v generaci i transportu elektrickych signala
hraji nezastupitelnou roli cévni svazky. Zminéné hypotézy vzniku ES obvykle souvisely
s tokem latek v xylému, (Hlavackova 2009, Koziolek a kol. 2003, Malone 1993, Malone
1996, Mancuso 1999, Sambeek a Pickard 1976, Stankovi¢ a kol. 1997, Vodeneev a Kol.
2018) jez se sklada z mrtvych bunék a rozvadi po rostliné vodu a mineralni latky. ES
se vSak mohou S$ifit i druhym typem vodivého pletiva, floémem (Gallé a kol. 2015,
Fromm a kol. 2013, Hedrich a kol. 2016, Lautner a kol. 2005, Nozkova a kol. 2020
V rec. tiz.), ktery se na rozdil od xylému sklada z zivych bunék a vSesmérné rozvadi
po rostliné produkty fotosyntézy. Poslednim moZnym zpisobem Sifeni ES je pfes
plazmodesmata (Gallé a kol. 2015). Tento zpisob Sifeni je mozny pouze na kratké
vzdalenosti, kdy $ifeni ES pies plazmodesmata bylo popsano u rostlinnych druhti jako

napi. Mimosa pudica L, a Zea Mays L. (Fromm a Lautner 2006).

2.3.2 Klasifikace elektrickych signali

Moznosti klasifikace ES je mnoho, toto odvétvi se neustdle dynamicky vyviji
a védci prichdzeji s novymi typy signalii. V této praci predstavime pouze zékladni typy

ES, které souvisi s nasimi vysledky nebo je povazujeme za dilezité.

AKéni potencial (AP)

AP je charakterizovan jako kratkodobd nerovnovaha (detekce piku)
vV membranovém napéti (trvajici od jednotek po desitky sekund), ktery se fidi zakonem
,»Vvse nebo nic*. To znamena, ze pokud hodnota klidového membranového napéti klesne
pod urCitou hrani¢ni hodnotu, dojde ke generaci AP s maximalni amplitudou.
Je popisovan jako samostatné ,elektrogenné” se Sifici ES s konstantni rychlosti
(nejéastéji 0,1-10 cm-st) a amplitudou. Jeho $ifeni je méfeno zejména v Zivych buiikach
floému a vznika obvykle po aplikaci méné invazivnich podnéti, napi. elektricka
stimulace, zmény osvétleni, tepelny Sok, dotek apod. (Hedrich a kol. 2016, Hlavackova
2009, Suhkov a kol. 2019, Toledo a kol. 2019, Vodeneev a kol. 2012).

2 Toto oznadeni je z dlivodu, Ze turbulentni slozka pro cévy tvoti majoritni piispévek diftze, zatimco
molekularni slozka minoritni.



Skladd seze dvou fazi, a to rychlé depolarizace zptisobené vtokem Ca?
do cytoplasmy, ktery iniciuje vytok CI~ z bufiky. Depolarizace zpiisobi vytok K* a ¢asto
nastava Gasteéna hyperpolarizace, Ca?* iniciuji piitok CI~ z vakuoly do cytoplasmy
(repolarizace). Poté jsou Ca®* pomoci pump piesunuty do apoplastu a tim je obnovené

klidové napéti na membrané. Schéma generace AP je uvedeno na obrazku ¢. 1.
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Obr. 1: Schéma generace AP ve vaskularnich svazcich vys$ich rostlin. En, elektrické napéti na membrang;
A, anion CI; [Ca?*]eyt a [Ca?*]ap, koncentrace Ca?* v cytoplasmé a apoplastu; [Cl eyt @ [Cl]ap, koncentrace
Cl-v cytoplasmé a apoplastu; [K*]ey: @ [K*]ap, koncentrace K* v cytoplasmé a apoplastu; pHey: @ pHap, pH
Vv cytoplasmé a apoplastu. Pfevzato ze Sukhov a kol. (2019).

Variacni potencial (VP)

VP se na rozdil od AP netidi zdkonem ,,vSe nebo nic* a jeho puvod je stale
predmétem vyzkumu (fyzikalni, chemicky ¢i kombinace viz kap. 3.2). Ma dlouhou dobu
trvani (minuty, desitky minut a vice), nesifi se s konstantni amplitudou, ktera klesa
se vzdalenosti od poranéného mista. Tvar VP je zcela odlisny od AP (viz obrazek 2).
Vznika po silnych invazivnich podnétech biotického (napf. pozer listu bylozravcem)
I abiotického puvodu (popaleni, mechanické poranéni, pisobeni vysoké teploty atd.).
Rychlost $iteni se udava mezi 0,02 cm-s™ az 2 cm-s™, je pomalejsi nez AP a rychlost kles4
ve vzdalenosti od mista poranéni. VP jsou pfitomné pouze u vyssich rostlin, §iti se | podél
mrtvych pletiv xylému (Hlavackova a kol. 2006, Mancuso 1999, Sukhov a kol. 2019,
Vodeneev a kol. 2012).

Depolarizace VP je zpusobena stejnym mechanismem jako u AP. Repolarizace
je oproti AP pomald a pravdépodobné odrazi ptechodnou inaktivaci H* pump
na membran¢ bunky (Hlavackova 2009, Vodeneev a kol. 2015).



2 min Ix S '\\
25 mv N

a b

Obr. 2: Elektrické signaly Vv sazenici dyné vyvolané riznymi podméty. (a) znazoriiuje pribéh akéniho
potencialu (AP) indukovaného ledovou vodou, (b) znaéi priibéh variaéniho potencialu (VP) indukovaného

popalenim listku. Pfevzato z Vodeneev a kol. 2015.

Lokalni a systémovy potencial

Lokalni signal je generovany pii stimulech jako zmény teploty, vodniho stavu,
vlhkosti, zateni, koncentrace zivin, fytohormont a pii patogenni infekci (Sukhova a kol.
2017). Amplituda lokalniho potencialu je zavisla od intenzity a trvani stimulu (neplati
zakon ,,v8e nebo nic®), signal je pravdépodobné generovan piechodnou inaktivaci
H* — ATPazy, zatim je ale velmi malo probadan (Toledo a kol. 2019).

Systémovy potencial je poslednim elektrickym signalem v rostlinach,
ktery zde zminime. Jedna se o $ifici se hyperpolarizaci na membrang, kdy mnoho stresort
mohou indukovat jak systémovy potencial, tak i AP/VP (Zimmermann a kol. 2009).
Systémovy potencial se ale §iti i do mist, kde AP ¢i VP neproniknou. Je pravdépodobné,
ze systtmovy potencial je indukovan variatnim potencidlem, ktery vznika
po destruktivnich stimulech. Sifeni a samotny vznik systémového potencidlu zavisi
na misté psobeni stimulu (Sukhov a kol. 2019). Tento signal neni generovan s konstantni

amplitudou, tedy neplati zakon ,,v§e nebo nic*.

2.3.3 Méreni elektrickych signala

Meteni elektrickych signalti je zalozeno na diferencnim modu. Na rostlinu
se umist'uji elektrody a referencni elektroda. Referen¢ni elektroda predstavuje napéti,
vaci kterému se méti (nulové napéti, zem). Signaly jsou velmi malé a ruseni zptisobené
elektromagnetickym polem miZe byt pro méfeni fatdlni, proto se tyto signaly méfi
ve Faradayové kleci. Faradayova klec slouZzi pro odstinéni zafeni, které ma vyrazné vyssi
vinovou délku, nez je velikost otvoru klece.

Existuje nékolik pfistupi méfeni ES. Prvnim pfistupem je méfeni na povrchu

rostliny pomoci povrchovych neinvazivnich, kdy toto méfeni je zalozeno na detekci sumy
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celkové bioelektrické aktivity velké skupiny bunék. (Ilik a kol. 2010). OvSem signal
detekovany na povrchu rostliny nemusi byt totozny (napf. velikosti amplitudy
¢i polaritou) se signalem uvniti rostlinnych pletiv a bunék. Vyhodou ovSem zlstava,
ze takové meéteni je neinvazivni. Pro detekci elektrickych signalt piimo Vv bunikach lze
pouzit invazivnich mikroelektrod (napi. Grams a kol. 2007, Kaiser a kol. 2006, Koziolek
a kol. 2004, Lautner a kol. 2005). Nejsofistikovangjsi metodou je meéfeni piimo
ve floémovych bunikach pomoci styletu (sosaku) msic. Po piisati je mikroelektroda
napojena na laserem odfiznuty stylet msSice (Lautner a kol. 2005). Vyhodou tohoto
pristupu je detekce realnych napéti na buinkach floému, nevyhodou, ze mize dojit
k ovlivnéni v misté vpichu sosaku. Dalsi zajimavou realizaci méfeni je prace Hedricha
a kol. (2016), kde také vyuzili msici, ktera se sosakem napichla do floému, elektrodu v§ak

umistili na abdomen (zadecek) msSice.

2.3.4 Elektrické signaly, zmény ve fotosyntetickych veli¢inach a
vyméné plynt po lokalnim poskozeni

Po wvystaveni rostliny stresovému faktoru se ES podili na regulaci
I tak vyznamného procesu jako je fotosyntéza. Jednotlivé typy signali mohou ovlivnit
fotosyntézu jinak, napt. u rostliny Zea mays L. VP indukoval snizeni A zatimco AP
nikoliv (Fromm a kol. 2013). Vodeneev a kol. (2018) pfisli s myslenkou, ze ovlivnéni
fotosyntézy u sazenic Pisum sativum L. je zavislé nejen na typu ES, ale i na parametrech
signalu, které souvisi s pouzitym stimulem. U popaleni a tepelného stresu zaznamenali
progresivnéjsi signal VP, ktery se $ifil na vétsi vzdalenosti nez VP indukovany
mechanickym poskozenim. S tim by mohl souviset i fakt, kdy VP, ktery byl indukovany
popalenim ale v jeho draze byla ¢ast rostliny Populus trichocarpa L. chlazena vodou
0 teploté 4 °C (nejspise doslo k poklesu amplitudy VP) fotosyntézu neovlivnil (Lautner
a kol. 2005). Grams a kol. (2007) ochlazovali ¢ast rostliny Zea mays L. ve sméru Sifeni
VP, kdy opét nedoslo k inhibici fotosyntézy. Jak uvadi Vodeneev a kol. (2018), amplituda
VP nejspise u téchto dvou zminénych praci poklesla na troven, kdy uz neni schopna
vyvolat fotosyntetickou reakci.

Stres popélenim vétSinou indukuje elektricky signal, ktery je slozeny z vice

klasifikovanych typt ES (Stankovi¢ a kol. 1998)3. V mnoha pracich je uvedeno, ze VP

3 Pfesto ho vétSina autori chybné pojmenovava jako VP, budeme se proto drzet zavedené terminologie,
abychom opé&t zachovali konzistentnost s literaturou.
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indukovany popalenim ¢i tepelnym stresem ovlivnil fotosyntetické veli¢iny Vv listech,
kde k stresu nedoslo. Poté, co byl ES detekovan v méfeném listu, byl za n¢kolik sekund
az minut pozorovan piechodny pokles méfenych veli¢in: napf. asimilace CO. (4),
intercelularni koncentrace CO> (C;), maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII
(Fy/Fum), astomatalni vodivosti (g;) (Fromm a Lautner 2007, Kaiser a kol. 2006,
Koziolek a kol. 2004, Lautner a kol. 2005, Sukhov a kol. 2012). Velmi zajimavé vysledky
pro stomatalni vodivost jsou uvedené Vv pracich Kaiser a kol. (2006) a Koziolek a kol.
(2004). U zafixovanych listd (bylo znemoznéné jejich sklopeni) rostliny Mimosa
pudica L. se kratce po popaleni stomatalni vodivost zvysila na n¢kolik sekund, nasledné
byl zaznamenan prudky pokles hodnot. Koziolek a kol. (2004) uvadi, Ze ES se do mista
detekce g, dostal pol15spo popaleni a prvni zmény g, byly detekovany
40 s po popaleni. Kaiser a kol. (2006) uvadi, ze po popaleni se ES do mista méfeni g,
dostal pfiblizn¢ za 60 s, kdy 100 s po popaleni byly detekovany zmény g,. Tento jev
diskutuji tak, ze okamzité otevieni pruduchi je zpisobeno hydropasivné (v dusledku
ztraty turgoru okolnich epidermalnich buné€k) a poté ES nejspiSe indukuje jejich zavirani.
Dale uvadi, Ze pokles je ¢asové opozdén, protoze pruduchy nereaguji na depolarizaci
membranového potencialu epidermalnich bunék ale na signal Sifici se skrz

plasmodesmata (takovy signal se $ifi pomaleji).

2.4 Chemické signalni molekuly

Jak jiz bylo v pfedchozim textu uvedeno, ES mize byt stimulovan i chemicky,
proto povazujeme za dulezité alesponl letmo zminit tyto Vv soucasnosti diskutované
signalni molekuly. Mezi prvnimi zminime reaktivni formy kysliku (dale jen ROS),
které vznikaji napft. pii tepelném stresu a stresu vyvolaném vysokou ozatenosti (Gilroy
akol. 2016). VIna ROS je siii pomémé rychle, miize dosahovat az rychlosti 0,14 cm-s*
(Miller a kol. 2009). Siteni ROS je zprostiedkovano pomoci oxidaéniho vzplanuti
(,,burst®), které indukuje oxiddza homolog G, ta je aktivovdna Vv bunikach pomoci ES
(Gilroy a kol. 2016). Je ale zajimavé i ptekvapujici, ze ROS, které jsou aktivovany
teplotnim stresem, mohou dale indukovat ES. Prochazejici vlna ROS aktivuje
glutamatové receptory nebo jiné iontové kanalky, které indukuji vznik ES. Dalsi
vyznamnou signalni molekulou je Ca%*, jeZ je zapojena v sirokém spektru fyziologickych
odpovédi na bioticky a abioticky stres, zména membranového potencialu aktivuje Ca?*

kanaly a dochézi tak k $ifeni Ca?* signalu. (Nozkova a kol. 2020, v rec. fiz.). Mezi dalsi



velmi diskutované molekuly v poslednich letech patii glutamat (viz Toyota a kol. 2018)
a systemin (viz Zhang a kol. 2020)

2.4.1 Rostlinné stresové hormony

Dalsi velka skupina moznych signalnich molekul jsou rostlinné stresové hormony,
napf. kyselina abscisova a jasmonova. Kyselina abscisova (ABA) je dileZitou signalni
molekulou zejména pfi abiotickém stresu suchem. Pusobi jak v misté stresu,
tak i systémové (Hlavackova 2009). Tato kyselina dokaze piimo regulovat stomatalni
vodivost (Acharya a kol. 2009), s ¢imz souvisi i regulace transpirace, asimilace CO;
a intercelularni koncentrace CO2. Mezi obsahem ABA a parametry vymény plynt
byla zjisténa negativni korelace na systémovém listu po lokalnim popaleni (Hlavinka
a kol. 2012). Navic koncentrace ABA se méni v zavislosti na uplynulou dobu od puisobeni
stresu. V praci Hlavackové a kol. (2006) méfili koncentraci ABA v systémové odpoveédi
na popaleni listu Nicotiana tabacum L., kdy nejvyssi koncentraci zaznamenali 15 minut
po popaleni (jiného listu) a poté koncentrace klesla, v 60 minutach po popaleni se témér
rovnala koncentraci, kterd byla detekovana pted popalenim.

Kyselina jasmonova (JA) je dalsi velmi dilezitou signalni molekulou, ktera hraje
roli v odpovédi na bioticky a abioticky stres. Je jednou z nejvyznamnéjsich signalnich
molekul v odpovédi rostliny na lokalni poskozeni (Howe 2010). Prekurzory této kyseliny
se oznacuji Cis-OPDA a aktivni formy JA-lle Tato kyselina dokaze v rostlinach regulovat
genovou expresi a obranné reakce na bioticky i abioticky stres. Kyselina jasmonova ma
spojitost s ES, prace Farmer a kol. (2020) a Mousavi a kol. (2013) uvadi n€kolik dtikazt
o tom, ze VP indukuje syntézu JA. Ukdazalo se, ze JA md pouze castecny vliv na
stomatalni vodivost, protoze pusobi spole¢né¢ s ABA (Herde akol. 1997). V praci
Hlavinka a kol. (2012) zméfili po popaleni zna¢ny narist obsahu JA (detekovano
85 minut po popaleni) V popaleném listku u vSech méfenych variant Lycopersicon
esculentum L. (lokalni reakce) i v nestresovanych listcich (systémova rekace).
Koncentrace akumulované JA je stabilnéjsi po delsi ¢asovy usek nez ABA, Nozkova
a kol. (2006) demostrovali, ze koncentrace JA v systémovém listu Nicotiana tabacum L.
po popaleni jiného listu zacala prudce stoupat od 8. do 30. minuty po popaleni,

koncentrace ale vzrustala az do konce méfeni (tj. 60 min. od popaleni).
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2.5 Cytokininy
2.5.1 Zakladni klasifikace a piisobeni cytokininii pri stresovych

reakcich

Tyto rostlinné hormony netadime primarné mezi hormony stresové, presto zna¢né
rostliny ovliviiuji a to tim, ze reguluji jejich rust a vyvoj, ovliviuji diferenciaci a déleni
bunék, maji anti-senescenéni G¢inek a vliv na fotosyntézu (Spundova 2019).
O cytokinech (dale jen CK) je také znamo, Ze maji vliv na rostliny pii ptisobeni riznych
abiotickych strest (Cortleven a kol. 2014). Z toho duvodu se domnivame, Ze CK jsou
zahrnuty i v signalnich cestach po aplikaci abiotického stresu. Doposud tato souvislost
nebyla publikovéna. V bakalafské praci jsme se pokusili o pilotni experiment v této
oblasti v¢etné bonusového otestovani vlivu jednoho z nové nasyntetizovanych derivati
CK.

Prirozené¢ vyskytujici se CK jsou derivaty adeninu, které v zavislosti
na konfiguraci postranniho fetézce na N® pozici jsou rozdéleny do dvou skupin:
izoprenoidni a aromatické. CK oznacované izoprenoidni (napf. zeatin, hydrozeatin) maji
toto oznadeni, protoze nesou na N® pozici izoprenoidni postranni fetézec s jednoduchou
¢i dvojnou vazbou. Aromatické CK (napf. orto-, meta-, para- topolin) maji na N® pozici
aromatickou benzylovou ¢i hydroxybenzylovou skupinu. Chemické vzorce CK bazi,
se kterymi se v této praci setkame, jsou uvedené na obrazku 3 (Dolezal a Strnad 2017,
Janec¢kova 2018, épundové 2019).

Y
e
L > o
N “OH
H OH
mT 30HBAPA

Obr. 3: Chemické vzorce CK baze a jeho nové nasyntetizovaného derivatu. Z leva: mT — meta-topolin
(aromaticky CK), 30HBAPA — 6-(3-hydroxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurin (aromaticky CK,
derivat mT). Pievzato z Dolezal, Strnad (2017) (mT) a Kucerova (2020, v rec. fiz.) (30HBAPA).

CK pouzity v této praci, meta-topolin — 6-(3-hydroxybenzylamino)purin patii
mezi piirozené se vyskytujici aromatické CK (viz obrazek 3). Poprvé byl izolovan z listd
topolu, podle kterych je pojmenovan (Strnad a kol., 1997). Jeho zastoupeni v rostlinach
je hojné, vyskytuje se od nejprimitivnéjSich tas po vyssi rostliny a ma zde fadu

fyziologickych ucinki vCetné ochrannych.
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Byt nebyla dosud studovana souvislost cytokininii se zménou membranového
napéti, jejich ochranna funkce pro fotosynteticky aparat rostlin pii aplikaci stresu
je nasnadé. Velmi dilezita u CK je ochranna funkce pro PSII pfi vysokém ozafeni,
napi. u Arabidopsis thaliana L. se snizenym mnozstvim CK byla zvySena fotoinhibice
PSII (pokles Fy/Fy) z divodu poskozeni proteinu D1 v PSII (Cortleven a kol. 2014).
Aplikace 0,2 uM mT do péstebniho média 4. tydennich in vitro sazenic jabloni zvysila
hodnoty intercelularni koncentrace CO> V listech sazenic jablon¢ Royal Gala oproti
sazenicim jablon¢ Freedom (Dobranszky 2014). Také uvadi, ze aplikace 0,6 1 0,2 uM mT
zpusobila nizké hodnoty stomatalni vodivosti u obou druhti sazenic (pro koncetraci
0,6 utM mT uvadi hodnoty 0.0704 a 0.0711 mol H.0 m2-s1). Zavér jejich prace
poukazal, ze ovlivnéni sazenic zalezelo jak na koncentraci CK, tak na typu sazenice
(Royal Gala, Freedom). Rosa a kol. (2018) uvadi nepfimou iméru mezi koncentraci BAP
(aplikovaného do kofenového media) a funkénosti stomat (snimkova metoda) u rostlin
Aechmea blanchetiana L. Ke stejnému zavéru také u rostlin Aechmea blanchetiana L.
dosli i Martins a kol. (2018). Déle uvadi, ze BAP negativné ptisobi na obsah chlorofylu,
120 dnti po aplikaci BAP byla naméfena nepfima umeérnost mezi obsahem chlorofyla
a koncentraci BAP. Zajimava je 1 interakce mezi CK a patogenezi u odebranych list
Lactuca sativa L., které byly napadeny patogenni infekci Bremia lactucae Regel a byly
poloZeny adaxialni stranou na filtracni papir namofeny v roztocich CK mT a BAP.
U zdravych lista aplikace CK (mT, BAP) zpusobila pokles Fy /Fy, zatimco u napadenych
listh CK zpomalil rozvoj patogenu a obnovil funk¢nost fotosyntetického aparatu
odrazejici se v nartstu Fy/Fy do podobnych hodnot jako u zdravych listi (Prokopova
a kol. 2010). Ptestoze se obecné uvadi, ze CK maji pozitivni u¢inky na vyménu plynti
a fotosyntézu z tohoto odstavce ovSem plyne nasledujici zavér. Ne vSechny CK maji
pozitivni G€inek u jednotlivych druhti rostlin, tedy pfestoZze u jednoho rostlinného druhu
dany CK mél pozitivni G¢inek tak u jiného rostlinného druhu jej mit nemusi a mize mit
I negativni dopad u tohoto druhu. Také u miry dopadu ovlivnéni rostlin je velmi dilezita
koncentrace daného CK.

Pti vystaveni rostliny vysokeé teploté dochéazi k poSkozeni bunéénych komponent
(ROS) a denaturaci proteini. CK zvySuji odolnost proti tepelnému stresu, dikazy
nasveédcuji itomu, Ze se CK podileji na adaptacnich mechanismech tepelného stresu
(Cortleven akol. 2018). Zajimavé poznatky uvedli ve své praci Liu a kol. (2002),
exogenni aplikace zeatin ribosidu do kofenového média Agrostis palustris L. vedla

ke zvysené koncentraci endogenniho CK. Koncentrace 0,1 a 10 uM zeatin ribosidu
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aplikovaného do kofenového média, vedla Kk nejefektivnéj$imu anitisenescenénimu

........

2.5.2 Derivaty cytokininu

Krom¢ piirozené¢ se vyskytujicich CK existuje velké mnozstvi uméle
pfipravenych (nasyntetizovanych) derivati CK, které maji Casto odlisSny mechanismus
pusobeni oproti CK. U derivati CK je snahou nasyntetizovat takovou strukturu,
ktera zajisti zachovani ochranné funkce a anti-senescen¢niho u¢inku CK a soucasné bude
maximalné potlacen negativni vliv aplikace na rostlinu. V této praci pouzivame jeden
z nové nasyntetizovanych derivati Oddélenim chemické biologie a genetiky (CRH, PiF
UPOL). Jedna se o arabinosid aromatického CK meta-topolinu — mT o strukturnim vzorci
6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurin (3OHBAPA, viz obrazek 3).
Ackoliv je zatim znamo velmi mélo o moZné signalni a ochranné funkci CK arabinosidli
pii stresu rostlin, pilotni studie jiz byly provedeny v souvislosti s rostlinnou senescenci.
Oddg¢lené listy Arabidopsis thaliana L., které byly 6 dnti ponofeny adaxialni stranou listt
v roztoku arabinosidu 6-(3-methoxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurinu (dale
jen 3MeOBAPA) (10 uM + 0.1% DMSO) mély vyssi hodnotu maximalniho kvantového
vytézku fotochemie PSII (Fy/Fy) nez listy v ponofené roztoku s 30OHBAPA
(10 uM + 0.1% DMSO) a nebo v roztoku s BAP (10 uM + 0.1% DMSO). Zatimco listy
Triticum aestivum L., které byly ponofeny adaxialni stranou Vv roztoku s 3S0HBAPA
(1 uM + 0,1% DMSO; 10 uM + 0,1% DMSO) mély vyssi hodnotu Fy /Fy oproti listim
ponofenych v roztoku s 3MeOBAPA (1 uM +0,1% DMSO; 10 uM + 0,1% DMSO)
aBAP (1 uM + 0,1% DMSQO; 10 uM + 0,1% DMSO). V listech Triticum aestivum L.
v roztoku 30HBAPA (10 uM + 0,1% DMSO) byl naméfen vyssi obsah chlorofylu
nez U listd v roztoku s 3MeOBAPA (10 uM + 0,1% DMSO) a BAP (10 uM + 0,1%
DMSO). Také produkce etylenu (stimuluje senescenci) byla niz§i u listd Triticum
aestivum L. i Arabidopsis thaliana L. ponotenych v roztoku s SOHBAPA (10 uM + 0,1%
DMSO) oproti roztoku s 3MeOBAPA (10 uM + 0,1% DMSO) a BAP (10 uM + 0,1%
DMSO) (Bryksova a kol. 2020, Kucerova a kol. 2020 v rec. tiz.).

Uvedené anti-senescencni a ochranné funkce arabinosidii si zaslouzi vétsi
studium mechanismu a jejich piisobeni v podminkach in-vivo a na kulturné vyznamnych

plodinéach, aby mohl byt zuroc¢en jejich mozny potencial aplikace do zeméd¢€lské praxe.
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3.

Cile prace

Vypracovani reSerSe o (1) elektrickych a souvisejicich chemickych signalnich
cestach v rostlindch po vystaveni abiotickému stresu a (2) stru¢na charakteristika
cytokinint, jejich derivatl a piisobeni pfi abiotickém stresu.

Zvladnuti metod méfeni (1) povrchovych elektrickych signald, (2)
gazometrickych parametri na intaktnich listech rostliny rajcete. (3) Odbér listt
rajcete pro stanoveni endogenni koncentrace stresovych hormonti.

Zvladnuti vlastniho experimentu: Soucasné neinvazivni méteni elektrickych,
gazometrickych 1 fluorescen¢nich parametri na intaktnim listku rostliny rajcete
po popaleni listku vedlejsiho.

Naméfena a ziskana data vyhodnotit v programu Origin a statisticky zpracovat.
Interpretace vysledkd v souvislosti s literaturou. Elektrické, gazometrické a
chemické parametry zmétené po lokdlnim popaleni a po aplikaci riznych zélivek

konfrontovat mezi sebou a diskutovat s dostupnou literaturou.
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4.  Material a Metody

4.1 Rostlinny material

M¢éfeni bylo provedeno na biologickém materialu rostliny rajéete Lycopersicon
esculentum L. cv. Moneymaker. Rostliny rajcete byly po celou dobu rdstu umistény
ve fytokomote AR-100L3 (Percival Scientific, Perry, lowa, USA) v definovanych
podminkach: 21 °C, RH 60%, 16 h svétlo (100 umol fotonti m?s* PAR)/ 8 h tma.
Rostliny rajcete byly péstovany ze semen v kompostové padé po dobu 7 tydnd.
Vysadbovy substrat byl sterilizovan pii teploté 75 °C po dobu 40 minut.
Po zchlazeni substratu bylo v kvétina¢i zasazeno 50 semen. Mezi 2. a 3. tydnem byly
rostliny rozsazeny do samostatnych kvétinacl, které byly piedtim is vysadbovych
substratem sterilizovany (75 °C, 40 minut) a zchlazeny. Pro rozsazeni byly vybrany
sazenice s podobnym vzristem. Rostliny rajéete byly 1x tydne hnojeny (hnojivem
Kristalon Start) a zalévany 2X tydné. Pro méfeni byly vybrany zdravé rostliny rajcat

s podobnym vzrustem (obrazek 4).

Obr. 4: Reprezentativni rostlina rajéete (7 tydnll) vybrana pro méieni experimentu. Vzrist nadzemni ¢asti

rostlin se pohyboval okolo 15 cm.
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4.2 Pouzité chemikalie a pomiicky

Tab. 1: Chemikalie potfebné pro experiment

néz.ev . zkra}tka. koncentrace
chemikalie chemikélie
dimethylsulfoxid DMSO 0,1%
meta-topolin mT 10 uM
meta-topolipovy 30HBAPA 10 uM
arabinosid

ethanol - 96 %
natronové vapno - 100 %
siran vapenaty - 100 %

Pro experiment byly potiebné chemikalie uvedené v tabulce 1. Mezi dalSimi
pouzitymi pomuckami byly laboratorni stojan s pfisluSenstvim, pravitko, zapalovac,
pipeta, $picky, kuchynské $pejle, injekéni stiikacka, alobal, izolepa, PVC trubka, stopky,
2 sklenéné miizky a otocné mechanické laboratorni klouby vyptjcené z optické

laboratote (SLO, PiF UPOL).

4.3 Pouzité pristroje
4.3.1 Gazometricky systém LI — 6400

Pro méteni fotosyntetickych parametri a vymény plynt byl pouzity pfistroj
LI - 6400 (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebrasca, U.S.A.) s externi tlakovou lahvi
CO,, listovou komurkou s fluorometrem LCF a chemikaliemi ve vysousecich:
CaO/NaOH* a CaSO.°, Vysousece slouzi k regulaci koncentrace CO; a vlhkosti vzduchu
vV méfici komirce.

Pted zapnutim pfistroje byly kazdé rano vyménény chemikalie ve vysouse€ich
za nové. Po vymeéné a zapnuti byl piistroj zkalibrovan. K napéjeni LI — 6400 byly pouzity
originalni baterie (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebrasca, U.S.A.) a autobaterie (Shorai
Inc., California, U.S.A.) z divodu eliminace Sumu pfi napajeni ze sité. Napajeni piistroje
LI - 6400 pomoci baterii a autobaterie je problematické v tom, ze pfistroj ma velky
piikon a béhem méfeni mize dojit k poklesu napéti pod kritickou hodnotu, v tomto
moment¢ je potieba baterii/autobaterii vyménit. Po ptipojeni dochazelo ke kratkodobému

narlstu tzv. Spickového proudu, ktery zpusobil (0,5-1 minuty) rapidni umély nartst

4 Chemikalie slouzi k zachyceni CO, ze vzduchu.
% Chemikalie slouzi k zachyceni vlhkosti ze vzduchu
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amplitudy dat, nazorn¢ pozorovatelné napiiklad u g, ptiloha B. Tyto hodnoty byly
klasifikovany jako hrubé chyby méfidla, a byly ze souboru dat vylouceny.

V méfici komuirce byly nastaveny nasledujici hodnoty parametri: koncentrace
CO2 400 pmol-mol?, teplota 21 °C, relativni vlhkost 60 %, Stomatalni koeficient O,
intenzita svétla 350 pmol m2-st, rychlost toku vzduchu 250 mol-s. Nastaveni
parametrtt svétel pro fluorescenéni méfeni vzorku adaptovaného na svétlo bylo
nasledujici: méfici svétlo — Intenzita 5, Frekvence 20 kHz, Filtr 1, Zesileni 10; satura¢ni
pulz — Typ Obdélnikovy, Doba 0.8 s, Intenzita 8, Frekvence 20 kHz, Filtr 50, Tmavy
pulz — Trvani 6 s, Intenzita 8, Frekvence 0.25 kHz, Filtr 1 Hz.

Pied vlastnim méfenim byl list vloZzen do gazometrické komirky (dale jen GK)
a byl stabilizovan na podminky v komirce, dokud métené hodnoty nedosahly ustaleného
stavu. Poté bylo spusténo vlastni méfeni, které trvalo 65 minut a interval vzorkovani byl
20 s. Byly méteny hodnoty rychlosti asimilace COz (A), stomatalni vodivosti pro vodni
paru (gs), intercelularni koncentrace CO> (C;), rychlosti transpirace (E) a maximalni
kvantovy vytézek fotochemie PSII pro vzorek adaptovany na svétlo (Fy'/Fy ).

Soucasti méfici hlavy jsou ventilatory slouzici pro jeji chlazeni. Vzduch, ktery
z téchto ventilatorti proudil uhasinal plamen (stresor), z toho divodu byla métici hlava
doplnéna 0 ru¢né vyrobené odvody vzduchu z PVC trubky, alobalu a izolepy, aby byl

proud vzduchu odklonén a odveden mimo plamen (znazornéno na obrazku 5).

alobalovy odvod

PVC odvod

Sit’ Faradayovy klece

Obr. 5: Méfici hlava piistroje LI - 6400 s odvodovym systémem proudu vzduchu z ventilatora (PVC

trubka, drazky z alobalu a izolepy) umisténa ve Faradayové kleci na polystyrenové podlozce.

4.3.2 Aparatura pro detekci elektrickych signala
Pro méfeni elektrickych signalii byla pouzita ¢tyfkandlova aparatura pro detekcei
elektrickych signaltt vyrobena v laboratofi Biofyziky (Ilik et al. 2010). Povrchové
elektrody Ag/AgCl (Scanlab Systems, Prague, Czech Republic) byly vodivé spojeny
s adaxialni stranou listu pomoci EKG gelu (HELLADA, Prague, Czech Republic)
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areferen¢ni elektroda byla umisténa v podmisce kvétina¢e naplnéné vodou do 1 cm
vysky. Po pfipojeni méficich elektrod na list a ustaleni signalu (cca 15 minut), bylo

spusténo vlastni méfeni, které trvalo 70 minut s intervalem vzorkovani 30 ms.

4.4 Priprava rostlin rajéete k méreni a proces paleni

Den pied vlastnim méfenim bylo vybrano 5 stejné starych (7 tydni) rostlin rajcete
s podobnym vzrustem, Vitalitou a stavbou listi. Rajéata byla roztfidéna do nekolika
skupin podle zalivky (50 ml) s riznymi chemickymi latkami, tj.: voda (z vodovodniho
fadu) DMSO (0,1%), mT (10 uM + 0.1% DMSO) a 3OHBAPA (10 uM + 0.1% DMSO).
Po zaliti odpovidajicim roztokem podle oznaceni byly rostliny rajcete vraceny
do fytokomory.

Nasledujici den byla vybrana jedna z pripravenych rostlin rajcat. V laboratofi byl
kvétina¢ s méfenou rostlinou rajéete polozen do podmisky svodou (vodni sloupec
ptiblizné 1 cm) umisténou ve Faradayové kleci. Do podmisky byla nasledné ponotena
referen¢ni elektroda, aby bylo zajisténo vodivé spojeni s kofeny. Nejmladsi dospély list
(prvni od shora) byl neinvazivné umistén do gazometrické komarky s jiz nastavenymi
parametry. Gazometricka komirka byla vzdy umisténa na druhy listek vpravo
od vrcholového listku rostliny rajéete podle obrazku 6. Piestoze vétSina podminek
(T, Ry) v listové komurce byla navolena stejné jako ve fytokomote, list vlozeny do GK
byl stabilizovan na podminky v komiirce po dobu cca 15 min. Po vloZeni daného listku

do méfici GK byla na protistojny listek umisténa méfici elektroda E1.

listek s elektrodou E1 ——— °° <+ listek v gazometrické komiirce

>— nejmladsi dospély list

popaleny listetk ——»

_—/
Obr. 6: Schematicky znazornéné uspotradani méticich metod pro nejmladsi dospély list rajéete. Na obrazku
je vyznaceno umisténi méfici gazometrické komirky (GK) a méfici elektrody (E1) a misto popaleni rajcete

plamenem P na vrcholovém listku.
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Bylo potieba elektrodu E1 a list rostliny rajcete dobte vodiveé spojit pomoci EKG
gelu. Vrstva gelu byla okolo 3 mm vysoka, protoze béhem méfeni gel vysycha a mohlo
by dojit ke ztraté kontaktu mezi elektrodou a listem. Elektroda byla umisténa nad hlavnim
cévnim svazkem listu, protoZe elektricky signal by mél byt na cévnich svazcich dobie
detekovatelny. Realizace umisténi elektrody a métici GK narostlinu rajcete

je na obrazku 7.

L1 -6400

(mérici hlava)

listek na ktery
naseda GK
E1 ptipojena

na listek

popaleny listek

referen¢éni

elektroda

Obr. 7: Rostlina rajéete umisténa ve Faradayové kleci s pfipojenou elektrodou E1 a otevienou
gazometrickou komuirkou. Fotografie byla pofizena po dokon¢eni méfeni a odstranéni sklenénych mfizi
a stojanu s plastovou 1zi¢kou na oto¢ném kloubu. Na obrazku je znazornéna podmiska, ve které je umistén

kvétina¢ a zezadu referen¢ni elektroda (viditelna jen Cast).

Také bylo tieba zajistit, aby se listy rostliny rajcete nedotykaly kovovych ¢asti
gazometrické meéfici hlavy a laboratornich stojanii ve Faradayové kleci, ¢i samotné
Faradayovy klece, protoze by doslo knechténému uzemnéni. Moznym feSenim
pii dotyku listti rajcete kovovych ¢asti bylo vlozeni kousku kuchyniského ubrousku mezi
dotykajici se mista. Vnitini ¢asti GK byly oblepeny lepici paskou, taktéz byly oblepeny
odvody vzduchu z alobalu. Po celou dobu piipojovani méficich komponent na listy
rostliny rajcete bylo tfeba velmi opatrné a pomalé manipulace, aby nedoslo k poskozeni
listi, ¢i jinému poskozeni rostliny, které by mohlo ovlivnit nasledujici méfeni. Cela
ptiprava rostliny k méteni trvala 20 — 40 minut.

Popalovan byl vrcholovy listek nejmladsiho dospélého listu, ktery nesl elektrodu
E1 asoucasné i GK (obrazek 8). Listek, ktery byl chystan k popaleni byl opatrné poloZzen

v v

na sklenénou miizku, kde byl poté fixovan pomoci shora piilozené druhé sklenéné miizky
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(tzv. ,,sendvi¢* uspotadani). Diky této fixaci bylo mozné zajistit konstantni vertikalni
vzdalenost mezi zdrojem plamene a mistem popaleni (11 mm). Abychom zajistili,
7e poskozeni, které vzniklo po popéleni plamenem, bylo reprodukovatelné, byl vyvinut
vlastni popalovaci aparat, skladajici se z (1) 1zi¢ky z nehoilavého plastu, ktera se mohla
pohybovat pod pfipravenym listem v horizontalnim sméru pomoci oto¢ného kloubu a (2)
drzakt zaptjcenych z optické laboratofe (SLO, PiF UPOL). Pred vlastnim popalenim
bylo na Izicku napipetovano 50 pl etanolu, ktery byl zapalen (v odklonu od listu) a 1zicka
byla poté oto¢ena pomoci oto¢ného kloubu na definované misto pod listem, $pejli byla
zajisténa zarazka pro 1zi¢ku. Objem ethanolu zajistil dostatecnou dobu Zivota plamene,
tj. ptiblizné 25 s. Stopkami bylo odméfeno ptisobeni plamene na vrcholovy listek po dobu
15 s, poté byl plamen od listku oddalen. Misto popéaleni bylo vybrano v poloving hlavniho
cévniho svazku vrcholového listku (z divodu dobrého Siteni ES). Prestoze plamen byl
aplikovan pouze na vrcholovy listek, byly Spejli nejblizsi listky rostliny rajcete
odklonény, aby nedoslo k teplotnimu stresu. Takto bylo zajisténo definované plisobeni
stresu co do intenzity, délky a mista plisobeni U kazdé popélené rostliny rajcete. Detailni
foto tohoto uspotadani je uvedeno na obrazku 8.
LI - 6400 e &
(mé¥ici hlava) : .
El
pomocna podpéra
miizi

misto popaleni

oto¢ny kloub

sklenéné mrizky

plastova 1Zicka

Obr. 8: Detail experimentalniho uspotadani nejmladsiho dospélého listu s jeho fixaci pomoci sklenénych
miizek ve Faradayové kleci. Na obrazku je znazornéna plastova 1zicka, do které byl pipetovan ethanol,
po jeho zapaleni pomoci otoéného kloubu byla 1Zi¢ka oto¢ena pod misto uréené k popaleni, kdy po uplynuti

15 s byla zpét oddalena od listu.
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4.5 Priabéh experimentu
Po kontrole funk¢nosti a stabilizace elektrody E1 a listu v GK (15 — 30 minut)

bylo zapnuto souc¢asné méfeni jak elektrickych signald, tak i gazometrickych parametru.
Zhruba po 1,5 minuté¢ méfeni byla zméfena ustalena hodnota maximalniho kvantového
vytézku pro vzorek adaptovany na svétlo (Fy'/Fy"). Pal minuty pied vlastnim
popalovanim byl pipetovan ethanol na Izicku, zapélen a otoCen na definované misto
pod listem. Popaleni probihalo 15 s v 5. minuté po spusténi méfeni, okamzik popaleni byl
pro obé metody piesné zaznamenan. Po 15s byla 1zi¢ka s dohasinajicim plamenem
otoCena zpét mimo pisobeni na rostlinu rajcete. Méteni pokracovalo zhruba 60 minut
po popaleni.

Po dokonCeni méfeni byla znovu zméfena hodnota Fy'/Fy~ pro vzorek
adaptovany na svétlo. Z rostliny rajéete byla sejmuta elektroda, GK arostlina byla
odnesena do laboratofe s laboratornimi vahami. Listy, na kterych byla umisténa
elektroda, GK i popaleny list, byly ustfihnuty a zvazeny. Dale byly zmé&feny jednotlivé
vzdalenosti mezi E1 a mistem popaleni, aby posléze byla dopocitatelna rychlost sifeni ES
signall. Ustiizené listy byly vlozeny do alobalu a ihned zamrazeny v tekutém dusiku
a poté umisténé do hlubokomraziciho boxu (-80°C).

V souvislosti s experimentem byly zméfeny na navrh autorky BP dopliujici
technické informace ohledné aparatury pro méfeni elektrickych signalt. Z divodu
obtizné manipulace s plamenem, byla Faradayova klec béhem méfeni oteviena,
coz vyzadovalo provéfeni ptipadné zmény hodnoty Sumu aparatury v oteviené kleci.
Byly zméteny hodnoty klidového signalu rostliny rajcete po ptfipojeni elektrod E1 — E4
po dobu 1 minuty se zavienou Faradayovou kleci. Dale byly zméfeny hodnoty klidového
signalu rostliny rajéete po dobu 1 minuty s otevienou Faradayovou kleci®. V posledni
fade¢ byly zméteny hodnoty klidového signalu detekovaného elektrodami E1 — E4 rostliny
rajcete po vlozeni protistojného listku vici elektrodé El rajcete do GK s otevienou

Faradayovou kleci® (data a komentate k nim jsou uvedené v piiloze A).

® Nedoslo k zadné manipulaci s elektrodami pfipojenych na listky rostliny rajcete.
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4.6 Zpracovani dat

4.6.1 Gazometrické veli¢iny a fluorescencni parametr

Ziskana data veli¢in A, E, C;, g byly normovany vici hodnotam v okamziku
popaleni. Normovani bylo provedeno z divodu, ze u nékterych rostlin raj¢ete hodnoty
veli¢in V ustaleném stavu pred popalenim méli jiny ofset a porovnavani v grafické podobé¢
by bylo obtizné. Z nenormovanych ustalenych péti hodnot parametru pied popalenim
byly vypocteny primérné hodnoty veli¢in 4, E, C;, g5 pro jednotlivé rostliny s danou
zalivkou (voda, DMSO, mT a 30OHBAPA) a poté byl z primért jednoho typu zalivky
(napt. A (voda- 1), A (voda-2), A (voda - 3), A (voda - 4)) vypocéten primér z téchto
Ctyfech hodnot charakterizujici konkrétni typ zalivky, zde A (voda). Z celého souboru
normovanych parametri A, E, C;, gs; byly vypocteny primérné hodnoty pro jednotlivé
zalivky. Data, ktera byla naméfena po vyméné baterie/autobaterie byla ze souboru
vyloucena a primérné hodnoty byly v téchto intervalech pocitany z mensiho souboru dat.
Intervaly, které byly ze souboru vylouceny jsou znatelné v primérnych grafech
s nejistotami, kdy dochazi k nariistu nejistot a jejich odskoku.

Byly vypoc¢teny mediany a kvartily maximalniho kvantového vytézku fotochemie
PSII u vzorku adaptovaného na svétlo (Fy'/Fy") v case t = 1,5 min. (pfed popalenim)

at =65 min (60 minut po popaleni).

4.6.2 Elektrické signaly

Aparatura pro méteni elektrickych signalli je ovladand pomoci programu
ScopeWin (Tedia, Czech Republic), z n€hoz jsou data ukladana do textového souboru
s komplikovanym datovym formatem, to Casto zplisobuje obtiZze a ¢asovou naro€nost
pii zpracovani dat. Ztohoto divodu byla naprogramovana aplikace v LabVIEW
(National Instruments, U.S.A), ktera pivodni textové soubory pievede na Citeln&jsi
datovy format zpracovatelny béznymi tabulkovymi procesory.

V zavislosti na vzorkovaci frekvenci a délce méfeni mizeme pracovat s malym
¢i velkym mnozstvim dat (pro nase méfeni méla jedna datova fada cca 140 000 hodnot).
Pro vyhodnoceni je potieba od celé¢ datové tfady odecist tzv. ofset, protoze métime
v diferenénim modu, jelikoz ruéni nastaveni nulového ofsetu (napf. pomoci

potenciometril) je témé&f nemozné. Mezi dal§i Gipravy patii ofezani zacatku datové fady’

7 Aparatura se spousti zpravidla s asovym ptedstihem, aby b&hem této doby mohlo dojit ke kontrole
funkcnosti elektrod
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a pripadny piepocet ¢asové osy na minuty ¢i hodiny. Nejstézejnéjsim krokem je pak
prepocet amplitudy signalu. Detekce malych napéti (mV) je obtizna, a proto je soucasti
méficiho zafizeni predzesilovaC. Z tohoto divodu je potfeba piepocitat zesilené
amplitudy na hodnoty, které byly realné detekovany elektrodou. Zminéné upravy
jsou bézné proveditelné ve vétSiné programi na zpracovani textu a datovych fad.
Nicmén¢ z divodu jejich ¢asové narocnosti a repetitivni povahy byl vytvoren autorkou
BP specializovany program. Funkéni schéma aplikace je uvedeno na obrazku 9

a uzivatelsky panel aplikace je uveden na obrazku 10.

Procentuélni

predzesileni signalu

Upravit
data

Preformétovat

data
Upravit
II Cestak soubary data?

Cas kdy dojde
k ofiznuti datovych fad

Pocet bod pred
ofiznutim pro vypocet
prameéru

Y

Preformatovat SEKUNDY. A MINUTY [
data Casové »> Prepocitat méfitko

méfitko ? na minuty
HODIV\T

UloZit soubor [

Konec Prepoditat méﬁlko
na hodiny

Obr. 9: Funkéni schéma aplikace na upravu dat.

Nasledujici popis slouzi jako manual k aplikaci, ¢iselné a pismenné oznaceni
souhlasi s obrazkem 10. Po spusténi aplikace je nejprve dilezité zvolit cestu k souboru
(1). Noveé vygenerovany textovy soubor bude mit stejné umisténi, jeho nazev
je ale pozménén (puvodninazevsouboru EDIT.txt). Pivodni soubor je tedy zachovam
beze zmény. Dale uzivatel voli — (2), zda chce pouze pieformatovat textovy soubor
(= neupravovat data) nebo po pieformatovani i data upravit (= upravovat data). Pokud
uzivatel chce soubor pouze preformatovat, tak po tomto kroku zvoli krok RUN (7). Pokud
uzivatel zvoli v druhém kroku upravovat data, je tfeba vyplnit dalsi informace, které
budou pouzity pii vypoctech. V kolonce (3) je tieba zadat hodnotu piedzesilovace.
UPOZORNENTI: je nutné méfit se stejnym zesilenim pro jednotlivé kanaly, pokud
uzivatel nastavi potenciometry rozdilné zesileni u kanalt (napt. 40 X pro E1, 50 X
pro E2) data nelze upravovat v této aplikaci. Dale uzivatel vyplni (4) ¢as, kde dojde
k ofezani souboru (hodnoty pted zvolenym Casem jsou smazany a ¢asova osa za¢ina na
hodnoté¢ 0 s v bodé¢ ofezani), pokud chceme pied Casem, kde naptiklad doslo ke stresu mit
nékolik hodnot, tak Cas (4) se vyplni napf. o 1 minutu diive. Dalsim krokem (5)
je vyplnéni poctu hodnot, ze kterych pied ofezanim je vypocéten pramér, ktery je nasledné
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odecten od ofezanych datovych fad. Nasledné uzivatel voli méfitko ¢asové osy (6) a poté RUN (7). Pokud zadany Cas (4) neexistuje,

je zaokrouhlen na nejbliz§i existujici hodnotu. UZivatel je vyskakovacim oknem o zaokrouhleni informovan a potvrdi jej pomoci

tlacitka OK (8).

7

»E@® =

X

8 Zodang éas zacatku stresu v datovém souboru neexistuje!
Cas zocatku stresu byl zaokrouhlen k nejblizs existujict hodnoté - 168,990

Cesta ksouboru
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a také dojde ke kompenzaci dat na zzkladé praméru vypogitanéhe z poctu bodii

Upravovat = dojde k naformitovani dat a ulozent pouze ofiznuté Easti dat od zactku stresu
pied zacatkem stresu C

Obr. 10: Uzivatelsky panel aplikace na upravu dat. Pole 1-8 voli uzivatel, A-D jsou vyplnény programem. 1 — znaci cestu k souboru, 2 — vybér z dvou moznosti
datovych iprav aplikace: upravovat data, neupravovat data. 3 —iroven piedzesilovace, 4 — ¢as kde dojde k ofezani dat, 5 — pocet bodt zvolenych pro vypocet priméru,
6 — volba métitka Casové osy, 7 — spusténi Gprav, 8 — informacni okno o zaokrouhleni ¢asu vyplnéného v 4. A — zobrazeni dat pouzitych k vypoctu prameéra,

B — zobrazeni puvodni datovych fad, C — zobrazeni datovych fad po Gpravach, D — informacni hodnoty priméra jednotlivych datovych fad.
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Samotny program aplikace pro tpravu dat je k nahlédnuti v pfiloze C, pro zajemce
je kompletni program i s instala¢nim balickem poskytnut po kontaktovani autorky BP.

Textové soubory byly jednotlivé nahrany do aplikace na ipravu dat. Hodnota zesileni byla
nastavena na 40, pocet bodi pro priimérovani byl 100, ¢as zacatku stresu byl zadan o 120 s diive,
nez doslo k zacatku popalovani (aby bylo v datovych fadach nékolik hodnot stabilizovaného
stavu), Casova osa byla nastavena na minuty.

Rychlost sifeni ES byla vypoctena podle

v="2 L)

=
kde t znaci Cas, ktery trval od okamziku popaleni po detekovani prvni zmény elektrického signalu

na elektrodé E1 a d je vzdalenost od mista popaleni od elektrody E1.

4.6.3 Stanoveni endogenni hladiny stresovych hormoni

Extrakce, purifikace a kvantifikace studovanych hormoni v odebranych listcich byla
provedena v Laboratofi rastovych reguldtorii (LRR, Pif UPOL). Nasledujici postup byl poskytnut
Laboratofi rustovych regulatord (LRR, Pif UPOL). Vzorky byly homogenizovany v tfeci misce
arozvazeny po 10 mg Cerstvé hmoty. Koncentra¢ni hladiny fytohormonti byly stanoveny pomoci
ultra — vysokou¢inné kapalinové chromatografie — tandemové hmotnostni spektrometrie
(UHPLC — MS/MS) za pouziti vnitfnich standardti znaenymi stabilnimi izotopy (Rittenberg
a foster, 1940).

Endogenni hladiny jasmonati (kyselina jasmonova JA, jasmonoyl-L-isoleucin JA-Ile,
a kyselina cis-12-oxo-fytodienova cis-OPDA) a kyseliny abscisové (ABA) byly stanoveny
v 10 mg rostlinného materialu metodou popsanou ve Flokové a kol. (2014). Fytohormony byly
extrahovany pomoci vodného roztoku methanolu (10%) a do kazdého vzorku byla pfiddna smés
vnitinich standardii oznaéenych stabilnimi izotopy: 10 pmol [?Hs] JA, [?H2] JA-lle a [°Hs] ABA,
20 pmol [?Hs] OPDA (vse od Olchemim Ltd). Extrakty byly pie¢istény pomoci kolon Oasis HLB
(30 mg/1 ml, Waters) kondiciovanymi 1 ml 100% methanolu a ekvilibrovanymi 1 ml 0,1%
HCOOH. Po naneseni vzorku byl sorbent promyt 1 ml 10% methanolu a analyty byly poté
eluovany pomoci 3 ml 80% methanolu. Eluent obsahujici neutrdlni a kyselé slouceniny byl
odparen do sucha pod proudem dusiku a vzorky uloZeny pii — 20°C.

Pted UHPLC-MS/MS analyzou byly vzorky rozpustény v 15% acetonitrilu (jasmonaty a
ABA), pteneseny do chromatografickych vialek a nastfiknuty po 10 ul jednotlivych vzork.
Stanoveni fytohormont bylo provedeno pomoci systému Acquity UPLC® I-Class System
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(Waters) propojeném s hmotnostnim spektrometrem Xevo™ TQ-S MS (Waters) s vyuzitim
ionizace pomoci elektrospreje v pozitivnim a negativnim moddu. Separace jasmondtd a ABA
probéhla za optimalizovanych podminek (Flokova a kol., 2014) na koloné Acquity UPLC® CSH
C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um; Waters).

Stanoveni uvedenych hormond bylo provedeno ve 3 — 5 nezavislych biologickych
opakovanich. Ze ziskanych endogennich koncentraci JA, JA-lle, cis-OPDA, a ABA byly
vypocteny prumérné hodnoty a SD pro jednotlivé typy zalivek

4.6.4. Nejistoty a statistické zpracovani

U dat gazometrického systému LI-6400 (uvedené Vv obrazcich 11 — 18) byly k praimérim
vypocteny nejistoty typu A, které byly korigovany na Studentovo rozdéleni o stupni volnosti 3,
ptipadné 2 (v zavislosti na po¢tu méfeni). Rozsifeni bylo provedeno, aby konfidenéni interval
odpovidal 95 % pomoci koeficientu k = 2,353 (stupeni volnosti 3) a k = 2,920 (stupeni volnosti 2).
Pro gazometrické veli¢iny pted popalenim, rychlosti §iteni ES a pro CHS byly vypocteny nejistoty
typu A s Gaussovym rozdélenim 0 konfiden¢nim intervalu 68,3 % pro n=3-4 (z davodu
statistickych testi).

Nejistoty typu A, které jsou vypocteny podle zakladnich vzorcl udavaji v konfidenénim
intervalu 68,3 % pravdépodobnost vyskytu pravé hodnoty pro n < 10. OvSem pro mensi pocet
méfeni vérohodnost nejistoty obnasi spekulace, proto se provadi korekce na pocet méfeni
napiiklad pomoci koeficientd, ktera prevadi Gaussovo rozd€leni na Studentovo. Toto rozdé€leni
je definované pomoci stupiiti volnosti, které jsou o jedni¢ku mensi, nez pocet méfeni a dale
pravdépodobnosti, se kterou se prava hodnota v intervalu se nachazi.

Statistické zpracovani hodnot Fy,"/Fy” bylo provedeno pomoci Mann — Whitneyova testu
v programu Origin (OriginLab Corporation, Massachusetts, U.S.A). Statistické zpracovani
gazometrickych veli¢in pied popalenim, rychlosti Sifeni ES, hodnot JA, JA-lle, cis-OPDA a ABA
bylo provedeno pomoci ANOVA — testu (konkr. Tukey test) v programu Origin. Testovan byl vzdy
jeden parametr vzhledem k jednotlivym zalivkam (napt. hodnota asimilace CO. u vody, DMSO,
mT a 30HBAPA).
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5.  Vysledky

5.1 Gazometrické veli¢iny a fluorescence chlorofylu a
V této podkapitole se podivame na ziskana data z gazometrie a fluorescence chlorofylu a

pro ustalené rostliny rajcete pted popalenim a po popaleni.

Tab. 2: Primérné hodnoty nenormovanych veli¢in rychlosti asimilace CO; (4), stomatalni vodivosti pro vodni paru
(gs), rychlosti transpirace (E) a intercelularni koncentrace CO; (C;) pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO,
mT, 30OHBAPA) pied popalenim s nejistotami, n=3-4. Signifikantni vysledky (P < 0,05) jsou oznaCeny b,

signifikance, které jsou pouze mezi dvojicemi zalivek jsou navic oznaceny C.

voda DMSO mT 30HBAPA
A [pumol CO; m2-s7!] 9,0£0,5a 9+l a 9,0£0,4 a 11,5+0,3 b
gs [mol HO m2-s7] 0,20+0,02 a 0,18+0,02 bc  0,202+0,006 a  0,254-+0,006 bc
E [mmol H,0 m2-s-1] 2,2+0,5 a 2,0+0,5 bc 2,2+0,1 a 2,7+0,2 bc
C; [umol CO2 mol?] 317+6 a 31544 a 31944 a 318+1 a

V tabulce 2 je poukazano na dopad jednotlivych zalivek na rostliny rajcete jesté
pred aplikovanim stresového faktoru — popaleni. Z uvedenych vysledkii mizeme prikazné uvést,
Ze rajcata se zalivkou 30HBAPA méla nejrychlejsi asimilaci CO2 (A4) ze vSech zalivek rostlin
rajéete a oteviengjsi pruduchy (gs) oproti rostlindm oSetfenych zalivkou DMSO. Otevienost
priaduchti u rostlin se zalivkou 30HBAPA se projevila i na prikkazné vyssi hodnot¢ transpirace (E)
oproti rostlindm se zalivkou DMSO, protoze tyto veli¢iny spolu tzce souvisi. Zajimavé
je, prestoze rajcata se zalivkou DMSO méla méné oteviené pruduchy (gs) a s tim spojeny nizsi
piijem COg, tak asimilace (A) probihala s podobnou rychlosti jako u rajéat oSetfenych mT a vodou.

S tim souvisi 1 niz8i hodnota koncentrace CO> Vv intercelularach.

Tab. 3: Mediany kvantového vytézku fotochemie PSII u vzorku adaptovaného na svétlo (Fy'/Fy") pro n = 3 -4,
pted popalenim (1,5 min. pfed popalenim) a po popaleni (60 min. po popaleni) s uvedenymi hornimi a dolnimi kvartily

pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT, 30HBAPA). Signifikantni vysledky (P < 0,05) jsou oznaceny b.

FV,{ Fu’ Horni Dolni Fyv'/Fu’ Horni Dolni
p r,ed , kvartil kvartil p,o , kvartil kvartil

popaleni popaleni
voda 0,636 a 0,645 0,625 0,599 a 0,605 0,591
DMSO 0,627 a 0,631 0,618 0,540 b 0,543 0,540
mT 0,638 a 0,645 0,631 0,585 a 0,595 0,578
30HBAPA 0,683 b 0,689 0,679 0,598 a 0,605 0,583

27



Pokud porovname hodnoty Fy'/Fy~ uvedené vtabulce 3, pro rostliny rajcete
s jednotlivymi zalivkami pfed popalenim dojdeme k zjisténi, ze prikazné nejlépe jsou na tom opét
(v porovnani s tabulkou 2) rostliny oSetiené roztokem 30OHBAPA, u kterych byl kvantovy vytézek
fotochemie PSII nejvyssi. Po popaleni u rostlin rajéete oSettenych DMSO byl sledovan nejvétsi

prukazny pokles hodnoty Fy'/Fy’, tedy tyto rostliny byly na tom prokazatelné nejhiife.
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Obr. 11: Pramérné hodnoty vybranych normovanych veli¢in A pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO,

mT, 30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik po¢atku popaleni (t = 0 min.) je oznaéen pieruSovanou ¢arou.

V obrazku 11 mizeme vidét, ze po popaleni doslo k poklesu rychlosti asimilace CO2 (A)
pro vSechny typy zalivky. Vysledky méfeni miizeme rozdélit do dvou pomyslnych skupin.
Do prvni mizeme zafadit rostliny rajéete oSetfené vodou a mT, do druhé DMSO a 30HBAPA.
U prvni skupiny doslo po popaleni k poklesu hodnot na minimum (cca 10. minuta méteni)
anésledoval zpétny nardst hodnot, ktery se cca ve 40. minuté méfeni témer zastavil.
Presto se hodnota veliciny A velmi pomalu zvySovala az do konce méfeni (cca 60 minut). U rostlin
rajcete se zalivkou DMSO a 30HBAPA doslo po popaleni k poklesu veli¢iny, minimalni hodnoty

se ale nachazely aZ okolo 30. minuty méfeni.
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Nejistoty DMSO maji vyrazné¢ vys$i hodnotu, néz nejistoty ostatnich zalivek,
to je zptisobeno korekci na pocet rostlin (3) oproti ostatnim zalivkam (4). Nejistoty u vody
a DMSO maji n¢kolik znatelné vyssich hodnot, to je zpisobené korekci nejistot po vylouceni dat

pii vyménach baterie/autobaterie (plati i pro veli¢iny E, C;, gs).
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Obr. 12: Detailni zobrazeni prib&éhu primérnych hodnot béhem 7. minut po popaleni vybranych normovanych veli¢in
A pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT, 30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik poc¢atku popaleni

(t =0 min.) je oznaden pierusovanou ¢arou.

V obrazku 12 jsou znazornéné zmény, které nastaly béhem 7. minut po popaleni.
Po popaleni doslo v rozmezi 1. a 2. minuty k poklesu veli¢iny u vsech typt zalivek. Nejsou patrné
rozdily v poklesu rychlosti asimilace CO2 mezi jednotlivymi zalivkami, které nastaly béhem

7. minut po popaleni.
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Obr. 13: Primérné hodnoty vybranych normovanych veli¢in gg pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT,
30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik poc¢atku (t = 0 min.) popaleni je ozna¢en pferusovanou ¢arou.

V obrazku 13 miiZeme pozorovat, Ze po popaleni zacalo postupné uzavirani priduchi
u vSech typu zalivek rostlin rajcat, které se projevilo jako pokles stomatalni vodivosti (g;). Stejné
jako v obrazku 12 lze pozorovat koincidenci mezi dvojicemi voda, mT a DMSO, 30HBAPA.
Uvody a mT se minimum a nasledny rist nachazelo okolo 15. minuty, zatimco u DMSO

a 30HBAPA az okolo 30. minuty, opétovny rust byl (v korelaci s obrazkem 12) pomalejsi
nez U vody a mT.
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Obr. 14: Detailni zobrazeni prib&hu pramérnych hodnot béhem 7. minut po popaleni vybranych normovanych veli¢in
Js Pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT, 30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik po¢atku popéaleni

(t =0 min.) je oznagen pierusovanou ¢arou.

Pozorny c¢tenar si povSimnul jistych prvotnich nartsti u gg po popaleni v obrazku 13.
Tyto zmény jsou vyobrazeny v obrazku 14, v némz jsou uvedené¢ zmény, které nastaly béhem
7. minut po popaleni. Ptiblizn¢ 20 s po popaleni doslo u vSech rostlin K tomu, Ze se praduchy
nejprve zacaly vice otevirat (po dobu 40 s) a az poté doslo k jejich postupnému zavirani. Z obrazku
14 je také mozné si pov§imnout, Ze tento ptechodny nardst g, je u rostlin se zalivkou 30HBAPA

minimalni, zatimco nejrapidné;jsi nartst byl pozorovan u zalivky mT.
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Obr. 15: Primérné hodnoty vybranych normovanych veli¢in E pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO,

mT, 30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik poc¢atku (t = 0 min.) popaleni je oznaéen pferuSovanou ¢arou.

V obrazku 15 jsou vyobrazeny hodnoty veli¢iny E pro rostliny s jednotlivymi typy zalivek.
Tato veli¢ina je uzce spojena s veli¢inou g, protoze veli¢ina E je vzorcem pocitana z gs. MliZzeme
tedy pozorovat téméf totozné pribehy jako u g (v obrazku 13), protoze mira otevienosti pruducht
pfi konstantnich podminkadch reguluje vypar vody. Pokud jsou priduchy uzaviené,

tak je transpirace minimalni a analogicky pokud jsou oteviené, tak dochazi k nejvyssi transpiraci

(pti uvazeni konstantnich podminek po celou dobu).
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Obr. 16: Detailni zobrazeni prib&hu pramérnych hodnot béhem 7. minut po popaleni vybranych normovanych veli¢in
E pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT, 30OHBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik po¢atku popaleni

(t =0 min.) je oznagen pierusovanou ¢arou.

V obrazku 16 jsou vyobrazeny zmény prub¢hu veliiny E, které nastaly béhem 7. minut
po popaleni. Jak uz bylo zminovano u komentate obrazku 15, transpirace je tizce svazana se
stomaty. | zde mizeme vidét korelujici datové fady veli¢iny E s datovymi fadami v obrazku 14,
kde byly uvedeny zmény g,, které nastaly béhem 7. minut po popaleni. Tedy opét muzeme fict,
Ze nejvyssi docasny nartst byl detekovan u rostlin se zalivkou mT a naopak nejnizsi, ¢i téméf

nepozorovatelny byl pozorovan u rostlin se zalivkou 30HBAPA.
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Obr. 17: Primé&mé hodnoty vybranych normovanych veli¢in C; pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT,

30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik poc¢atku popaleni (t = 0 min.) je oznacen pteruSovanou ¢arou.

V obrazku 17 jsou uvedené hodnoty veli¢iny C; pro rostliny rajcete oSetfené pomoci
jednotlivych typt zalivky. Tato veli¢ina se pocita zveli¢in A, E a celkové vodivosti,
je tedy spojena s ostatnimi veli¢inami. Z toho divodu se pribéh datovych fad v grafu neméni
(méni se pouze amplitudy a doma kdy nastalo minimum. Pokles C; je zptisobeny tim, Ze stomata

se zaviraji rychleji, nez kles4 asimilace CO?2.

34



1,1} 4 voda = DMSO {11
HLOLHHHHHHII .ilnHEh -1,0H
O.S-o,g- UJHHM H -o,gc-i-
£ o8t HLJ 1og ©
07} 10,7
11b o mT 30HBAPA |11
1'°‘“‘““”Hh RIS
Z 1] 1 Jon €
ARERLT T 2
S osf J HHJH—O,SE
07} {07
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
t [min] t [min]

Obr. 18: Detailni zobrazeni prib&hu primérnych hodnot béhem 7. minut po popaleni vybranych normovanych veli¢in
C; pro jednotlivé typy zalivek (voda, DMSO, mT, 30OHBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Okamzik pocatku popaleni

(t =0 min.) je oznagen pierusovanou ¢arou.

V obréazku 18 jsou uvedeny zmény veli€iny C; u rostlin rajcete s jednotlivymi typy zalivky,
které nastaly béhem 7. minut po popaleni. Zde muzeme pozorovat, Ze po popaleni doslo k lehkému

naristu hodnot u vSech typt zalivek a poté k poklesu.

5.2 Elektrické signaly

V této podkapitole se zamétime na prub&hy ES a rychlosti sifeni ES u jednotlivych zalivek.

Tab. 4: Pramérné hodnoty rychlosti $ifeni v elektrického signalu po popaleni mezi mistem popaleni a elektrodou El
pro jednotlivé typy zalivky (voda, DMSO, mT, 30HBAPA), n = 3. Signifikantni vysledky (P <0,05) jsou oznaéeny b.

DMSO
2,14+0,04 a

mT
2,3+0,2 a

voda
1,76+0,09 a

30HBAPA
1,0+0,1 b

v [em-s?]

Z udaju uvedenych v tabulce 4 prikazné vyplyva, ze nejpomaleji se ES §iftil u rostlin
rajéat oSetienych zalivkou 30OHBAPA. Nejrychleji se Sifil ES u rostlin rajéat oSetfenych

zalivkou mT.
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Obr. 19: Pribéhy napéti detekované elektrodou E1 pro jednotlivé typy zalivky: voda (A, B, C), DMSO (D, E, F), mT (G, H, CH) a 30HBAPA (1, J, K).

Okamzik poc¢atku popaleni (t = 0 min.) je oznacen pferusovanou carou.
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V obrazku 19 jsou uvedeny prubehy napéti detekovanych elektrodou E1
pted a po popaleni rostlin rajcete s jednotlivymi typy zalivky. U vSech datovych fad doslo
ihned po popaleni k rychlému pocateénimu poklesu napéti. K nejmensimu poklesu doslo
u rostlin rajcete se zalivkou DMSO (D. E. F), naopak nejvétsimu propadu doslo u rostlin
se zalivkou mT a 30HBAPA. Propad byl u rostlin osetienych zalivkou vody a DMSO
nasledné doprovazel nartst do stabilniho stavu, které bylo vystiiddno rapidnim nardstem
az do ustalené hodnoty na konci méteni, ktera nékolikanasobné (cca 1 — 4 X) prevysSovala
hodnoty napéti pifed popalenim. U rostlin oSetfenych mT, po prudkém pocatecnim
poklesu napéti, byl pozorovan nartist do ustalenych hodnot, které se shodovaly s napétim
naméfeném pied popalenim. Rostliny oSetiené roztokem 3OHBAPA reagovaly
na popaleni nejvice jak okamzitym vyraznym poklesem (az —50 mV) v napéti,
tak i druhym podstatné mirnéjsim poklesem (minimem) v napéti pozorovanym zhruba
30 minut po popaleni. Po tomto druhém poklesu napéti se jeho hodnoty zacaly pozvolna
navracet do ptivodnich hodnot pied popalenim, ale nartst byl velmi pomaly. Do konce

meéfeni nebylo dosazeno ani ptivodnich ustalenych hodnot.

5.3 Chemické signaly

V této kapitole v€nujeme pozornost endogenni koncentraci CHS u odebranych

listkt rostlin rajcat 75 minut po popaleni.

Tab. 5: Praimérné hodnoty vysledkll analyzy chemickych signald pro list nesouci elektrodu E1
a gazometrickou komirku (GK) 75 minut po popaleni vrcholového listku. V tabulce jsou endogenni
koncentrace: kyseliny jasmonové c(JA), jasmonoyl-L-isoleucinu c(JA-lle), cis-12-oxofytodienové
kyseliny c(cis-OPDA) a kyseliny abscisové c(ABA) pro jednotlivé typy =zalivek (voda, DMSO,
mT, 30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. Signifikantni vysledky (P < 0,05) jsou oznaceny b, signifikance,

které jsou pouze mezi dvojicemi zalivek jsou navic oznaceny C.

El GK
c(IA) c(JA-lle)  c(cis-OPDA)  c(ABA) c(IA) c(JA-lle)  c(cis-OPDA)  c(ABA)
[pmol'g?’]  [pmol-g?]  [pmol-g?]  [pmol-g']  [pmol-g’]  [pmol-g’]  [pmol-g’]  [pmol-g’]
Voda 138444302 102 a 2443 a 420£22a 1071495 a 1243 a 15+1 be 304+14 a
DMSO 749+72 a 1143 a 22+1a 383+37a  965+250bc 1042 a 2543 a 405424 a
mT 2107+680a  28+8a 2743 a 452+36a  2183+407bc 1743 a 2743 a 383430 a
30HBAPA  1441+355a  17+6a 2746 a 314437a 213067 a 2145 a 3443 be 342+11a
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Obr 20: Praméry vysledku endogenni koncentrace chemickych signalti 75 minut po popaleni vrcholového
listku, pro listek nesouci E1 (A) a gazometrickou komurku (B) pro jednotlivé typy zalivky (voda, DMSO,
mT, 30HBAPA) s nejistotami, n = 3 — 4. V obrazku jsou uvedeny vysledky biologickych replikati, kde je
JA —kyselina jasmonova, dale JA-lle —jasmonoyl-L-isoleucin, cis-OPDA — cis-12-oxofytodienova

kyselina a ABA — kyselina absicova.

V tabulce 5 a obrazku 20 jsou uvedené endogenni koncetrace CHS pro list nesouci
elektrodu E1 a GK. Z vysledku pro listek nesouci E1(tabulka 5 $edé oznaceni, obrazek
20 (A)) vyplyva, ze rostliny osetiené DMSO mély po popaleni nejnizsi koncentraci
kyseliny jasminové a jejiho prekurzoru cis-OPDA. Nejvyssi koncentraci kyseliny
jasmonové, jeji aktivni formy JA-lle a ABA mély rostliny rajéat se zalivkami mT.
Za zminku stoji i zvySena koncentrace jasmonoyl-L-isoleucinu a nejnizsi koncentrace
kyseliny abscisové u rostlin rajcete se zalivkou 30HBAPA.

V tabulce 5 (modré oznaceni) a obrazku 20 (B) jsou uvedené vysledky CHS
pro list nesouci GK. Prokazateln¢ vyssi koncentraci JA méli rostliny rajcete se zalivkou
mT nez rostliny se zalivkou DMSO. Prikazné vyssi koncentraci prekurzoru kyseliny
jasmonové Cis-OPDA méli rostliny rajcete se zalivkou 30OHBAPA neZli rostliny

v

se zalivkou vody. Nejvyssi koncentraci ABA méli rostliny rajéete se zalivkou DMSO

cvwr

a GK mély teoreticky rovnat, tak pti nahlédnuti do tabulky 5 jsou rozdily patrné.
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6. Diskuze

Gazometrie a fluorescence chlorofylu a

Pokud se zamétime na to, jak zalivky ovlivnily jiz zminéné veli€iny rostlin rajcete
jeste pred aplikaci stresu popalenim, tak se obratime na tabulku 2. Pritkazné rozdily byly
naméfeny u rostlin se zalivkou s 3S0OHBAPA. Vyjma intercelularni koncentrace CO2 byly
pro tuto zalivku detekovany nejvys$si hodnoty gazometrickych veli¢in. Pfi této zalivce
jsme soucasné nepozorovali otvirani stomat na zacatku stresu popalenim (obr. 14),
coz by mohlo souviset stim, Ze stomata byla oteviena maximaln¢ vlivem pusobeni
30HBAPA jiz pfed samotnym pisobenim stresu. Velmi zajimavé byly vysledky
pro rajcata se zalivkou DMSO, hodnoty parametrti E a g; byly v porovnanim s ostatnimi
méla podobnou rostlindm rajcat oSetfenych vodou. To nasvédCuje tomu, Ze u rostlin
se zalivkou DMSO byl detekovan mirny pokles C; oproti ostatnim raj¢atim. Za zminku
stoji, ze rostliny se zalivkou 30HBAPA byly V nejlepsim funkénim stavu fotosyntézy
pied popalenim (nejvyssi hodnota Fy'/Fy’). Aplikace 30HBAPA pusobila
za klidového stavu na rostliny rajcete protektivné.

Pii pohledu na vysledky gazometrickych veli¢in muzeme fict, ze po aplikaci
stresu popalenim byly detekovany odezvy u rostlin rajcete na tuto udéalost. V rozmezi 20.
az 60. s po popaleni byly detekovany prvni zmény (nérast ¢i pokles) u vSech velicin,
které nasledné doprovazel vyrazny pokles vSech veli€in. Toto pozorovani koresponduje
s literaturou, kdy po popaleni byl detekovan pokles v rychlosti asimilace CO2 (A)
a uzavieni pruducht (pokles gg) i u jinych rostlinnych druhti, napi. u Pelargonium
zonale L. (Sukhov a kol. 2012), Populus trichocarpa L. (Lautner a kol. 2005) a rostlin
Mimosa pudica L. (Kaiser a kol. 2006, Koziolek a kol. 2004). S veli¢inou g piimo
souvisi koncentrace CO> V intercelularach (C;), jenz je limitovana tokem CO: skrz
pruduchy a odrazi i sekundarni fazi fotosyntézy (A). Tedy pfii uzavirani pruduchu, kdy
pokles A byl Casové opozdény oproti jejich uzavirani jsme ocekavali pokles i této
veli¢iny, ktery se potvrdil v grafech uvedenych na obrazku 17 a 18. To také odpovida
literatute, kdy u rostlin Pelargonium zonale L. (Sukhov a kol. 2012) po popaleni doslo
k poklesu intercelularni koncentrace. Vypar vodni pary rostlinou skrz praduchy neboli
transpirace je také funkci stomatalni vodivosti pro vodni paru. Tedy opét jsme ocekavali,
ze pii uzavieni priducht transpirace poklesne, coz se také potvrdilo v grafech uvedenych

na obrazcich 15 a 16.
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Ovsem vratme se znovu ke stomatalni vodivosti pro vodni paru. U této veliCiny
po popaleni totiz nejprve doslo k naristu a poté rapidnimu poklesu. To znamena,
ze se pruduchy nejprve vice oteviely a az poté nasledovalo jejich zavieni. Tento ukaz byl
pozorovan i u fixovanych listd rostlin Mimosa pudica L. (Kaiser a kol. 2006, Koziolek
a kol. 2004). Tento jev autofi vysvétluji hydropasivnim otevienim stomat v dusledku
poklesu turgoru epidermalnich bunék a nasledné dlouhotrvajici uzavieni priducht
pfipisuji pusobeni ptichoziho ES (Kaiser a kol. 2006). Ovsem pokud by se priduchy
opravdu hydropasivné otevieli jesté pred ovlivnénim ES, ¢ekali bychom tuto udalost
mnohem dfive, nez bylo zde detekovano. Lze si pov§imnout, Ze narust g nebyl pro
vSechny typy zalivky rostlin stejny. Nejvyssi nartist byl zaznamenam u rostlin rajcat
osetfenych roztokem mT. U rostlin raj¢at se zalivkou 30HBAPA byl tento nardst
minimalni aZ Zadny. Odtvodnéni, pro¢ tyto rostliny prechodné priduchy neoteviely,
muzeme hledat v praci, kterou publikovali Rosa a kol. (2018). Uvadéji ptimou spojitost
mezi poklesem funkCnosti neboli ,paralyzou” praduchi u rostlin Aechmea
blanchetiana L. se zvySujici koncentraci aplikovaného CK (0, 5, 10, 15 a 20 uM) BAP a
6-furfurylaminopurinu. Je tedy mozné, ze pouzitd koncentrace 30HBAPA castecné
»paralyzovala“ priduchy u listku umisténého v GK, kter¢ tak jiz nebyly schopny vykonat
malé zmény v jejich otevienosti, jaké byly pozorované u rostlin rajc¢ete s ostatnimi typy
zalivek.

Pti pohledu na celkové pritbéhy (65 minut) datovych fad gazometrickych velicin
si miizeme povSimnout jisté korelace mezi variantami rostlin se zalivkou vody, mT
a rostlin se zalivkou DMSO a 30HBAPA. Lze shrnout, Ze rostliny oSetfené zalivkou mT
a vody nebyly tak vyrazné popalenim zasazeny® jako rostliny osetiené zalivkou DMSO
a 30OHBAPA. Prvni zminéna dvojice méla rychlejsi 1 vétsi schopnost regenerace,
gazometrickych veli¢in. Z dat vyplyva, ze aplikace velmi €asto pouzivaného rozpoustédla
DMSO negativné ovlivnila priibéh reakce rostlin rajcete na popaleni. Zda se, ze mT tento
negativni efekt DMSO vyrovnal a ptlisobil na rostliny rajete protektivné. U jeho
arabinosidu, 30HBAPA, vSak stejny zavér vyslovit nemiiZzeme. Priibéhy gazometrickych
veli¢in rostlin rajéat po popaleni byly totiz podobné s rostlinami rajcete oSetienych
zalivkou DMSO. Na zaklad¢ vysledkl tedy usuzujeme, ze aplikace 30HBAPA u rostlin
rajCat neméla prakticky zadny protektivni vliv na odezvu rostlin rajéete na popaleni

u gazometrickych veli¢in.

8 Mysleno stresovou reakci nikoliv jako intenzitou stresoru
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Dale jsme u rostlin raj¢ete sledovali hodnoty parametru Fy"/Fy;". Po popaleni byl
pozorovan pokles parametru Fy'/Fy” u vSech rostlin rajcete. To souhlasi s literaturou,
kdy po popaleni byl detekovan pokles Fy/Fy; u rostlin Mimosa pudica L. (Kaiser a kol.
2006, Koziolek a kol. 2004) a Pelargonium zonale L. (Sukhov a kol. 2012). Negativni
vliv DMSO se také projevil u tohoto parametru, kdy pro tyto rostliny byly hodnoty
Fy'/Fu nejnizsi pred i po stresu rostlin rajéete. Je zajimavé, prestoze u rostlin se zalivkou
30HBAPA po stresu popalenim byly gazometrické veli¢iny obdobné jako u DMSO,
tak hodnoty Fy’/Fy” byly u téchto rostlin po popaleni nejvyssi Je mozné, Ze u rostlin
rajcete se zalivkou 30HBAPA doslo k protektivni funkci obsahu chlorofyla (pokles
degradace). V literatuie je totiz uvedeno, ze u utrzenych lista Triticum aestivum L., které
byly 6 dni adaxialni stranou ponofeny v roztoku 10 uM 30OHBAPA doslo k nizsi
degradaci chlorofylt (Bryksova a kol. 2020).

Elektrické signaly

Na zékladé poznatku Stankovic¢e a kol. (1998) a prubéhu zméfenych ES lze
usuzovat, ze byl méfen komplexni ES slozeny z nékolika jiz popsanych jednoduchych
typtd ES, tzv. AP, VP a systémového potencidlu. Mizeme pozorovat, ze pribeh signalt
detekovanych u rostlin se zdlivkou 30HBAPA a mT se zasadné lisi od prabéht rostlin
osetfenych vodou a DMSO. Rostliny rajcete se zalivkou 30HBAPA reagovaly nejsilnéji,
protoze doslo k nejvétsimu poklesu napéti a rajéata na konci méteni nedosahla ani hodnot
klidového napéti. Z prub&ht signaltt mizeme usoudit, Zze cytokin mT a jeho arabinosid
30HBAPA vyznamné ovlivnily pribéh ES u rostlin rajcete po lokalnim popéleni.
Zatimco aplikace DMSO neméla na ES vliv pii porovnani s rostlinami rajéat zalitymi
pouze vodou. ES se §ifil nejpomaleji u SOHBAPA a nejrychleji u mT. Piestoze se jedna
0 pribuzné latky, je ziejmé, ze uinky na tyto signalni drahy jsou odlisné. Je mozné,
ze 30OHBAPA c¢astecné inhiboval procesy, které¢ doprovazi rychlé sifeni ES, a naopak mT

tyto procesy urychloval.

Stresové hormony

Za zminku stoji vysoka koncentrace JA u vsech rostlin po popaleni (tabulka 5).
V literatufe (Farmer a kol. 2020, Mousavi a kol. 2013) spojuji syntézu JA s generaci ES,
coz by odpovidalo i nasim vysledkiim, Ze ES indukoval syntézu JA. Je opét pozorovatelny

negativni efekt DMSO u rostlin rajéete spojeny s nejnizsi syntézou JA. Vysledky ABA
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jsou ovsem diskutabilni, pokud se opieme o praci Hlavackové a kol. (2006). Koncentrace
ABA u rostlin Nicotiana tabacum L. zac¢ala po 15 minuté od popaleni klesat a 60 minut
po popaleni byla na podobné trovni jako u klidového stavu. Tedy pro kvalitni analyzu
Zajimavé je, ze prestoze jsme ocekavali vysledky analyz u listki s E1 a gazometrickou
komirkou téméf totozné hodnoty, vysledky se lehce 1isi. To by mohlo nasvéd¢ovat tomu,
ze ES se nesifi v ramci svazk cévnich symetricky, a tedy akumulace hormont

indukovanych ES také nebyla symetricka.
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7. Zavér

V teoreticka c¢asti byla uvedena reSerSe vytyCené problematiky, dale byl
predstaven experiment za pouziti pfedem zvladnutych metodik. Namétend data byla
vyhodnocena, statisticky zpracovana a diskutovana.

Pomoci neinvazivnich fyzikéalnich metod byla sledovana korelace mezi zménami
odezvy rostlin rajéete na lokalni popaleni po aplikaci 10 uM zélivky cytokinint
v rozpousteédle 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), konkrétné meta-topolinu (mT) a jeho
derivatu  6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurinu ~ (3OHBAPA).
Po popaleni byly u vSech zalivek detekované zmény ve gazometrickych veli¢inach,
tj. pokles rychlosti asimilace CO2, rychlosti transpirace, intercelularni koncentrace CO>
a stomatalni vodivosti pro vodni paru. U vSech rostlin rajcete byla po popaleni dale
pozorovana generace elektrického signalu, pokles kvantového vytézku fotochemie PSII
na svétle (Fy'/Fy") a zvySena akumulace kyseliny jasmonové a abscisové. Necekanym
vysledkem tohoto experimentu je negativni dopad rozpoustédla cytokinind, 0,1% roztoku
DMSO, na méfené parametry rostliny rajéete v klidovém stavu (pfivieni praduchd,
pokles Fy’/Fy ") 1 po aplikaci stresoru (pokles Fy'/Fy’, silngjsi reakce gaz.veli¢in).

Ptredlozend data poukazuji na protektivni efekt meta-topolinu na stomatalni
I fotosyntetickou (rychlost asimilace CO2) odpovéd’ rostlin rajéete po popaleni. Ovsem
aplikace 30OHBAPA tuto odpovéd neovlivnila. Aplikace 30OHBAPA ovlivnila pozitivné
pouze stabilizované rostliny rajéete pfed popalenim, kde zplsobila vétsi otevieni
priaduchti, nartst rychlosti asimilace CO2 i Fy'/Fy’". 30HBAPA tedy nejspise ovliviiuje
jak primarni, tak sekundarni fotosyntetické reakce rostlin rajéete v klidovém stavu.

Ackoliv u gazometrickych veli¢in meli mT a 30OHBAPA odlisny vliv, elektricka
aktivita rostlin rajcete po jejich aplikaci vykazuje podobné trendy. Aplikace 30HBAPA
u rostlin rajéete zplisobila nejsiln€j§i reakci co do amplitudy signdlu a rychlosti
mT vyznamné urychlil signalni drahy vedouci k Sifeni elektrickych signali.

Z nami uvedené prace je ziejmé, Ze rostliny rajcete velmi rychle a silné reaguji
na lokalni abioticky stres popdleni V systémovych pletivech. Klidovy stav a stresova
reakce fotosyntetického, stomatalniho aparatu i elektricka aktivita u téchto rostlin mohou
byt vyznamné ovlivnény exogenni aplikaci cytokininu i jeho derivatu. Z vysledka
vyplyva, ze 1 mald zména ve struktufe molekuly cytokininu ma dopad na rozliény

mechanizmus jeho G¢inku v in-vivo rostling rajcete.
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Piiloha A: Sum aparatury pro méfeni elektrickych signali
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Obr 1: Prubéh signalu detekovaného elektrodami E1-E4 na listech rostliny rajéete po dobu 60 s pii

vzorkovaci frekvenci 33,3 Hz se zavienou Faradayovou kleci.
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Obr. 2: Pribéh signalu detekovaného elektrodami E1-E4 na listech rostliny rajéete po dobu 60 s pfi

vzorkovaci frekvenci 33,3 Hz s otevienou Faradayovou kleci.
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Obr. 3: Pribéh signalu detekovaného elektrodami E1-E4 na listech rostliny rajéete po dobu 60 s pfi
vzorkovaci frekvenci 33,3 Hz s otevienou Faradayovou kleci a ptipojeném gazometrické komurky
na protistojny listek elektrody E1.

Po pfipojeni elektrod k listim rajcete se Uroven signalu pohybovala
mezi hodnotami —4 mV a 6 mV, jak je znazornéno v obrazku 1. Je zajimavé, ze obalka
signalu ma jisty periodicky tvar pfipominajici stojaté kmity. Frekvence téchto kmiti
je nizka, dala by se totiz ofekavat frekvence kmiti odpovidajici frekvenci stfidavého
napéti ze sité. Tato nizkd frekvence by mohla byt zpiisobena elektronikou predzesilovace,
¢i ruSenim elektromagnetickym polem o této frekvenci. Méfeni bylo zopakovéano ve
stejném nastaveni oviem se zavienou Faradayovou kleci. Urove signalu lehce klesla a
jeho hodnota se pohybovala v rozmezi —3 mV az 4 mV, znazornéno v obrazku 2. Z
prabéhu obalky signalu lze videt, ze se ¢astecné odstranil efekt stojatych vin. Porovnanim
téchto prubéhi signalu pro jednotlivé elektrody se doslo k zavéru, ze pfti otevieni klece
se zvy$i amplituda signalu a efekt periodicity signalu (pfitomnost vyznamné
nizkofrekvencni sloZzky). Tento fakt ukazuje nejspiSe na ovlivnéni méfeni
elektromagnetickou vlnou o této frekvenci, které je pii zaviené kleci vyznamné utlumeno.

Dalsi otazkou bylo, zda mohl Sum aparatury ovlivnila konzole L1-6400 ktera byla
casteCné umisténa uvnitt Faradayové kleci. Konzole LI-6400 byla umisténa uvnitt klece

a t€lo LI—-6400 bylo umisténo vedle klece, kdy kostra méfici konzole byla vodivé



spojena s kleci. GK byla umisténa na list rajéete. Poloha elektrod na listech rajcete byla
zachovana v souladu s pfedchozim nastavenim a klec oteviena. V obrazku 3 je znazornén
zm¢éteny signal po piipojeni GK na listek. Pti takto zopakovaném experimentu se Groven
signalu vyznamn¢ nezmeénila a jeho hodnota se pohybovala v rozmezi — 3 mV az 4 mV,
takovy vysledek jsme neocekévali. Predpokladali jsme, Ze umisténi elektrického zatizeni
uvnitt klece bude mit dopad v nartistu Sumu aparatury. Tedy lze fict, Ze umisténi méfici
cely do prostoru Faradayovy klece neovlivituje velikost Sumu aparatury. Zajimavé ale je,
ze uroven signalu (v piipadé¢ kdy efekt stojatych vin témét vymizel) poklesla
I S porovnanim prubéhu signalu pii zaviené kleci.

Zavérem muzeme fict, ze méfeni s otevienou kleci nemél za nasledek velmi
vyrazny narust Sumu, ktery byl o€ekavan. Méfeni experimentl s otevienou Faradayovou
kleci by nemélo byt zasadné timto ovlivnéno a je proto mozné jej uskutecnit. Ani
pripojeni LI — 6400 Sum zasadné neovlivnilo a tedy ani v tomto piipadé nejsou na misté

vyhrady k takovému méfeni.



Priloha B: Vyména baterie/autobaterie u LI-6400
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Obr. 1: Znazornéné pribéhy g, rostlin rajete u kterych béhem méfeni doslo k vymeéné
baterie/autobaterie. Oblasti datové fady pied, béhem a po vyméné baterie/autobaterie jsou
vyznaceny kruznici o barvé, ktera odpovida barvé datové fady.

Zdroj napajeni LI — 6400 by nemél vnaset Sum do méfeni, z toho divodu byly
pro méfeni zvoleny baterie a autobaterie. Pokud byl pfistroj napajen ze sité, Sum vyrazné
narostl. LI — 6400 ma vysokou hodnotu pfikonu a pii poklesu kapacity napajeci baterie
pod 40 % vyZaduje jeji vyménu. V obrazku 1 jsou uvedeny rostliny rajéete u kterych
ptfi méfeni doslo k vyméné baterie/autobaterie. Jak je z datovych tad patrné, po vyméné
dochazi k vyskytu artefakti, a to kratkodobych pika (40 — 80 s). Odskok hodnot je zavisly
na tom jak siln€¢ nabitou baterii €1 autobaterii nahrazujeme za téméf vybitou baterii
¢i autobaterii. Pfi vyméné baterie za autobaterii je pozorovatelny artefakt silngjsi
(zelena a modra kruznice) nejspise z diivodu vyssi kapacity autobaterie. U vody-1 doslo
pii prvni vymeéné omylu a baterie byla vyménéna za baterii s nedostate¢nou kapacitou,
tedy po nékolika minutach byla nutna opétovna vymeéna. Tyto artefakty jsou nejspise
zpusobeny kratkym zvySenim napéti v pfistroji po pfipojeni plné¢ nabité
baterie/autobaterie, ¢i vzniku prepétové Spicky po pfipojeni. Pro vypocet jednotlivych
métenych veli€in piistroj vyuzivd mnoho udajii z méfici cely, mezi které patii i napéti.
Hodnoty, které vykazuji tento artefakt po vymeéné baterie byly ze souboru dat vylouceny,

protoze se jedna o pfistrojovou funkci. Tento tkaz je problematicky, protoze ovliviiuje



meéfeni a pokud dojde k vymeéné baterie v oblastech méteni, kdy je tieba detekovat rychlé
zmény, tak pfichazime o tuto informaci a neni mozné data interpretovat. Reenim
pro dlouhotrvajici métfeni (déle jak 4 h) je pouziti napajeciho napéti ze sité, kdy bude
toto napéti pired vstupem do pristroje LI-6400 korigovano pomoci elektronickych zatizeni
vhodnych pro minimalizaci Sumu ze sit€¢ jakou jsou sitové filtry a EMI filtry.
Pro kratkodobé méfeni je vhodné si zajistit pIné nabité baterie/autobaterii, aby poklesla

pravdépodobnost vymény.



Priloha C: Aplikace na upravu dat
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Obrazek 1: LabVIEW podprogram pro formatovani dat — blokovy True a False diagram.
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Obrazek 2: LabVIEW podprogram pro kontrolu zadaného ¢asu zacatku stresu — blokovy True a False diagram.
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Obrazek 3: 1/2 LabVIEW hlavniho programu.
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Obrazek 4: 2/2 LabVIEW hlavniho programu.



