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Utinek aplikace exogenniho glycin betulinu a vodniho
deficitu na obsah prolinu a relativniho vytoku elektrolytu
u juvenilnich rostlin kukurice

Souhrn

Kukuftice seta (Zea mays L.) je nejp€stovanéjsi obilninou planety a v blizké budoucnosti
se da ocekavat jeji dalsi rozsiteni. Jako C4 rostlina efektivnéji vyuziva slune¢ni energii a pies
pocatecni pomalejsi rast je schopna dosahnout jednoho z nejvysSich vynosti biomasy mezi
zemédelskymi plodinami. Je rovnéz predmétem Slechtitelského z4jmu a genetickych
modifikaci, kdy jsou upravovany predev§im geny zodpovédné za odolnost vici chemickym
latkdm ¢i vici biotickym stresortim.

Vodni deficit je jednim z hlavnich abiotickych stresorti na svéte ovliviiujici produktivitu
prirozenych i uméle vytvorfenych ekosystémii a snizuje produkci a kvalitu hospodaisky
dalezitych zemédelskych komodit. Ke stabilizaci vynosti a zachovani dostupnosti potravin
bude potteba komplexni pfistup k péstovani a hospodateni s vodou. Jednou ze slozek tohoto
ptistupu mohou byt i aplikace osmoticky aktivnich latek, které poméhaji rostlindm ptekonavat
stres suchem. Mezi tyto latky patfi 1 glycin betulin.

Pokus byl zalozen ve skleniku Katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ a jako
rostlinny material byly pouzity dva vybrané hybridy kukufice set¢ - RGT Indexx a RGT
Lipexx. Schéma pokusu zahrnovalo ¢tyfi varianty — KK (nestresovana neoSetiena varianta),
KG (nestresovana varianta oSetfena glycin betulinem), KS (stresovana neosetfena varianta) a
GS (stresovana varianta oSetfena glycin betulinem) a ¢tyii odbéry v péti opakovanich. Pro
obsah prolinu byla hodnocena zvlast’ nadzemni ¢ast a kotfeny. Odbér 1 — ve fazi BBCH 16,
bez stresu vodnim deficitem a bez aplikace glycin betulinu. Odbér 2 - ve fazi BBCH 16, kdy
byla provedena folidrni aplikace glycin betulinem o koncentraci 0,05 %. Odbér 3 — ve fazi
BBCH 23, v obdobi rulovani listovych ¢epeli vlivem vodniho deficitu. Odbér 4 — ve fazi
BBCH 23 po opétovné rehydrataci, tii dny po 3. odbéru. Pro stanoveni hodnot obsahu prolinu
byl pouzit spektrofotometr UV - Vis Evolution 201 (Thermo Scientific) podle metodiky dle
Bates (1973). Relativni vytok elektrolytt (Rel %) byl zjistovan na zakladé¢ méfeni vodivosti
piistrojem GRYF 106 L3 (GRYF HB spol. s.r.o. Ceska republika) podle modifikované
metodiky dle Campos et al. (2003).

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze mezi genotypy kukufice seté existuji prikazné
rozdily v obsahu prolinu a relativniho vytoku elektrolytl pfi pisobeni vodniho deficitu a

aplikace exogenniho glycin betulinu. Avsak rozdil v obsahu prolinu mezi nadzemni casti a



kofeny nebyl prokazan. U hybridu RGT Indexx ma pievazujici vliv na obsah prolinu aplikace
osmoticky aktivni latky — glycin betulinu, zatimco u hybridu RGT Lipexx ma pievazujici vliv
na obsah prolinu vodni deficit a vodni deficit v kombinaci s osmoticky aktivni latkou — glycin
Lipexx pii 2. odbéru 15,54 pg.ml?, nejnizéi primémy obsah pak 38,67 pug.ml? v kofenech
varianty KK hybridu RGT Indexx. Naopak nejvyssi obsah prolinu byl naméten v kofenech u
varianty GS hybridu RGT Lipexx pii 3. odbéru 603,00 pg.ml™?, nejvyssi primémy obsah pak
206,51 pug.ml™? u téZe varianty hybridu RGT Lipexx. Rozdil v obsahu prolinu mezi obéma
hybridy u stresovanych variant byl ptiblizn€ trojnadsobny. Vyssi obsah prolinu u hybridu RGT
Indexx oproti hybridu RGT Lipexx byl zaznamenan pouze ve variant¢ KG. V nadzemni ¢asti
86,13 ug.ml* oproti 51,46 pg.ml™* a v kotenech 101,34 ug.ml™* oproti 61,71 pg.ml™.

Zvysledkll je dale patrné, Ze pii meéfeni relativniho vytoku elektrolyti nebyly
zaznamenany prukazné rozdily mezi sledovanymi variantami, avsak rozdil mezi sledovanymi
hybridy byl ptiblizn¢ dvojnasobny a vyssi mira poskozeni membrany byla zaznamenana u
hybridu RGT Lipexx (okolo 60 %). Nejnizsi primérné hodnoty relativniho vytoku elektrolytu
pii 1. odbéru u téze varianty 24,17 %. Zatimco nejvyssi primérné hodnoty relativniho vytoku
elektrolytu byly zjistény ve varianté¢ KS hybridu RGT Lipexx 61,98 % a nejvyssi hodnota
byla naméfena u varianty KG hybridu RGT Lipexx pfi 4. odbéru 64,58 %.

Dle navrhovanych hypotéz bylo potvrzeno, ze genotyp hraje vyznamnou roli v
toleranci vuci vodnimu deficitu a téz aplikace osmoticky aktivni latky — glycin betulinu v
kombinaci s vodnim deficitem prikazné ovliviiuje obsah prolinu a neprikazné miru

poskozeni rostlinnych pletiv.
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Effect of exogenous betulinic glycine and water deficit on
proline and relative electrolyte leakage in leaves of juvenile
maize plants

Summary

Maize (Zea mays L.) is the most often grown crop in the world and its further spread in
the future is highly probable. Maize uses sun energy efectively as a C4 plant and despite
slower growth at the onset of its vegetation, it is capable of yielding most biomass among the
agricultural crop. Maize is also a subject of interest in the fields of breeding and genetical
modifications where the genes responsible for resistance against chemicals or biotics stress
are mainly modified.

Water deficit is one of the most serious and prominent abiotic stressor in the world,
affecting productivity of natural and human-made ecosystems and also decreases production
and quality of important agricultural commaodities. There is a need to introduce a complex
attitude towards growing foods and water management to stabilize yields and mantain food
availability. Application of osmotically active substances, which help plants overcome
draught stress, can be one of contrributors to creating such attitude. Betulinic glycine is one of
them.

The experiment was carried out in the greenhouse of Department of Botany And Plant
Physiology FAPPZ. As plant material two selected maize hybrids — RGT Indexx and RGT
Lipexx were used. The experiment scheme included four varieties — KK (a variant free of
stress and treatment), KG (a variant free of stress, treated with betulinic glycine), KS
(a variant under stress and untreated), GS (a variant under stress and treated with betulinic
glycine). There were also four samples in two repetitions. Sample 1 — stage BBCH 16, free of
drought stress and without betulinic glycine treatment. The shoots along with roots were
studied separately to determine the amount of proline. Sample 2 — stage BBCH 16 treated
with foliar by 0,05 % betulinic glycine. Sample 3 — stage BBCH 23 - leafs were rolled due to
water deficit. Sample 4 — BBCH 23 — was taken after rehydration, three days after the third
sample. Spektrofotometr UV - Vis Evolution 201 (Thermo Scientific) was used to determine
the content of proline through Bates method. GRYF 106 L3 (GRYF HB spol. s.r.o. Czech
Republic) was used to determine relative electrolyte leakage (REL %) with the aid of the
modified method of Campos et al. (2003).

The results indicate that there are significant differences between the amount of

proline and relative electrolyte leakage caused by water deficit and treated by exogenous



betulinic glycine. However, there are no significant differences regarding the amount of
proline in shoots and roots. In the case of hybrid RGT Indexx, the effect of treatment by
osmotically active substance — betulinic glycine on content of proline — was observed and
therefore in the case of hybrid RGT Lipexx it was determined that water deficit in
combination with betulinic glycine affects the amount of proline. The lowest content of
proline was observed in roots in variant KK of hybrid RGT Lipexx during sample 2
(15,54 pg.ml™), the lowest average content of proline in roots in variant KK of hybrid RGT
Indexx (38,67 pug.ml™?). By contrast, the highest content of proline was observed in roots in
variant GS of hybrid RGT Lipexx during sample 3 (603,00 pg.ml™?), the highest average
content of proline in the same variant of the same hybrid (206,51 pg.ml™?). The difference in
content of proline between both hybrids in stress varieties was about three times higher. The
higer content of proline in hybrid RGT Indexx compared to hybrid RGT Lipexx was observed
only in KG variant. For shoots 86,13 pg.ml compared to 51,46 pg.ml? and for roots
101,34 pg.ml™ compared to 61,71 pg.ml™,

The results also show that there are not significant differences between the observed
varietes in relative electrolyte leakage, but there are considerable discrepancies between
observed maize hybrids. In hybrid RGT Lipexx about twice higher relative electrolyte leakage
compared to hybrid RGT Indexx (around 60 %) was observed. The lowest average relative
electrolyte leakage was observed in variant KK of hybrid RGT Indexx (31,13 %), the lowest
value was observed in sample 1 in the same variant (24,17 %). Therefore the highest average
relative electrolyte leakage was observed in variant KS of hybrid RGT Lipexx
(61,98 %) and the highest figure of all was found in variant KG of hybrid RGT Lipexx during
sample 4 (61,98 %)

In accordance with the suggested hyphotesis it was confirmed that the genotyp plays an
inmportant role in establishing tolerance against water deficit in combination with treatment
by osmotically active substance — betulinic glycine. These two factors directly affect the

amount of proline and indirectly the degree of plant cells damage.

Keywords: maize; betulinic glycine; water deficit; proline; REL %
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1 Uvod

Vodni deficit je jednim z hlavnich abiotickych stresorti na svéte ovliviiujici produktivitu
pfirozenych i uméle vytvofenych ekosystémt a snizuje produkci a kvalitu hospodarsky
dalezitych zemédelskych komodit. S ohledem na stale rostouci svétovou populaci bude nutné
zajistit vynosovou stabilitu plodin a nalézt efektivni feSeni, jak suchu a problémum
s nedostatkem vody Celit. Tato feSeni budou nejspiSe obsahovat celou fadu opatieni, mezi
které se muze fadit i aplikace osmoticky aktivnich latek, které pomdhaji rostlindm
vypotradavat se s nedostatkem vody a zlepSuji hospodareni s vodou. Mezi tyto latky patii 1

glycin betulin.

Kukufice seta je nejpéstovancjsi obilninou planety a v blizké budoucnosti se da
o¢ekavat jeji dalsi rozsifeni. Své misto zaujima i v osevnich postupech v Ceské republice, kde
je cenéna predev§im jako kvalitni krmivo s vysokym podilem jadra. Jako C4 rostlina je
schopna efektivnéji vyuzivat slunecni energii a pfes pocateCni pomalejsi rast je schopna
dosahnout jednoho z nejvyssich vynosti biomasy mezi zeméd€lskymi plodinami. Je rovnéz
predmétem Slechtitelského zajmu a genetickych modifikaci, kdy jsou upravovany predevsim

geny zodpoveédné za odolnost vici chemickym latkam, ¢i vici biotickym stresortim.

V diplomové praci byla pozornost vénovana studiu reakci rostlin kukufice seté na
vodni deficit a také na uréeni rezistence vi¢i nému. Rostliny vyvinuly dvé odlisné strategie na
obranu proti vodnimu deficitu. Prvni z nich je avoidance, kdy je rostlina schopna stresoru
uniknout, a druhou strategii je tolerance, kdy se rostlina dokaze ptizptuisobit snizenému piijmu
vody. Osmotické prizpisobeni patii mezi jednu ztakovych reakci. ZvySena tvorba
osmoprotektantl ptispiva ke zlepseni vodniho stavu v rostling. V této diplomové praci byla
zamétena pozornost na latku glycin betulin, kterd byla aplikovana pies list na juvenilni

rostliny kukufice seté.

| vzhledem k moznym prognézam o delSich obdobich bez destovych srazek na tizemi
Ceské republiky, lze brat osmoprotektanty jako prostiedek k udrZeni Zivotaschopnosti rostliny
po dobu, kdy je ovlivnéna vodnim deficitem. Vyznam z hlediska praktického vyuziti
ziskanych poznatkti by tedy mohl byt prospé$ny zejména samotnym péstitelim jako mozné

doporuceni k foliarni aplikaci.



2 Cile prace a hypotézy

Vodni deficit je jednim z hlavnich abiotickych stresorti na svéte ovliviiujici produktivitu
ptirozenych 1 uméle vytvofenych ekosystétmii a do budoucna bude zifejmé tim
diplomové¢ praci sledovan vliv vodniho deficitu a aplikace osmoticky aktivni latky glycin

betulinu na juvenilni rostliny kukufice seté.
Cile diplomové préce Ize shrnout do nasledujicich bodu:

e Stanovit vliv vodniho deficitu, aplikace osmoticky aktivni latky — glycin
betulinu a jejiho ovlivnéni obsahu prolinu a relativniho vytoku elektrolyti.

e Stanovit rozdilnou citlivost vybranych genotypti kukufice seté vici vodnimu
deficitu a reakci na aplikaci glycin betulinu.

e Sledovat vliv aplikace glycin betulinu a vodniho deficitu na obsah prolinu a

vytok elektrolytu v listech kukufice seté.

Na zaklad¢ vyse zminénych cilli je mozné stanovit tyto navrhované hypotézy:

e Mezi genotypy kukufice seté se pii pusobeni vodniho deficitu a aplikace glycin
betulinu v juvenilnich fazich vyvoje projevi rozdilné reakce v obsahu prolinu a
vytoku elektrolytu.

e Kombinace piisobeni vodniho deficitu a aplikace osmoticky aktivni latky

ovlivituje obsah prolinu a miru poskozeni rostlinnych pletiv.

Kukufice seta je nejpéstovanéjsi plodinou svéta a i v Ceské republice zaujima predni
misto V osévanych plochach zejména pro krmné ucely anebo jako biomasa pro tvorbu energie.

Z téchto diivodu byla vybrana kukufice setd jako modelova rostlina.



3 Literarni reSerse

3.1 Botanicka charakteristika kukufice seté (Zea mays L.)

Kukufice patii do tfidy rostlin jednodéloznych, do celedi Poaceae. Jak je patrné z
obr. 1, kukufice je statna rostlina, s vySkou stébla 150 az 400 cm. Stéblo je vyplnéné dfeni,
V priméru 2 — 6 cm S$iroké, pfimé, na dolnich kolinkdch kotfenici. Pochvy listii jsou hladké,
jazyéek dosahuje délky 3 — 5 mm, na konci je utaty. Cepele listi jsou ploché, iroké,
carkovité kopinaté. Mohou byt 5 — 15 cm Siroké, na lici slab& chlupaté a drsné. Kvétenstvi
kukufice jsou jednopohlavnad a jednodoma. Sami¢i kvétenstvi piedstavuji véalcovité palice
rostouci v uzlabich dolnich listd. Jsou az do zralosti obaleny nafouklymi pochvami, ze
kterych nahofe vyc¢nivd husty svazek nitovitych brvitych ¢nélek ukoncenych rozeklanou
bliznou. Sam¢i kvétenstvi jsou vrcholova, tvofi ptimou latu slozenou z hustych, tuzkych, az
20 cm dlouhych lichoklast. Klasky jsou uspotfadané ve dvojicich, z nichz dolni je ptisedly a
horni stopkaty. Obilky kukufice jsou neokoralé, nejCastéji zluté ¢i tmavocCervené az

karminové (Dostal 1989).

Obr. 1: Kukurice setd (wikiwand.com).
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pestrost tohoto druhu:

- Kukufice obecna, tvrda (Zea mays convar. indurata Sturt.). Patéi k nejstarS$im
varietdm, je vysoce polymorfni. Zrno ma okrouhlé, tvrdé, lesklé s moucnatym
endospermem ve stfedni ¢asti. Zahrnuje ranéj$i odridy s rychlejSim vyvojem.
Ovsem v porovnani s kukufici konisky zub ma nizsi vynos.

- Kukufice konisky zub (Zea mays convar. indentata Sturt.). Zrno se vyznacuje
klinovitym tvarem s malou jamkou nahote, jeji zrno je tvrdsi nez zrno kukufice
obecné. Vnitini a horni ¢ast endospermu je mékka a moucnatd. Rostliny pozdéji
dozravaji, jsou vSak vynosnéjsi.

- Kukufice polozubovita (Zea mas convar. aorista Grebensc.). Pochazi z kiizeni
koniského zubu a kukufice obecné. Jedna se o prechodnou varietu.

- Kukufice pukancova (Zea mays convar. microsperma Korn.). Vytvaii drobné zrno
SHTS 90 — 130 g. Existuji dva typy, ryzova se zobakovité ukoncenym zrnem a
perlovd se zrnem zakulacenym, hladkym a lesklym. M4 pomémé vysokou
vyzivovou hodnotu a pouZzivé se na vyrobu popcornu, protoze prazenim zrno praska,
oplodi a endosperm pfitom vyhtezava a né€kolikrat zvétsi svilj objem.

- Kukufice cukrova (Zea mays convar. saccharata Sturt.). Zrno je na lomu lesklé,
obsahuje malo Skrobu. Charakteristickym znakem je svra$télé zrno. Tato vlastnost
se ovSem projevuje az po dozrani. V mlécéné zralosti mé zrno okrouhly tvar a prave
V tomto stadiu se konzumuje jako zelenina.

- Kukufice voskova (Zea mays convar. ceratina Grebensc.). Zrno je velmi podobné
zrnu kukufice obecné, 1i8i se pouze matnym povrchem. Periferni ¢4st endospermu je
neprusvitnd, optickymi vlastnostmi podobna vosku. Je vhodnd k technickym
uceltim.

- Kukufice Skrobnata (Zea mays convar. amylacea Sturt.). Zrno obsahuje malo
bilkovin, zato disponuje vys§im obsahem Skrobu. Vhodna je tedy k vyrob¢ lihu.
Zrno obsahuje mou¢ny endosperm, povrch je matny.

- Kukufice pluchata (Zea maysvar. tunicata Sturt.). Hlavni odliSnosti je uzaviené
zrno ve zvétSenych pluchach. Neni hospodaisky vyznamna, slouzi pfedevsim jako
zdroj botanickych studii a genetického materialu.

- Kukufice pestrolista (Zea mays var. japonica Sturt.). Péstuje se pouze jako okrasna

rostlina. M4 svétlezluté anebo Cervené pruhované listy.



3.2 Historie a soucasnost péstovani kukurice seté

Vavilov €leni centra piivodu kulturnich rostlin na osm oblasti, jak doklada obr. 2. Za
puvod planych forem kukufice a jejich nédsledné zdomestikovani povazuje oblast Latinské
Ameriky. Kukufice byla hlavni plodinou pro starovéké civilizace Aztékli, Mayl a Inkd.

Pocatky jejiho pestovani se tak datuji do obdobi pted 6 tisici lety (Dolezal 2006).

Ovsem je potieba vzit v potaz také vysledky Harlan (1971), které ukazuji na existenci
tzv. ne-center, které spole¢né s centry pivodu kulturnich rostlin tvoii ucelené systémy.
Ne-centra pivodu se nachéazeji v tropickém pasu, konkrétné v Africe, jihozapadni Asie a Jizni
Americe. Diky vétsi ptirozené biodiverzité se zde mohly vyvinout druhy, které se s pozdéjsi
migraci a vyménou genetickych informaci, dostaly do center pivodu, odkud vzesly lidskou
¢innosti druhy domestikované. Za ptivodni misto vzniku kukufice seté je moZno tedy oznacit
systém skladajici se z ne-centra v Jizni Americe, zejména v podhlii And v celé jeho délce, a

centra puvodu v Latinské Americe.
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Obr. 2: Centra puvodu kulturnich rostlin dle Vavilova (Dolezal, 2006).

Jak uvadi Primack et al. (2001) uzitkové druhy rostlin vykazuji v urcitych oblastech
svéta vysokou genetickou variabilitu, a to nejcastéji tam, kde byl druh poprvé domestikovan

nebo je stale péstovan v tradi¢nich zemédélskych podminkach. Variabilita druhu Zea mays



praveé v Latinské Ameriky tak poukazuje na skutecnost, ze se opravdu jednd o mista, ze

kterych kukufice setd vzesla.

Podle Doebley et al. (1995) je pavod kukufice seté pozoruhodnym piipadem evoluce.
Teosint (Zea Luxurians Durieu), jednoho z pravdépodobnych ptedkt dnesni kukufice, se totiz
pfi svém prvnim objeveni nepodaftilo zatadit do stejného rodu kvili odlisSnému habitu rostliny.
Diky kiizeni s jinymi primitivnimi druhy, upfednostiiovani rostlin produkujicich nejvétsi
palice, zrna a schopné piezivat v prostiedi horskych civilizaci indiansky kmenti, se postupné

zrodila podoba kukufice seté zndmé v soucasnosti (Strnadova et al. 2012).

Kukufice patfi mezi nejvyznamnéjsi plodinu soucasné doby. Béhem poslednich
desetileti lze sledovat stoupajici tendenci v mnozstvi osetych ploch nejen na americkém

kontinenté, ale i ve vét§in¢ zemi Evropy (Tatsumi et al. 2011).

Wang et al. (2017) uvadégji, Zze diky pokroku v oblasti §lechténi je mozné kukufici setou
uspesné péstovat takika po celém svété a v nejriznéjSich vyrobnich oblastech. Jak odridy na
silaz, tak zrnové odridy se dafi péstovat i v severskych zemich, které se vyznamné lisi od

puvodniho mista vzniku této rostliny.

Hnilicka & Hnilickova (2012) dokumentuji jednu z velikych vyhod kukufice, a to sice
nizky transpiracni koeficient, ktery se pohybuje v rozmezi od 230 do 380. Vytvofeni co
nejvice suSiny pii spotfebovani co nejméné vody se jevi jako klicova vlastnost tspéchu

kukufice seté jako kulturni plodiny rozsifené po celé zemi.

Zlepsena fotosynteticka vykonnost a odolnost k suchu u kukufice je rovnéz predmétem
genetického inzenyrstvi, kdy byl do rostliny kukufice vloZzen gen pepc pivodem z ¢iroku
obecného (Sorghum bicolor). Gen fidi produkci enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylazy, ktery
je u C4 rostlin vyznamny pro fixaci a naslednou utilizaci CO». Diky této modifikaci, ktera je
v USA jiz vyuzivana a déale rozvijena, maji hybridy kukufice s touto genetickou upravou
podstatné mohutnéjsi kotenovy systém, ktery umoznuje rostling¢ Cerpat vodu z 2x az 3X

vétsich hloubek oproti konvenénim odriidam (Riha 2008).

V souvislosti s efektivnéjsim péstovanim kukutice je také ovéfovano soub&zné vysévani
fazolu a kukuftice. Luskovina v podsevu zvysSuje konkurenci vuci pleveliim, eliminuje erozi,
zajiStuje zlepSeni piidni struktury, optimalizuje funkci mikrobnich spolecenstev. Z hlediska
vyzivy predstavuje zdroj dusiku, ktery je pro kukufici piistupny zejména v druhé polovingé

vegetace, a téz zpiistupnuje fosfor (Latati et al. 2016).



Minimalni konkurenéni schopnost na pocatku vegetace souvisi pfedevsim se systémy
regulace pleveld. Vytrvalé druhy je vhodné fesit jiz v pfedploding, piipadné vyuzit moznosti
seti do vymrzlé meziplodiny. Sortiment herbicidii je dostatecné Siroky a Ize je aplikovat jak
preemergentné, tak az po nasledném vzejiti rostlin. Pomérné rozsifenym systémem je rovnéz
kombinace herbicidni ochrany a ple¢kovani v pozdéjsi fazi, které je spojeno s pfihnojenim
kapalnymi dusikatymi hnojivy. Ve svété je nejrozsifenéjsim systémem herbicidni regulace
pestovani GM kukutice Roundup Ready, kdy se aplikuje G¢inna latka glyfosat nejCastéji ve

dvou terminech a to az do faze deviti listti (Kazda et al. 2010).

Mezi Casté choroby kukufice patii spala kli¢nich rostlin zptisobend komplexem ptidnich
hub, dale pak obecna snét kukufi¢na, jejimz pivodcem je patogen Ustilago mayids a
napadeni rostlin houbami rodu Fusarium. Zakladnim ochrannym opatfenim vuéi spale
kli¢nich rostlin je prevence, kdy je dilezity vysev do dostate¢né prohiaté (alespont nad 6 °C),
neutuzené a nezamokiené puidy, provedeni kvalitni predsetové ptipravy a v neposledni fadé
fungicidni mofteni osiva. Fuzaridzy na rozdil od snéti mohou znehodnotit produkci obsahem
mykotoxinil. Je rovnéz prokézan vyssi vyskyt fuzari6z na rostlindich napadenych obecnou
snétivosti kukufice. Taktéz piehnojeni dusikem ¢i naopak deficit drasliku se uvadi jakozto
faktory zvySujici pravdépodobnost napadeni (Kazda et al. 2010).

Vyse uvedeni autofi uvadéji také dva nejnebezpecnéjsi skidce. Tim nejzavaznéjSim je
motyl zavije¢ kukuti¢ny (Ostrinia nubilalis). Housenky vyziraji stébla a proziraji se do palic.
Zptsobuji laméni rostlin a zvySuje se riziko infekce houbovymi chorobami. Ochrana se
provadi bud’ chemicky postiikem na cerstvé vylihnuté larvy, anebo biologicky pomoci

paraziticky vosic¢ek z rodu Trichogramma.

Bazlivec kukufi¢ny (Diabrotica virgifera) se jako nebezpeény Skudce vyskytuje az
V poslednich letech. Souvisi to snarGstem ploch péstované kukufice a predevSim
s nedodrzovanim osevnich postupll, protoze nejvétsi Skody pacha az larva, kterd se lihne
z ptezimujiciho vajicka nasledny rok a miize fatalné poskodit kofenovy systém. Ptimé Skody

dospélct zirem jsou zavazné pouze pi1 mimotadné hojném vyskytu.



3.3 Obecna charakteristika stresu

3.3.1 Rozdéleni stresovych faktori a interakce mezi nimi
Pojmem stresor rozumime jakykoli vngjsi faktor, ktery vykonava vliv pro rostliny
nevyhodny, negativné plisobi na fyziologické, biochemické a molekularni procesy v rostling a

muze vést az ke smrti organismu (Ashraf & Harris 2013).

Stresové faktory lze rozd¢lit do dvou skupin — abiotické a biotické. Mezi abiotické patti
teplota (horko, mraz, chlad), voda (jeji nadbytek nebo naopak nedostatek), zareni, chemicka
zatez (toxické kovy, nadbytek ¢i deficit soli, pesticidy) a mechanicka zatéz (vitr, Castice, tlak).
K biotickym faktoriim se fadi tlak chorob, Skiidcti a negativni ptisobeni okolnich organismi
¢ili konkurence. Tyto faktory ovliviluji Zivotni funkce rostlin, ale nepfimo jsou
také  zodpovédné za  nepfiznivou  kvalitu ¢ vynos  péstované  plodiny

(Hnilicka & Hnilickova 2016).

Stresové faktory mizZeme hodnotit také v ramci jejich plsobeni v Case. Zatimco mezi
rychle pusobici stresory, které se mohou projevit fadové v minutach ¢i hodinach, lze zatadit
napiiklad stres tepelny, ¢i neptiznivé plsobeni povétrnostnich podminek, mezi dlouhodobé,
pusobici v dnech az mésicich, patii nedostatek vody v piidé€ nebo nedostatek mineralnich zivin

(Jenks & Hasegawa 2005).

Dulezité je si také uvédomit, Ze jednotlivé stresové faktory neptisobi oddé€lené, ale vzdy
v kombinaci, a vytvari tak interakci mezi sebou, coZ vede ke komplikovanosti urceni reakci
rostlin. Oddélené pisobici stresory kuptikladu nemusi vést pfimo ke smrti organismu, avSak
v kombinaci s ostatnimi se z nich stava pro zivot rostliny nepiekonatelnd ptekazka. Taktéz
rizné kombinace stresord mohou ohrozit pouze nckteré rostlinné organy, zatimco v jiné
kombinaci a za jinych podminek je vystavena  stresoru celd  rostlina

(Hnili¢ka & Hnilickova 2016).

Podle Mittler (2006) ovsem existuji i kombinace stresovych faktord, viz obr. 3, které
mohou vyvolat potencionalné pozitivni reakci. Tyto interakce jsou bohuzel oproti negativné
pusobicim v menSinovém zastoupeni, a proto je jednou z vyzev moderniho §lechténi rostlin a
genoveého inzenyrstvi vyvinout takové rostliny, které by ve své genetické vybaveé nesly geny

tolerance praveé ke kombinaci riznych stresovych faktort.
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Obr. 3: Stresové matice (upraveno dle Mittler 2006).

3.3.2  Stresova reakce

Rostlina reaguje na stres obrannymi reakcemi, které 1ze obecné nazvat stresovou reakci.
Podle Levitt (1980) se jedna o tzv. strain. Stresové reakce lze dle Selye (1973) rozdélit na
specifické a nespecifické. Toto rozdéleni se odviji od modifikace zakladnich metabolickych
drah. Neni vSak vzdy jasn¢€ pozorovatelné, o jakou reakci se jednd, nebot’ i1 specifické reakce
muze postradat svoji specifitu. Pfikladem mohou byt heat shock proteiny (HSP), které se
Vv téle rostliny vytvaieji jako obrana vic¢i vysoké teploté, avSak jejich vyskyt byl také prokazan
Vv piipadé€ stresu zpisobeného tézkymi kovy (Schulze et al. 2005). Taktéz zvySeni koncentrace
osmolytil a s tim souvisejici zmé&na membranového potencidlu je ptikladem specifické reakce,

ktera je ovSem reakci jak na stres suchem, tak stres mrazem (Beck et al. 2007).
Obecné lze fici, Ze pfi akutnim stresu dochazi Castéji ke specifickym reakcim spojenym

s tvorbou urcitych specifickych latek, zatimco pii vleklém stresu je reakce rostlin méné

specificka (Cerkal 2011).



Mezi nespecifické reakce patii napf. tvorba a zesileni mechanickych bariér, produkce
sekundarnich metabolitd nebo antimikrobialnich proteind, které brani pruniku patogenu do

organismu, popiipadé zabranuji jeho dal$imu Sifeni (Hammond-Kosack et al. 1996).

Pusobeni stresu na organismus lze rozdélit do 4 zakladnich fazi, jak demonstruje obr. 4.
Z n¢ho vyplyvaji ctyfi zékladni faze stresu: poplachova, restitucni, rezistence a vyc€erpani.
Ve fazi poplachové rostlina reaguje na pisobeni stresovych faktorti na ni a vyhodnocuje jejich
ucinek. Navazuje na ni faze restitu¢ni, kdy rostlina mobilizuje kompenza¢ni mechanismy.
Féaze rezistence se vyznacCuje odpovédi organismu, kdy rostlina bud’® prekond stresové
pusobeni a dojde k tzv. eustresu, ktery ma pozitivni vliv na vyvoj a pfeziti rostliny. Pokud
rostlina neni schopna potlacit vliv stresu, dostane se do faze vycerpani, kdy neni schopna

odolavat stresovym podminkam a nastava poSkozeni organismu, dochazi k tzv. distresu

(Larcher 2003).
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Obr. 4: Faze stresu (upraveno dle Larchera,2003).

Podle Lichtenthaler (1998) eustres pusobi jako aktivacni ¢i stimulacni podnét, ktery
pozitivné plsobi na rostlinu. Mirny stres tedy miize byt bran jako vyhodny stav, ktery
v rostliné aktivuje bunécny metabolismus a stimuluje jeji fyziologickou aktivitu. Pojem
distres lze naopak chapat jako stres, ktery pusobi poskozeni a ma na rostlinu negativni vliv.
Stresor v takovém piipad¢ piekro¢i prahovou hodnotu, kterou neni rostlina schopna

kompenzovat.
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Jak uvadi Cerkal (2011), rostlina se do faze vycerpani mnohdy nemusi dostat ani pfi
dlouhodobém puisobeni stresovych faktord. Vlastnosti stresu, které ovliviji, zda se rostlina
dokaze s nepiiznivymi podminkami vyrovnat, jsou — sila, doba trvani, pocet expozic a
kombinace stresu. Pfi akutnim stresu jsou reakce rostliny silnéj$i, napadnéjsi a rychleji tak
vznikd poskozeni, zatimco pti vleklém stresu rostlina reaguje pomaleji a poskozeni nejsou

tolik napadna, ¢i k nim dochézi se zpozdénim.

Mezi schopnosti rostliny, které umoziuji odolavat stresovym faktortim, se fadi zejména
tolerance. Tu je mozno ziskat bud’ geneticky, selekci v pribéhu generaci. Tento proces se
nazyva adaptace. Druhou cestou je aklimatizace, kdy si rostlina pfi postupném vystavovani

stresu zvykne na jeho ptisobeni a je tak schopna mu odolat (Jenks & Hasegawa 2005).

Zmény v disledku pfizptisobovéani, ¢i Uplnému ptizpisobeni rostlin vic¢i stresovym
podminkam, lze pozorovat na néckolika tUrovnich. Zmény probihaji na molekularni,
subcelularni, organové a systémové urovni. Mezi piiklady adaptace rostlin na nepftiznivé
podminky patii naptiklad vytvoreni trnli jako obrana pied ZivocisSnymi sktidci, anebo zesileni

kutikuly kvili zabranéni pronikani UV zatfeni pokozkou (Marecek 2001).

3.4 Stres suchem

Podle Blum (2005) je nastupujici stres suchem obdobi, kdy poptavka rostliny po vodé
neni uspokojena a rostlina se tak dostava do vodniho deficitu. Vodni deficit lze definovat jako
mnozstvi vody, které rostliné chybi k uplnému nasyceni. Lipiec et al. (2013) popisuji sucho
jako vysledek nerovnovazného toku vody mezi evapotranspiratnimi naroky prostiedi a

transportem vody v systému ptida — kofenovy systém.

Voda prostupuje celou rostlinu(primérny obsah vody v rostliné se pohybuje mezi
60 — 90 %) a vytvaii nejen prostiedi pro pohyb anorganickych i organickych latek, ale také
hydratuje bunéénou sténu a cytoplazmu, ovliviiuje strukturu molekul proteinti, nukleovych
kyselin a polysacharidi. Tvofi prostfedi, ve kterém probiha vétSina biochemickych reakci a
do mnoha procesu vstupuje jako reakéni cCinidlo (napf. fotosyntéza, hydrolyza zasobnich
latek). Vnitini pozitivni hydrostaticky tlak vody pomaha udrzet tvar rostliny a vodni rezim
stabilizuje teplotni poméry v rostlin€ 1 jejim okoli (Taiz & Zeiger 2002).

vV

vyznamnému limitnimu faktoru v péstovani rostlin, jak je patrné z obr. 5. Z n¢ho vyplyva, ze

pokud je rostlina vystavena stresu z nedostatku vody dlouhodobé, za¢nou se projevovat
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opticky viditelné zmény. Listy zloutnou, hnédnou, svinuji se kolem stfedni zilnatiny a
pred¢asné odumiraji. Postizeny jsou nejprve spodni patra, usychani probiha od vrcholu k bazi
listu. Rast vSech rostlinnych ¢asti je omezen a kvalita plodii se snizuje. Nakonec muze
dochazet az k opadu listti 1 plodt. Stresované rostliny si za kazdou cenu snazi udrzet plodnost,
proto Casto nastupuje generativni faze rychleji, vegetacni doba se zkracuje. ZvySuje se

hodnota osmotického tlaku diky vy$simu obsahu iontli a cukrt (Kudela et al. 2013).

]PO$KOZENi ROSTLINY SUCHEM ]
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Obr. 5: Poskozeni rostlin suchem (prevzato od Kiidely et al. 2013).

Za vodni deficit je povazovan stav, kdy je obsah vody v rostliné niz§i nez pfi
maximalnim nasyceni. Vodni deficit vede ke ztraté turgoru a projevuje se zastavenim rustu a
vadnutim. Navic se pii nedostatku vody zvysuje citlivost k ptisobeni dalSich stresort, napft. ke
zvysSené teploté, nebot’ stres suchem vyznamné sniZuje transpiracni proud a rostlina tak neni

schopna se dostate¢né ochlazovat (Bray 1997).

Nedostatek vody pro zasobeni rostliny zplisobuje predevsim jeji nedostupnost, ale také
zasoleni pud, jez vede ke snizeni vodniho potencialu piidniho roztoku pod hodnotu vodniho
potencidlu bun¢k kotfene, ¢imz zabranuje v piijmu vody. Stres z nedostatku vody ovS§em mtize
nastat 1 kratkodob& napt. vysokou transpiraci pfi horkém dni. Rostlina neni schopna

kompenzovat zvySenou transpiraci dostateCnym piisunem vody z pidy. Vodni deficit mize
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byt vSak vyvolan zcela opacnymi teplotami, a to pii mrazivych dnech, kdy se vytvaii led

v mezibunécnych prostorach a dochazi k dehydrataci cytosolu (Taiz & Zeiger 2002).

Vyznamnym ukazatelem toho, zda rostliny ptechazeji z optimalniho stavu do stadia
stresu suchem, je obsah vody v pidé. Pro vétSinu druht rostlin se jako idealni nasycenost
pudnich port vodou uvadi 60 az 80 % a zbyvajicich 20 az 40 % vzduchem. Pfi vétsim obsahu
vody v pud¢ nastava ¢astecné nebo uplné zamokieni, navic chybi kyslik. Otoc¢i-li se pomér

obsazené vody ke vzduchu, rostliny naopak trpi suchem (Kiidela et al. 2013).

Pii poklesu fotosyntézy za¢ne probihat nadmérna tvorba energie ve fotosystému II, coz
vede K naruSeni pribéhu fotosyntézy a piedev$im k akumulaci reaktivnich forem kysliku
(ROS). Tento proces nasledné vede az k oxidativnimu stresu. Rostlina si tedy musi poradit
nejen s nedostatkem organickych a anorganickych latek a postupné ztraty vody jakozto
pohyblivého toku a reak¢niho cinidla, ale také s omezenim fotosyntézy, S tim spojeného
nizs§iho energetického pfijmu, a Vv neposledni fad¢ hromadicimi se reaktivnimi formami
kysliku (Sperdouli & Monstakas 2012). Akumulace reaktivnich forem kysliku pasobi na
rostlinu toxicky, ohrozuje bunku unikem elektronli, poskozuje bunééné membriny a

deaktivuje nékteré dulezité enzymy (Rai et al. 2012).

Nedostatek vody v pidé vede ke snizeni vodniho potencidlu v ptidnim roztoku, na coz
musi rostlina reagovat taktéZ sniZenim svého vodniho potencidlu. Pfitom k méfitelnému
zpomaleni ristu dochézi jiZ pfi velmi malych ztratach vody, kdy turgor klesne pouze o 0,1 az
0,2 MPa. Rust se zastavuje jiz pii poklesu turgoru na -0,3 az -0,4 MPa. Vodni deficit pisobi
na rostlinu jesté pied tim, nez se viibec projevi vizualni znamky vadnuti. Dalsi pokles vodniho
potencialu bunék piiblizné na hodnotu -0,2 az -0,8 MPa vede k rychlym zménam aktivity
enzyml. Snizuje se syntéza bilkovin a cytokinini a zpomaluje se déleni bunék. Pokud
hodnota vodniho potencidlu dosdhne hodnoty okolo -1,0 MPa, za¢ne rostlina vytvaret vétsi

mnozstvi cukrt, alkoholti a osmoprotektantti, napi. prolin (Jones et al.1989).

Rostliny vyvinuly dvé rtizné strategie na obranu proti vodnimu deficitu. Prvnim
souborem mechanismu je avoidance, neboli vyhnuti se podminkdm sucha. Druhd strategie
spociva v toleranci K snizenému obsahu vody. Mechanismy tolerance se dale déli na ty, které
se snazi udrzet vysoky vodni potencial a na ty, které¢ vedou k poklesu vodniho potencialu a de
facto k vysuSeni rostliny. Obé strategie se navzajem nevylucuji a mohou se objevovat
soucasn¢, Ci na sebe navazuji, pokud se ukaze jedna ze strategii jako madalo ucinna

(Larcher 2003).
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Mezi mechanismy vyhnuti se podminkam sucha patii rychly fenologicky vyvoj,
usporny rist a tvorba omezeného poctu generativnich organti, plasticita jednotlivych
vyvojovych fazi a prodlouzend dormance. Nekteré druhy potfebuji k plnému vyvoji pouhych
par tydnti a vyuzivaji tak maximalné potencial obdobi, kdy je piistupna voda v pudé.
Vyvojova plasticita se mize projevovat naptiklad opadem listti v obdobi sucha a pfti vyskytu

srazek dochazi k opétovnému rustu (Nilsen & Orcutt 1996).

Nekteré rostlinné druhy jsou schopné tolerovat kompletni vyschnuti, aniz by doslo
K amrti organismu. Naslednou rehydrataci opét obnovuji svtj rast. Do skupiny rostlin majici
tuto schopnost patii predevSim niz§i cévnaté rostliny jako napf. mechy, kaprad’orosty a
nékteré druhy fas. V obdobi stresu suchem se voda odpatuje z pletiv, snizuje se turgor a vodni

potencial, cytoplasma ztraci sviij objem (Nilsen & Orcutt 1996).

Druhym zplsobem tolerance je zachovani si vysokého vodniho potencialu, coz
vyzaduje zlepseni hospodaieni s vodou. Toho 1ze dosdhnout zlepSenim efektivity vyuziti vody
zaviranim praduchi, silngjsi kutikulou, snizenou plochou listl, ristem podzemni biomasy a
vyss§i aktivitou kofenli. Rostlina na stres suchem reaguje také Upravou biochemickych

vlastnosti, tedy produkci osmoticky aktivnich latek, antioxidanti a rtstovych hormoni

(Khan et al. 2013).

Rostliny vyskytujici se v oblastech s niz§im mnozstvim srazek vytvaii obecné hlubsi
kotfenovy systém, coz vede k vétsi absorpci vody a stabilité vynost. Rist kotent podporuji
fytohormony cytokininy a gibereliny. Kofeny rostouci do vétSich hloubek maji zvySenou

schopnost proniknout silnou vrstvou pudy a 1épe si osvojuji Ziviny (Gao et al. 2016)

Kutikula chréni rostlinu ptfed nekontrolovanou difuzi vody do atmosféry, ale také chrani
buiiky pted dopady UV zéfeni. Primarni reakci na pokles stavu vody v rostliné je uzavieni
stomat ve snaze zadrzet vodu v téle (Jenks & Hasegawa 2005). Zavirani praduchi #idi mimo
jiné kyselina abscisova, ktera je také zodpovédnd za inhibici ristu, zpisobuje opad plodl a
listii a reguluje pocet nasazenych generativnich organu (Fard et al. 2017). Avsak i po uzavieni
praduchii dochézi k vyparu diky tzv. kutikularni propustnosti. Proto rostliny adaptované na
suché oblasti maji kutikularni membranu az 100krat méné propustnou nez mezofytni rostliny

(Jenks & Hasegawa 2005).

Za ucelem udrZeni si osmotického potencialu hromadi rostlina metabolity organického
puvodu s nizkou molekuldrni hmotnosti nazyvané kompatibilni osmolyty ¢i osmoprotektanty.

Maji neutralni naboj, nejsou pro buiku toxické a podileji se na stabilizaci proteinli a
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bunéénych membran, kdy zabranuji denaturaci v disledku stresového plisobeni z prostiedi.
Podileji se také na odbourdvani reaktivnich forem kysliku a pomahaji udrzovat turgor bun¢k a
snizovat vodni potencial rostliny. Maji také vliv na aktivitu enzymu. Patfi mezi né napiiklad

prolin a glycin betain (Yancey 1994).

Vypotadat se sdopady vodniho deficitu se jevi jako jeden z hlavnich ukolt pfii
uspésném péstovani plodin a dosahovanim pozadovanych vynost. Zvlast dulezitym obdobim
Z hlediska zasobenosti vodou je pro rostlinu faze prodluzovaci a faze rustu a zakladani
generativnich organi. Jestlize v tomto obdobi trpi buiiky nedostatkem vody, prodluzovaci
faze se predcasné ukonci a organy jiz nedorostou do bézné délky, rostliny ztistanou zakrslé,

snizi se vynos i kvalita (Kidela et al. 2013).

Cilem péstitele by tedy mélo byt napomahat rostlindm zmirfiovat projevy nedostatku
vody, ¢i vibec piedchazet jeho vzniku. Dostupnost vody v pidé lze zvysit efektivnim
zavlazovanim ¢i zakryvanim povrchu pudy, ¢imz se zabrani nehospoddrnému vyparu
(Yi et al. 2010). Téz zvySovani organické hmoty v pidé a udrzovani pudni struktury vede ke
zlepSenému vodnimu stavu (Van¢k et al. 2016). Prokazan je rovnéz pozitivni efekt foliarni

aplikace osmoprotektantl (Hayat et al. 2012; Cha-um et al. 2013).

3.5 Prolin a jeho funkce v rostliné

Hromadéni prolinu v rostlinnych bunikach je jednim z vyznamnych znakl pfi adaptaci
rostlin na nepfiznivé zmény prostfedi a jeho narist byva zaznamenavan pii poplachové fazi
pusobeni stresovych faktort. Prolin je soucasti metabolismu kyseliny glutamové a glutaminu.
Je vyjimecny tim, jak dokladaji Goring & Thien (1978), Ze je jedinou aminokyselinou, ktera
je zakomponovana ptimo do bilkovin. Ne¢ini mu potize pohyb ve vodnych i v nevodnych

mediich, coz mu umoziuje snadny piechod ptes biologické membrany bunék a organel.

Syntéza prolinu v rostlinach je mozna dvéma metabolickymi drahami, jak dokumentuje
obr. 6. Za normdlnich podminek pfevazuje tzv. ornitinova cesta. V tomto piipadé je
prekurzorem alfa-aminokyselina ornitin. Akumulace prolinu touto cestou je vyznacna
pfedevS§im v pocatec¢nich fazich rGstu a kliCeni rostliny, dale pfi opyleni (Vasdkova &

Hradecka 1994; Hossian et al. 2014).
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Obr. 6: Syntéza prolinu (prevzato od Trovata et al. 2008).

Druhou drahou syntézy prolinu je tzv. glutamatova cesta, jak je uvedeno v obr. 6.
Z n¢ho je patrné, Ze vychozi surovinou je glutamat, ktery se preméniuje na prolin. Tento zdroj

syntézy prolinu je vyznamny béhem stresovych podminek (Hossian et al. 2014).

Prolin je zapojeny do mnoha fyziologickych procest. Jedna se o aminokyselinu, u které
se na hlavni fetézec vaze tetézec postranni za vzniku pyrrolidinového kruhu. Jednd se o
osmoprotektant hromadici se Vv rostlinach pfi reakci na stresové podminky, jakymi jsou napf.
sucho, zasoleni, vysoké ¢i nizké teploty, pfitomnost tézkych kovii nebo UV zatfeni. Prolin
ovliviiuje déleni bunék, ale i bunénou smrt a podili se na obnové rostlinnych pletiv pfi

negativnim plsobeni stresti z okoli (Theocharis et al. 2012; Fujisawa et al. 2018).

Prolin se ucastni celé fady procesii obrany rostlinnych pletiv proti ptsobeni
neptiznivych podminek. Podle Klaus & Heriber (2004) se ucastni se stabilizace proteini a
membran, ¢imz brani uniku elektrolyt, a pusobi jako hlavni organicky osmolyt. Dale je
induktorem osmotickych gent, které izce souvisi se stresem. Odbourava reaktivni formy

kysliku (ROS), diky ¢emuz napomaha rostliné piedchazet oxidativnimu stresu. ROS, jako
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napiiklad peroxid vodiku, jsou produkovany rostlinami jako vedlejsi produkty aerobniho

metabolismu.

Theocharis et al. (2012) dale uvadéji, Ze prolin také reguluje pomér NADP* a NADH.
Syntéza prolinu totiz vytvaii NADP®, zatimco jeho oxidace produkuje NADPH. Z toho
divodu je prolin vyznamnym pravé pfi toleranci stresu diky posunu redoxniho potencidlu
doplnénim o NADP®. Vlivem prolinu také dochazi k zvySeni fotochemické aktivity

fotosystému Il v tylakoidnich membranach a dochazi k snizeni peroxidace lipidi.

Prolin mohou organismy vyuzivat rovnéz jako zdroj uhliku, dusiku a ptedevs§im zdroj
energie. Podle Wood (1987) je prolin vyznamny Vv bioenergetice, kdy je jako energeticky
substrat vyuzivan v respiracnich fetézcich ke tvorbé ATP. Takto vytvotena energie, vzhledem
ke kumulaci prolinu pfi stresovych podminkéch, je organismem vyuzita k pfekonani stresu a

regeneraci bunék.

Dle Vasakové & Hradecké (1994) odpovida za akumulaci prolinu zvysSena aktivita
enzymu glutamatkinazy, klicového enzymu biosyntetické cesty vzniku prolinu z kyseliny
glutamové. Biosyntéza prolinu tak muze probihat podle potieby rostliny. Za normélnich
podminek je hladina prolinu udrZzovéana na stejné urovni diky samoregulac¢ni inhibi¢ni vazbé
k enzymu glutamatkinazy. Lze tak konstatovat, Ze hladina prolinu v rostliné je indikatorem
stresu. Podle autorek zvySena biosyntéza prolinu nastdva pifi nizkych teplotach

(0 °C az -20 °C), za sucha anebo pii vyssi koncentraci soli v substratu.

Rostlin€ lze prolin dodavat rovnéz foliarni aplikaci, jak uvadéji Hayat et al. (2012).
Zaroven ovSem varuji pied nepifiznivym efektem dodani prolinu v pfili§ veliké koncentraci,
ktera zpasobuje toxicitu. Dodany prolin totiz nepomaha pouze odolavat stresovym

podminkam, ale rovné€Z nastartuje biosyntézu této latky uvnitf rostliny.

3.6 Glycin betain a jeho funkce v rostliné

Glycinbetain(N,N,N-trimetylglycin) se hojn¢ vyskytuje v riznych druzich rostlin, ale i
u zivo€ichli a mikroorganismii. Molekula ma neutrdlni pH, vykazuje dipolaritu, avSak
s neutralnim elektrickym nébojem. Je rozpustny ve vodé a nezplsobuje toxicitu ani pfi
vysokych koncentracich. Jako osmoprotektant napomdhé chranit organismus pred stresem ze

sucha, zasoleni a pii extrémnich teplotach (Chen & Murata 2008).

Biosyntéza glycin betainu se uskuteciiuje dvoji cestou, jak dokazuje obr. 7. Z n¢ho je

patrné, ze u vétSiny organismu pievazuje tzv. cholinovéd cesta. Pfeména cholinu na glycin
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betain je ovlivnéna bud’ jednim, anebo dvéma enzymy v zavislosti na stupni oxidace cholinu.
Rozsifenéjsi variantou je dvojnasobnd oxidace cholinu pfes betain aldehyd az na glycin
betain. Oxidace probiha za pomoci enzymu cholin monooxygenazy a betain aldehyd
dehydrogenazy. Oba enzymy se u rostlin nachdzeji ve stromatu chloroplasti

(Sakomo & Murata 2002).

(a)

Me
. _OH
e —~oH®, Me__pe 7\~ A
" ) v [ e ey
N — OH ; lL
Me -
Choline Betaine aldehyde
(hydrated form) Glycine betaine
(b) 0O M. Me Me
N . 0 @, Me R * - I .
Me Me
Clycine Sarconing N,N-Dimethyl glycine Glycine betaine

(N-methyl glycine)

Obr. 7: Syntéza glycin betainu (prevzato od Sakamoto & Muraty 2002).

Méng Castym zpisobem syntézy glycin betainu je dle Nyyssold et al. (2000) tzv.
glycinova cesta, pfi které je prekurzorem glycin. Tento zplsob byl zjiStén pouze u dvou
halofytnich mikroorganismi Ectothiorhodospira halochloris a Actinopolyspora halophilia.
Syntéza glycin betainu u téchto mikroorganismt probiha postupnou trojnasobnou N-metylaci.

Ve probiha za pomoci katalyzatoru S —adenosylmethionin methyl transferazy.

Rostliny syntetizuji glycin betain jak v kotfenech, tak listech. Pii plisobeni stresu ze
sucha nebo zasoleni, se koncentrace glycin betainu podle Hajlaoui et al. (2010) zvySuje jak
v mladych tak starSich listech, jenz jsou schopné fotosyntézy. Ve starnoucich listech dochazi
jen k minimalnimu nardstu koncentrace této latky. V kofenech se koncentrace glycin betainu
zvySuje smérem ke kofenovych Spickdm a kofenovému vlaSeni. Stejné jako ostatni
kompatibilni osmolyty neni glycin betain rostlinou dale metabolicky vyuzivan. Interaguje

S proteiny, coz ma za nasledek udrzeni jejich hydratace.

Zhang et al. (2011) uvad¢ji, ze kromé funkce osmoticky aktivni latky muze glycin
betain chranit také bunky pied vlivy okolniho prostfedi nepiimo. Jedna se o pusobeni na

jednotlivé enzymy a stabilizaci membranovou integrity tim, Zze udrzuje strukturu proteint.
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Dale chrani cytoplasmu a chloroplasty, fotosynteticky aparat a slouzi jako lapac kyslikovych
radikali. Nicméné u mnoha druhd kulturnich rostlin je akumulace glycin betainu nizka, a

tudiz je jeho pomoc viici stresovym faktoriim podstatné snizena.

Podle téchto autort se glycin betain v rostlinach za béZnych podminek nerozklada,
takze mize byt snadno ziskavan jako vedlejsi produkt pii péstovani velkoobjemovych plodin,
jako je napiiklad cukrova fepa. Vnéjsi aplikace glycin betainu by mohla byt fesenim u plodin,

jez si ho nejsou schopny v dostate¢ném mnozstvi produkovat samy.

Mnoho druhi rostlin, jako napiiklad cukrova fepa, dokaze syntetizovat glycin betain a
pfi optimélnich podminkach k ristu udrzuji jeho hladinu na nizké turovni. V pfipadé
abiotického stresu jsou schopny toto mnozstvi navysit az stonasobné, uvadi se hodnoty od 40
do 400 pmol. U nekterych druhi vsak bylo prokdzano, ze nejsou schopny syntetizovat glycin
betain vibec. Podle McCue & Hansona (1990) se jednd o ryzi setou, rajée jedlé ¢i lilek
brambor. Jak uvadéji Khan et al. (2009) gen biosyntézy glycin betainu je predmétem Slechténi

k odolnosti viici abiotickym strestm.

Ve své studii Wang et al. (2010) dokazuji pozitivni vliv glycin betainu na ochranu
fotosyntetického aparatu pfi stresovém pusobeni z nedostatku vody. Glycin betain funguje
zejména jako stabilizator lipidd v tylakoidni membrané, ¢imz umoznuje rostling
fotosyntetizovat 1 pii stresovych podminkach. Glycin betain také pomaha pii stresu

z nadmérného ozareni, kdy se aktivné ucastni xantofylového cyklu a zvySuje jeho aktivitu.

Podobné uUcinky jako glycin betain vykazuje glycin betulin, derivat kyseliny betulinové.
Nazev je odvozen od biizy bélokoré (Betula alba L.), ze které byl poprvé syntetizovan.
Glycin betulin ptsobi v rostliné jako osmoprotektant, ma antioxida¢ni a antibakterialni

uc¢inky (Yogeeswari & Sriram 2005).

Foliarni aplikace glycin betainu se musi uskutecnit bud’ jako preventivni opatieni, nebo
co nejdiive na pocatku plsobeni stresu znedostatku vody, jak dokladd ve své praci
Reddy et al. (2013). Aplikace v pozd&jsi fazi, kdy uz se efekt nedostatku vody zacne
projevovat vizualng, neni pfili§ ¢innd. Pokud je ovSem aplikace spravné nacasovana, umozni
glycin betain rostlin¢ piekonat kratkodoby stres suchem takika bez ztraty biomasy, ¢imz

ziskava vyhodu pro dalsi vegetaci oproti neoSetienym rostlinam.

Cha-um et al. (2013) ve své studii uvadéji, Zze redukce biomasy, konkrétné u ryze seté,

je u oSetfeni glycin betainem oproti kontrolni variant€ az o 65 %. Zajimavé je také zjisténi, ze
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aplikace glycin betainu vede i u nestresovanych rostlin k vyraznému navyseni biomasy vici

rostlinam neoSetfenym, a to az o 40 %.

Dodani glycin betainu lze uplatnit 1 u stresu ze zasoleni. Pomaha stimulovat biosyntézu
prolinu, ¢imz zvySuje osmoticky tlak, coz vede ke zlepSenému pfijmu vody a Zivin
Vv zasoleném prostiedi. Pii davce 50 mM na rostlinu zvySuje také kli¢ivost a hmotnost semen.
Ovsem pii davkach vyssich (100 a 200 mM) se pozitivni efekt na kli¢ivost a hmotnost semen
snizuje (Chaum & Kirdmanee 2010).

Druhou moznosti je podle Hussain et al. (2013) zvySeni obsahu glycin betainu a
zlepseni tak tolerance rostlin k riiznym abiotickym stresiim, jsou genové mutace. Jedna se o
prenos gent zodpovédnych za tvorbu a funkci enzymi cholin monooxygenazy, respektive
betain aldehyd dehydrogenazy. Zdrojovym organismem pro gen tvorby cholin
monooxygenazy je pudni bakterie Arthrobacter globiformis, zatimco gen tvorby betain
aldehyd dehydrogendzy je ziskavan z bakterie Escherichia coli. Zminéné mutace za Gcelem
predevsim zvySeni tolerance vici suchu a zasoleni byly provedeny napiiklad u vojtésky seté,

rajcete jedlého ¢i ryze seté.
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4 Metodika pokusii

V diplomové praci byl sledovan vliv aplikace exogenniho glycin betulinu a vodniho
deficitu na obsah prolinu a relativniho vytoku elektrolyti u juvenilnich rostlin kukufice.
Na 2 vybranych hybridech kukufice seté byly méfeny vySe uvedené fyziologické
charakteristiky v rustovych fazich BBCH 16 - 23. Pokus byl zaloZen ve skleniku Katedry
botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ.

4.1 Pokusné rostliny

Pro studium byly pouzity 2 vybrané hybridy kukufice seté. Osivo poskytla osivarska
firma VP AGRO, spol. s.r.o.

1. RGT Indexx — dvouliniovy (Sc), stiedné rany hybrid (¢islo ranosti cca 280 S).
Rostliny vysoké, palice nasazeny vysoko, pocet fad zrn vysoky az velmi vysoky, typ
zrna tvrdy az mezityp. Vynos celkové suché hmoty vysoky, vynos celkové zelené
hmoty vysoky, obsah Skrobu stfedné vysoky az vysoky, stravitelnost stiedné
vysoka. UrCen pro péstovani na silaz v zemédé€lskych vyrobnich oblastech
kukufti¢né a fepatské (eagri.cz).

2. RGT Lipexx - dvouliniovy (Sc), rany hybrid (¢islo ranosti 280 Z). Rostliny vysoké,
palice nasazeny stfedné vysoko az vysoko, pocet fad zrn vysoky, typ zrna mezityp
az konisky zub. Vynos zrna vysoky. Urcen pro péstovani na zrno v zeméd¢lskych

vyrobnich oblastech kukuficné a fepatské (eagri.cz).

4.2 ZaloZeni a schéma pokusu

V pokusu byl sledovan vliv aplikace exogenniho glycin betulinu a vodniho deficitu na
fyziologické odezvy kukufice seté. Glycin betulin (Solagran Limited) zde byl pouzit jako

protistresova latka, jez by méla zmirniovat uméle navozeny stres suchem.

Pokus se uskutecnil v Castecné fizenych podminkach skleniku FAPPZ. Ve skleniku byly
rostliny péstovany za pfirozenych svételnych podminek. Teplota vzduchu dosahovala ve dne
23 °C a v noci 18 °C. Relativni vlhkost vzduchu se pohybovala mezi 65 % a 85 %.Rostliny
byly péstovany v nddobach o objemu 11 1 v inertnim sklenéném foukaném pisku - baloting.

K zavlaZovani rostlin byl pouZzit Hoaglandlv Zivny roztok.

Schéma pokusu zahrnovalo ¢tyti varianty — KK (neoSetfena nestresovana varianta), KG

(stresovana varianta neoSetfend glycin betulinem), KS (neoSetifena stresovana varianta) a GS
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(stresovana varianta oSetfena glycin betulinem) a ¢tyfi odbéry v péti opakovanich. Odbér 1 —
ve fazi BBCH 16, kdy rostliny nebyly stresované vodnim deficitem, ani nebyla provedena
aplikace glycin betulinem. Odbér 2 - ve fazi BBCH 16, kdy byla provedena foliarni aplikace
glycin betulinem o koncentraci 0,05 %. Méfeno bylo po dvoudenni asimilaci u¢inné latky.
Poté byl zahdjen stres postupnym vysychanim substratu. Odbér 3 — ve fazi BBCH 23,
V obdobi rulovani listovych ¢epeli vlivem vodniho deficitu. Poté se uskutecnila rehydratace.

Odbér 4 — ve tazi BBCH 23 po opétovné rehydrataci, tfi dny po 3. odbéru.

4.3 Méreni fyziologickych charakteristik

U vybraného rostlinného materialu kukufice seté, Stresované vodnim deficitem a po
aplikaci antistresové latky glycin betulinu, byl sledovan obsah prolinu (zvlast nadzemni ¢ast

a kofeny) a relativni vytok elektrolytii.

4.3.1 Stanoveni prolinu

Metodika stanoveni prolinu vychdzi z prace Bates (1973). Bylo odebréano 0,25 g
listového pletiva bez sttedniho zebra od kazdé¢ jednotlivé zkoumané odriidy a z kazdé varianty
dle schématu pokusu. Vzorek byl rozmélnén v tfeci misce spolu s 1 ml 3% kyseliny
sulfosalicylové. Po dikladném rozmélnéni byl vzorek doplnén o dalsi 4 ml kyseliny a smés
byla fadn¢ promichana. Poté byla vznikla smés piefiltrovana pies filtraéni papir urceny pro
kvalitativni analyzu. Z filtratu byl odebrdn 1ml vzorku a smichdn s 1 ml koncentrované
kyseliny octové as 1ml ninhydrinu. Tato reakéni smés byla nasledné umisténa do vertexu k
promichani. Po 15minutach tfepani byla smes umisténa do vodni 1dzné o teploté 80-90°C na
dobu 30 minut k inkubaci. Po inkubaci ve vodni lazni byla smés prudce zchlazena. Do jiz
zchladlé a vytemperované smési byly pfidany 3 ml toluenu. Tato smés byla opét po dobu 15
minut umisténa do vortexu. Po opétovném dikladném prottepani se pockalo na ustaleni dvou
separovanych vrstev, ze kterych se odebral vzorek z “toluenové™ horni ¢asti zkumavky ktery
byl nasledn¢ méfen na spektrofotometru UV- Vis Evolution 201 (Thermo Scientific). Méteni
na spektrofotometru probihalo métenim absorbance horni vrstvy pii 520 nm. Jako slepy
vzorek nam poslouzil €isty toluen. Naméfené hodnoty byly ptes kalibrac¢ni kiivku ptepocteny

na pg.ml™t. Podet opakovani byl 3.
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4.3.2 Stanoveni REL %

Stanoveni relativniho vytoku elektrolyti vychazi z mirné modifikované metodiky
pokusiit Campos et al. (2003). Z riznych casti listli byly odebrany listové ter¢iky o priméru
lem. Terciky byly nejprve promyvany destilovanou vodou po dobu dvou minut a nasledné
byly umistény do Sml destilované vody po dobu 24 hodin. Po uplynuti 24 hodin byly vzorky
podrobeny méieni elektrické vodivosti roztoku. Po naméfeni byly vzorky umistény do vodni
lazné o teplot¢ 90°C po dobu 20 minut, tak aby bylo dosazeno maximalni poSkozeni na
bunécné Grovni. Po vychladnuti vzorkl se uskutecnilo druhé méteni vodivosti roztoku. Mira
poskozeni (Rel %) byla na zakladé zmény vodivosti roztoku vyjadfena jako pomér
Rel 1 / Rel 2. Pro vSechna méfeni a vSechny odbéry byl pouzit konduktometr GRYF 106 L3
(GRYF HB spol. s.r.0., Ceska republika). Z kazdé rostliny byl pouzit k odbéru teréiku jeden
intaktni nejvice rozvinuty list. Vypocet Rel % byl proveden na zdkladé zmén vodivosti

roztoku ze vzorce:
CMS=[1-(T1-T2)]/[1-(Cl-C2)]x 100

Rel% =100 - CMS

4.4 Pouzité statistické metody

K vyhodnoceni statistickych vysledki byly pouzity programy STATISTICA 13 a
Statgraphics Centurion 18 (64 - bit). Jako metoda byla zvolena multifaktorialni analyza
rozptylu - vicefaktorova ANOVA a Tuckeyho test. Stanovena hladina vyznamnosti byla
o =0,05.
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5 Vysledky

V diplomové praci byla vénovana pozornost vlivu aplikace exogenniho glycin betulinu
a vodniho deficitu na obsah prolinu a relativniho vytoku elektrolytti u juvenilnich rostlin
kukufice. Na 2 vybranych hybridech byly méfeny vySe uvedené fyziologické charakteristiky
v rustovych fazich BBCH 16 — 23. Hodnocen byl vliv terminu a vliv odrady (genotypu).

5.1 Obsah prolinu

5.1.1 Hybrid RGT Indexx

Z grafu 1 je patrné, Ze aplikace glycin betulinu zvySuje obsah prolinu v rostlinach
Kukufice seté hybridu RGT Indexx. Tfi dny po aplikaci byl naméfen obsah prolinu
77,95 png.ml?oproti 20,67 pg.mlv kontrolni varianté. Po postupném vysuseni substratu se
obsah prolinu jesté navysil, zejména v osetiené varianté (GS) a to na 116,06 pg.ml™. Mirng
vy$§i obsah prolinu oproti neoSetiené kontrole byl zaznamenan i u varianty KS, kdy se obsah

prolinu pritkazné zvysil na 30,08 pg.ml™.
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Graf 1: Zmény obsahu prolinu (ug.mli*) v nadzemni casti hybridu RGT Indexx v zdvislosti na

variante pokusu a terminu odbéru.
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Po nasledné rehydrataci se obsah prolinu u varianty KS prikazné navysil na hodnotu
98,55 pg.ml™, navyseni bylo pozorovano i u kontrolni varianty: 76,78 pug.ml? a u osetfené
varianty nestresované suchem: 96,16 pg.ml™?. Naopak u stresované oSetiené varianty doslo

k poklesu na 85,18 pg.ml™.

KK KG KS GS
42,087 76,327 48,798 81,522
1 KK 0.000169| 0,752544| 0.000154
2 KG| 0.000169 0.000830| 0,867399
3 KS| 0,752544| 0.000830 0,000193
4 GS| 0,0007154) 0,867399] 0,0007193

Tab. 1: Tuckeyho test na hladiné vyznamnosti oo = 0,05 pro obsah prolinu v nadzemni casti
kukurice seté hybridu RGT Indexx.

Ztabulky 1 je patrné, Ze existuji statisticky vyznamné rozdily v obsahu prolinu
Vv nadzemni ¢asti kukufice seté hybridu RGT Indexx. Konkrétné mezi variantami KK
(nestresovana neosetfena varianta) a KG (nestresovana varianta oSetfena glycin betulinem),
KK a GS (stresovana varianta oSetfena glycin betulinem), KS (stresovana neoSetfena varianta)
a KG, KS a GS. Naopak mezi variantami KK a KS, KG a GS neexistuje statisticky vyznamny
rozdil v obsahu prolinu v nadzemni ¢asti. Lze tedy konstatovat, ze vliv aplikace glycin
betulinu na obsah prolinu v nadzemni ¢asti kukufice seté hybridu RGT Indexx je statisticky
prukazny, stejné jako vliv aplikace glycin betulinu spole¢né€ s vlivem vodniho deficitu,

zatimco pouze vliv vodniho deficitu na obsah prolinu nelze prokazat.

Z grafu 2 vyplyva, ze po aplikaci glycin betulinu doslo k mirnému nartistu obsahu
prolinu v kofenech hybridu RGT Indexx na hodnotu 35,54 pg.ml™oproti neosetiené kontrole,
ktera pii odbéru 2 dosahla hodnoty 20,92 pug.ml™. Pii odbéru 3 doslo ke znatelnému naristu u
varianty KG na maximalni méfenou hodnotu 176,60 pg.ml?. TaktéZ u varianty GS se obsah
prolinu zvysil na hodnotu 88,71 pg.ml™. Naopak u variant neosetfenych glycin betulinem byla
zaznamenana stagnace, ¢i mirny pokles, jednd se o varianty — KK: 10,16 pg.ml?,
KS: 22,80 pg.ml?. Pii odbéru 4 ve fazi BBCH 23 po rehydrataci stresovanych variant, se
obsah prolinu navysil u vSech variant kromé& KG, u které byl zaznamenan pokles na hodnotu
91,88 pg.ml™. Varianta GS po rehydrataci dosdhla na hodnotu 156,77 ug.ml?, u varianty KK
byl naméfen obsah prolinu 82,70 ug.ml™* a u varianty KS 96,73 pg.ml™.
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Graf 2: Zmeny obsahu prolinu (ug.ml™Y) v korenech hybridu RGT Indexx v zdvislosti na

varianté pokusu a terminu odbéru.

Tabulka 2 ukazuje zhodnoceni statisticky vyznamnych rozdild mezi sledovanymi
variantami, které koresponduje se statistickym zhodnocenim obsahu prolinu v nadzemni ¢asti.
Lze tedy konstatovat, ze statisticky vyznamny rozdil existuje mezi variantami KK a KG, KK
a GS, KS a KG, KS a GS. Naopak mezi variantami KK a KS, KG a GS neexistuje statisticky

vyznamny rozdil v obsahu prolinu v kotfenech.

KK KG KS GS
38,674 86,236 45,340 80,485
1 KK 0.000153| 0,780070| 0.000154
2 KG| 0.000153 0.000154] 0,846534
3 KS||_0,780070] 0.000154 0,000176
4 GS|| 0.000754] 0,846534| 0,000776

Tab. 2: Tuckeyho test na hladiné vyznamnosti a. = 0,05 pro obsah prolinu v korenech kukurice
seté hybridu RGT Indexx.
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V grafu 3 jsou uvedeny primérné hodnoty obsahu prolinu v ramci jednotlivych variant
pokusu zvlast pro nadzemni cast a kofeny hybridu RGT Indexx. Z uvedeného grafu jsou
patrné statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami pokusu, avsak rozdil mezi
nadzemni ¢asti a kofeny neni statisticky vyznamny. Primérny obsah prolinu v kontrolni
varianté KK byl 42,09 pg.ml™? u nadzemni &asti, respektive 38,67 pg.ml* u kotentl. U rostlin,
kde byl aplikovan glycin betulin (KG), se obsah prolinu v porovnani s kontrolou zvysil na
hodnotu 86,14 pg.ml! u nadzemni ¢asti a 101,34 pg.ml? u kofent. V piipadé rostlin
stresovanych suchem, ale bez aplikace glycin betulinu (KS) se obsah prolinu bliZil hodnotdm
kontrolni varianty, konkrétné 63,81 pg.ml?, respektive 59,76 ug.ml?. Stresovana varianta
s aplikaci osmoticky aktivni latky (GS) dosahovala podobnych hodnot jako varianta KG.
Naméfen byly tyto hodnoty pro nadzemni ¢ast: 100,62 pg.ml™ a pro koteny: 122,74 ug.ml™,
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Graf 3: Zmény obsahu prolinu (ug.ml-1) v nadzemni casti a korenech hybridu RGT Indexx v

zavislosti na variante pokusu.
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5.1.2 Hybrid RGT Lipexx

U hybridu RGT Lipexx bylo zaznamenano navySeni obsahu prolinu v nadzemni ¢asti az
po zahgjeni stresu vodnim deficitem. Po aplikaci glycin betulinu byl obsah prolinu ve varianté
KG naméfen v hodnoté 36,69 nug.ml? oproti 36,35 pg.ml?! ve varianté bez osetieni (KK).
V nasledném odbéru 3 byly naméfeny nékolikanasobné¢ vyssi hodnoty ve variantach
stresovanych oproti variantdm kontrolnim. U varianty KS se obsah prolinu navysil na
406,32 ng.ml? a u stresované osetfené varianty (GS) dosahlo navyseni az na 531,46 pug.ml™.
U kontrolni varianty byl zaznamenan nérist na 90,19 pg.ml™ a u varianty kontrolni o3etiené
glycin betulinem (KG) se obsah prolinu nepatrné snizil na 34,50 pg.ml?. Po opétovné
rehydrataci nastal prudky pokles obsahu prolinu u stresovanych variant, konkrétné na hodnotu
138,45 ug.ml™ u KS, respektive 135,92 pg.ml™* u GS. U variant kontrolnich se obsah prolinu
zvysil na hodnotu 184,10 pg.ml? (KK) a 99,58 ug.ml? (KG).
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Graf 4: Zmény obsahu prolinu (ug.mli) v nadzemni casti hybridu RGT Lipexx v zdvislosti na

varianté pokusu a terminu odbéru.

Z tabulky 3 je patrné, ze existuji statisticky vyznamné rozdily v obsahu prolinu

Vv nadzemni c¢asti kukufice seté hybridu RGT Lipexx mezi vSemi variantami. Lze tedy
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konstatovat, ze vliv aplikace glycin betulinu, vodniho deficitu a vliv jak aplikace glycinu
betulinu, tak vodniho deficitu na obsah prolinu v nadzemni ¢asti kukutice seté hybridu RGT

Lipexx je statisticky prukazny.

KK KG KS GS
86,366 51,464 153,98 184,79
1 KK 0.019406] 0,000154{ 0,000153
2 KG| 0.019406 0,000153] 0,000153
3 KS| 0.000154| 0,000153 0,048293
4 GS| 0,000153] 0,000153] 0,048293

Tab. 3: Tuckeyho test na hladiné vyznamnosti o. = 0,05 pro obsah prolinu v nadzemni casti

kukurice seté hybridu RGT Lipexx.

Jak demonstruje graf 5, opét byl zaznamenan vysoky narust obsahu prolinu v kofenech
hybridu RGT Lipexx vlivem vodniho deficitu. U kontrolni varianty byla naméfena hodnota

25,00 pg.ml™ a u varianty oSetfené glycin betulinem 39,03 pug.ml™.
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Graf 5: Zmény obsahu prolinu (ug.ml*) v korenech hybridu RGT Lipexx v zdvislosti na

varianté pokusu a terminu odbéru.
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U rostlin stresovanych suchem se obsah prolinu navysil na 491,07 pg.ml? u varianty
KS, respektive az na hodnotu 603,00 pug.ml? u varianty stresované a oSetiené glycin
betulinem (GS). Pii odbéru 4, po rehydrataci, prikazné poklesl obsah prolinu u stresovanych
variant. U stresované neoSetfené varianty (KS) byl zaznamenan pokles na hodnotu
126,95 ug.ml? a u varianty GS na 158,98 pug.ml!. U kontrolni varianty, nestresované a
neosetfené glycin betulinem se pii poslednim odbéru obsah prolinu navysil na 203,12 pug.ml?

a na varianté nestresované ale oSetfené byla naméfena hodnota 69,69 pg.ml™.

Dle tabulky 4 ma obsahu prolinu v kotfenech hybridu RGT Lipexx statisticky prukazné
rozdily mezi variantami KK a KS, KK a GS, KG a KS, KG a GS, KS a GS. Statisticky
neprikazny rozdil byl zaznamenan mezi variantami KK a KG. Vliv aplikace glycin betulinu

na obsah prolinu v kotfenech hybridu RGT Lipexx tudiz neni statisticky prukazny.

KK KG KS GS
83,134 61,713 164,65 206,51
1 KK 0,464257| 0,000755[ 0.000153
2 KG| 0,464257 0,000153] 0.000153
3 KS| 0.000155[ 0.000153 0,028319
4 GS| 0.000153] 0.000153|] 0.028319

Tab. 4: Tuckeyho test na hladiné vyznamnosti a. = 0,05 pro obsah prolinu v korenech kukurice

seté hybridu RGT Lipexx.
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Graf 6 zndzoriiuje pramérné hodnoty obsahu prolinu v ramci jednotlivych variant
pokusu zvlast' pro nadzemni ¢ast a kofeny hybridu RGT Lipexx. Z uvedeného grafu jsou
patrné statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami pokusu, avsak rozdil mezi

nadzemni ¢asti a kofeny neni statisticky vyznamny.
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Graf 6: Zmeény obsahu prolinu (ug.ml*) v nadzemni casti a korenech hybridu RGT Lipexx v

zavislosti na variante pokusu.

Primérny obsah prolinu v kontrolni varianté KK byl 86,36 ng.ml? u nadzemni &asti,
respektive 83,13 pg.ml™? u kofent. U rostlin, kde byl aplikovan glycin betulin (KG), se obsah
prolinu v porovnéni s neoSetienou kontrolou sniZil na hodnotu 57,01 pg.ml™* u nadzemni &4sti
a 73,95 ug.ml? u kotentl. V piipadé rostlin stresovanych suchem, ale bez aplikace glycin
betulinu (KS) byl primérny obsah prolinu oproti kontrolni varianté¢ (KK) piiblizné
trojnasobny 272,38 pg.ml?, respektive 309,02 pg.mll. Stresovana varianta s aplikaci
osmoticky aktivni latky (GS) dosahovala jesté vySSich hodnot. Naméteny byly tyto hodnoty
pro nadzemni &ast: 333,69 pg.ml™ a pro koteny: 380,99 ug.mi.
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5.1.3 Porovnani sledovanych hybridi

V grafu 7 jsou uvedeny primérné obsahy prolinu v nadzemnich castech obou
sledovanych hybridl. Z grafu je zfejmé, ze rozdilnéd reakce obou hybridii spociva predevsim
Vv koncentraci prolinu pii stresu vodnim deficitem. U varianty stresované vodnim deficitem a
neosetiené glycin betulinem (KS) byla u hybridu Indexx naméfena hodnota 63,81 pug.ml?,
zatimco u hybridu Lipexx 272,38 pug.ml™. Podobny rozdil Ize nalézt i v pfipadé stresované
osetiené varianty (GS), kdy byl obsah prolinu u hybridu Indexx 100,62 pg.ml?, aviak u
hybridu Lipexx byla zaznamenana hodnota 333,69 ug.ml™.
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Graf 7: Porovndni ve zméndch obsahu prolinu v nadzemni casti u sledovanych hybridii.
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V grafu 8 jsou uvedeny rozdily v obsahu prolinu mezi sledovanymi hybridy v kofenech
rostlin. Stejné jako u nadzemni ¢asti 1 v kofenech byl zaznamenan nejvyssi rozdil v obsahu
prolinu mezi variantami stresovanymi vodnim deficitem. Z grafu je zfejmé, Ze rozdilna reakce
obou hybridi spociva predev§im v koncentraci prolinu pii stresu vodnim deficitem. U
varianty stresované vodnim deficitem a neoSetiené glycin betulinem (KS) byl u hybridu
Indexx zaznamenan obsah prolinu 59,76 pg.ml?, zatimco u hybridu Lipexx 309,02 pg.ml™.
U stresované oSetiené variatny (GS) byla u hybridu Indexx naméfena hodnota 122,74 pg.ml™

a u hybridu Lipexx hodnota 380,99 pug.ml™.
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Graf 8: Porovnani ve zméndch obsahu prolinu v korenech u sledovanych hybridii.
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5.2 Relativni vytok elektrolytu (REL %0)

5.2.1 Hybrid RGT Indexx

Z grafu 9 je patrné, ze k nejvyssimu poskozeni bunééné membrany doslo u stresované
varianty oSetfené glycin betulinem (GS), kdy bylo zaznamendno poskozeni bunck 49,53 %.
Po nasledné rehydrataci ovSem dos$lo k poklesu poskozeni na hodnotu 23,67 %. Kontrolni
varianta (KK) oscilovala mezi 24,17 % z odbéru 1 a 39,58 % indexu poskozeni membrany
naméfené pii odbéru 4. U varianty oSetfené glycin betulinem, avSak nevystavené stresu
vodnim deficitem (KG), se hodnota Rel % zvysila z 29,58 % na 36,73 %, kde se prakticky
ustalila. V pfipadé stresované varianty neoSetiené glycin betulinem (KS) byla naméfena
hodnota 36,24 % pii odbéru 3 a po nasledné rehydrataci pokleslo poskozeni membrany na

hodnotu 28,61 %.
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Graf 9: Zmeény poskozeni bunécné membrany hybridu RGT Indexx v zavislosti na varianté

pokusu a terminu odbéru.

34



Z tabulky 5 lze vycist, Ze mezi jednotlivymi variantami v mife poskozeni bun€k neni

statisticky prikazny rozdil.

KK KG KS GS
31,128 31,774 31,309 31,739
1 KK 0,974401| 0,999473| 0,978264
2 KG| 0,974401 0,990190| 0,999996
3 KS| 0,999473| 0,990190 0,992247
4 GS| 0,978264| 0,999996| 0,992247

Tab. 5: Tuckeyho test na hladiné vyznamnosti a = 0,05 pro index poskozeni bunécné

membrany kukurice seté hybridu RGT Indexx.

Graf 10 dokumentuje primérné poskozeni membrany v zavislosti na varianté pokusu. I

v

bylo zaznamenano u varianty KK 31,13 %. Stres suchem (KS) zvysil relativni vytok
elektrolyti na hodnotu 32,43 %. Varianty oSetfené¢ glycin betulinem (KG) a stresované
vodnim deficitem (GS) zaznamenaly vys$$i poSkozeni membran, konkrétné 34,31 % u varianty

KG a 36,60 % u varianty GS.
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Graf 10: Zmeny poskozeni bunécné membrany hybridu RGT Indexx v zavislosti na varianté

pokusu.
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5.2.2 Hybrid RGT Lipexx

V grafu 11 je uvedena mira poSkozeni bun€k hybridu RGT Lipexx. Po aplikaci glycin
betulinu nastalo u varianty KG snizeni poSkozeni membrany na hodnotu 50,94 % oproti
kontrolni varianté (KK), u které byla zaznamenana hodnota 59,44 %. U varianty stresované
suchem (KS) byla pfi odbéru 3 naméfena hodnota 59,99 %, coz odpovidalo hodnoté
relativniho vytoku elektrolytii 1 u varianty GS, ktera dosahla 59,87 %. Po nasledné rehydrataci
nastal u varianty KS nartst poskozeni bunék na 63,98 %, zatimco stresovana varianta osetiena
glycin betulinem ziistala na téméf stejné hodnoté 59,84 %. U variant nestresovanych suchem
KK a KG doslo mezi dvéma poslednimi odbéry k rustu z hodnoty 57,05 % u varianty KK na
62,93% pii poslednim odbéru, respektive zhodnoty 56,71 % u varianty KG
na 64,58 %.
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Graf 11: Zmeny poskozeni bunécné membrany hybridu RGT Lipexx v zavislosti na varianté

pokusu a terminu odbéru.
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Dle tabulky 6 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v relativnim vytoku elektrolyti

mezi jednotlivymi variantami hybridu RGT Lipexx.

Var2 KK KG KS GS
60,014 58,597 61,010 58,185
1 KK 0,896906| 0,959299( 0,803230
2 KG| 0,896906 0,634709| 0,997164
3 KS| 0,959299| 0,634709 0,507440
4 GS| 0,803230] 0,997164| 0,507440

Tab. 6: Tuckeyho test na hladiné vyznamnosti a = 0,05 pro index poskozeni bunécné

membrany kukurice seté hybridu RGT Lipexx.

Z grafu 12 je patrné, Ze varianty, u kterych byl aplikovan glycin betulin, zaznamenaly
neprikazné niz$i miru poSkozeni bunééné membrany. U varianty KG byl namétfen primérny
relativni vytok elektrolyti 57,87 % a u varianty GS 59,86 %. Nejvyssi primérné poSkozeni
membrany bylo zaznamenano u varianty KS v hodnoté 61,98 %. U kontrolni varianty byla

naméfena hodnota 60,01 %.
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Graf 12: Zmeny poskozeni bunécné membrany hybridu RGT Lipexx v zavislosti na varianté

pokusu.
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5.2.3 Porovnani sledovanych hybridi

V grafu 13 jsou uvedeny primérné obsahy relativniho vytoku elektrolyti obou
sledovanych hybridd. Z grafu je ziejmé, ze vliv genotypu je rozhodujicim faktorem pfi
hodnoceni indexu poskozeni bunééné membrany. Rozdil mezi obéma genotypy je patrny ve
vSech variantach a pohybuje se okolo 30 %. Naptiklad u kontrolni varianty (KK) hybridu
Indexx byl naméfen relativni vytok elektrolytl 31,13 %, zatimco u hybridu Lipexx byl index

poskozeni bun¢k roven 61,01 %.
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Graf 13: Porovndni v poskozeni bunécné membrany u sledovanych hybridii.
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6 Diskuze

6.1 Obsah prolinu

Prolin je zapojeny do mnoha fyziologickych procest. Jedna se o osmoprotektant
hromadici se V rostlinach pfi reakci na stresové podminky, jakymi jsou napf. sucho, zasoleni,
vysoké ¢i nizké teploty, pritomnost tézkych kovii nebo UV zafeni (Theocharis et al. 2012;
Fujisawa et al. 2018). Podle Klaus & Heriber (2004) se tucastni stabilizace proteind a

membran, ¢imz brani uniku elektrolytii, a piisobi jako hlavni organicky osmolyt.

Prolin mohou organismy vyuzivat rovnéz jako zdroj uhliku, dusiku a ptedevSim zdroj
energie, ktery pomaha rostliné prekonavat stres (Wood 1987). Biosyntéza prolinu muze
probihat podle potieby rostliny. Za normalnich podminek je hladina prolinu udrzovana na
stejné urovni diky samoregulacni inhibicni vazbé k enzymu glutamatkindzy, ktery je
zodpovédny za syntézu prolinu. Lze tak konstatovat, ze hladina prolinu v rostlin¢ je

indikatorem stresu (Vasakova & Hradecka 1994).

Vliv glycin betulinu v rostlinach nebyl zatim pfili§ zkouman. Dle Yogeeswari & Sriram
(2005) ma antioxida¢ni a antibakterialni ucinky a pusobi v rostliné jako osmoprotektant.
Podobnou latkou je ovSem glycin betain, poprvé syntetizovan z fepy cukrové, ktery je rovnéz
osmoticky aktivni latkou napomahajici chranit organismus pied stresem ze sucha, zasoleni a
pfi extrémnich teplotaich (Chen & Murata 2008). Pusobi pozitivné na ochranu
fotosyntetického aparatu, stabilizuje lipidy v tylakoidni membrané a umoZiuje rostling
zachovat fotosyntetickou aktivitu (Wang et al 2010). Pozitivni vliv exogenni aplikace glycin
betainu pii vystaveni rostliny stresu z nedostatku vody uvadi vice autorti (Anjum et al. 2012;
Ma et al. 2007; Zhao et al., 2007)

V diplomové praci byly zkoumany dva odlisné hybridy kukutice seté a v obsahu prolinu
byl zaznamenan prikazny rozdil mezi obéma hybridy i mezi sledovanymi variantami.
Konstatovani Vasakové & Hradecké (1994) o prolinu jako indikatoru stresu, se potvrdilo u
hybridu RGT Lipexx, kdy jak v nadzemni casti, tak v kofenech doSlo pii odbéru 3
k prudkému narGistu u stresovanych variant. Konkrétng v nadzemni &asti 36,55 pg.ml? u
kontrolni varianty a nérfist na hodnotu 406,32 pg.ml™ u varianty stresované suchem (KS) a
531,46 pg.ml? u varianty navic osetfené glycin betulinem (GS). U kofend byly naméfeny
podobné vysledky: KK 25,00 pg.ml?, KS 491,07 pg.ml?, GS 603,00 pg.ml?. Zaroven byl

zaznamenan vyrazny pokles u stresovanych variant po nésledné rehydrataci. V nadzemni ¢asti
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u stresované varianty neoSetfené glycin betulinem (KS) na hodnotu 13845 pgml? a
135,92 pgml! u varianty stresované osetfené glycin betulinem (GS). Obsah prolinu
v kofenech byl nasledujici: KS 126,95 pg.ml™ a GS 158,98 pg.ml™.

Zvysovani obsahu prolinu u rostlin stresovanych suchem potvrdili ve svych pracich
Mafakheri et al. (2010) u rostlin cizrny berani, De Ronde et al. (2000) u rostlin bavlniku,
Anjum et al. (2017) u riznych hybridi kukufice seté. Obdobné zavéry ve své praci uvadi téz
Cha-um et al. (2013), kdy sleduje nejen vliv vodniho deficitu, ale také aplikaci osmoticky
aktivni latky glycin betainu na fyziologické odezvy u ryze seté. Obsah prolinu u stresovanych
variant dosahl pétinasobné hodnoty, respektive osminasobné hodnoty u varianty oSetifené
glycin betainem oproti kontrolni varianté. Po rehydrataci nastal stejné jako ve vyse uvedenych
vysledcich pokles na hodnotu naméfenou pied navozenim stresu. Podobné tak i dalsi autofi
uvadéji zavislost ve zvySeném obsahu prolinu po exogenni aplikaci glycin betainu, jak u ryze

seté (Farooq et al. 2010), tak u kukufice seté (Xin et al. 2009).

Nartst obsahu prolinu byl pozorovan i u hybridu RGT Indexx. Na rozdil od hybridu
RGT Lipexx rostl obsah prolinu pouze u variant oSetfenych glycin betulinem a to jak
Vv kontrolni variant¢ (KG), tak ve varianté oSetfené a stresované vodnim deficitem (GS).
Vodni deficit nebyl rozhodujicim faktorem pro obsah prolinu, tudiz zde tvrzeni, Ze prolin
funguje jako indikator stresu, neni platné. Pfi odbéru 3, kdy byly na rostlinach patrné vizualni
projevy stresu suchem, byla naméfena v nadzemni ¢asti u varianty KG hodnota 84,29 pg.mi*
a u varianty GS hodnota 116,06 pg.ml®. U neoetfené stresované varianty (KS) byla
zaznamenana hodnota pouze 30,08 pg.ml™t. Obsah prolinu v kofenech vykazoval podobny
trend: KG 176,60 pg.ml?, GS 88,71 pg.ml?, KS 22,80 pg.ml™.

Lze tedy konstatovat, Zze mezi genotypy kukufice seté existuji statisticky vyznamné
rozdily pfi tvorbé prolinu v dobé, kdy jsou rostliny vystaveny stresu z nedostatku vody.
Mohammadkhani & Heidari (2008) dospéli ve své praci k podobnym zavérim, kdyz
zkoumali obsah prolinu u dvou hybridi kukufice seté. Rozdilny genotyp vede k ovlivnéni
enzymu produkujicich ¢i redukujicich tvorbu prolinu, coz ma za nasledek rozdily v jeho
obsahu. Obdobné zavéry uvadéji i Bandurska et al. (2017), kdy byly zaznamenany rozdilné
obsahy prolinu v zavislosti na odlisnych odridach je¢mene, kdy byly ke studiu pouzity syrské

a némecké kultivary.

Aplikace osmoticky aktivni latky glycin betulinu tedy pozitivné ovliviiuje obsah prolinu
Vv rostlinach kukufice seté¢ u obou sledovanych genotypt. Dle Reddy et al. (2013) by prave

exogenni aplikace osmoticky aktivnich latek mohla byt do budoucna vice uplatiovéna.
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Durhou moznosti je vyuziti genovych mutaci k vylepSeni genotypt kulturnich plodin tak, aby

dokazaly tyto osmoticky aktivni latky samy a ve vétsi mife syntetizovat (Hussain et al. 2013).

6.2 Relativni vytok elektrolyti (REL %0)

Index posSkozeni bunééné membrany je zaloZzen na méfeni vodivosti roztoku (vody)
s rostlinnym materidlem. PoruSeni bunééné membrany vede k uniku -elektrolytl, jako
napiiklad K* iontd, které nasledné zvysuji vodivost roztoku (Hatsugai & Katagiri 2017).
Podle Kosmala et al. (2012) se hodnota relativniho vytoku elektrolytd jevi jako dobry

indikator tolerance viici stresu vodnim deficitem a schopnosti jej piekonat.

Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze vliv genotypu na miru poskozeni membrany je
rozhodujicim faktorem, zatimco vodni deficit ani aplikace glycin betulinu nema prikazny vliv
na relativni vytok elektrolytl. U hybridu RGT Indexx byly naméfeny primérné hodnoty u
vSech variant okolo 35 %, kdezto u hybridu RGT Lipexx okolo 60 %. Lze tedy pozorovat
zavislost mezi mirou poskozeni membrany a obsahem prolinu. Hybrid s vys$i syntézou
prolinu u variant stresovanych suchem (RGT Lipexx) zaznamenal vy$$i hodnotu relativniho
vytoku elektrolytd. Je tedy mozné, ze hybrid RGT Indexx je 1épe vybaven na stres suchem, a
proto nedochazelo béhem méfeni k vysokému poskozeni membrany a k niZzSimu obsahu

prolinu.

Mira poskozeni membrany mezi jednotlivymi variantami oscilovala kolem podobné
hodnoty a vliv varianty na relativni vytok elektrolyti nebyl prokazan. U hybridu RGT Indexx
byly zaznamenany vyssi rozdily mezi jednotlivymi odbéry a variantami, naptiklad u varianty
GS, kdy se relativni vytok elektrolyti navysil na 49,53 % oproti 36,73 % u varianty KG,
anebo u kontrolni varianty, kdy se mira poskozeni membrany pohybovala mezi 24,17 %

Zz odbéru 1 a 39,58 % z odbéru 4.

Vyse uvedené vysledky jsou v kontrastu s praci Anjum et al. (2012), ve které se mira
poskozeni membrany u dvou vybranych hybridi kukufice zvySuje s délkou piisobeni stresu
suchem a zarovenl je hodnota relativniho vytoku elektrolyti niz§i u varianty oSetfené
osmoticky aktivni latkou glycin betainem. Rozdil se pohybuje kolem 15 % ve prospéch
varianty oSetfené glycin betainem. Podobné zavéry lze nalézt 1 v praci Ullah et al. (2016), kde
je mira poskozeni membrany prokazatelné vyssi u stresované varianty, anebo ve vysledcich

Valentovic et al. (2006) pii studiu kukufice seté.
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7 Zavér

V diplomové praci byl sledovan a hodnocen vliv exogenni aplikace glycin betulinu a

vodniho deficitu na obsah prolinu a relativniho vytoku elektrolyti u juvenilnich rostlin

kukufice seté. K pokusu byly vybrany dva hybridy — RGT Indexx a RGT Lipexx, na nichz

byly métfeny vyse uvedené fyziologické charakteristiky v ristovych fazich BBCH 16 — 23.

Pokus byl zalozen ve skleniku Katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ. Ze ziskanych

vysledkd vyplyvaji tyto zavéry:

Mezi genotypy kukufice seté existuji prukazné rozdily v obsahu prolinu a
relativniho vytoku elektrolytd pii pilsobeni vodniho deficitu a aplikace
exogenniho glycin betulinu.

Mezi nadzemni ¢asti a kofeny nebyly zaznamenany prukazné rozdily v obsahu
prolinu ani u jednoho ze sledovanych hybridt v zadné z variant.

U hybridu RGT Indexx ma ptevazujici vliv na obsah prolinu aplikace osmoticky
aktivni latky — glycin betulinu.

U hybridu RGT Lipexx ma ptevazujici vliv na obsah prolinu vodni deficit a
vodni deficit v kombinaci s osmoticky aktivni latkou — glycin betulinem.

Lipexx pfi 2. odbéru 15,54 pg.ml™, nejnizsi primérny obsah pak 38,67 pg.ml™
v kofenech varianty KK hybridu RGT Indexx.

Nejvyssi obsah prolinu byl naméfen v kofenech u varianty GS hybridu RGT
Lipexx pfi 3. odbéru 603,00 pg.ml? nejvyssi primémy obsah pak
206,51 pg.ml™ u téze varianty hybridu RGT Lipexx.

U stresovanych variant byl rozdil v obsahu prolinu mezi hybridy pfiblizné
trojnasobny.

Vys§i obsah prolinu u hybridu Indexx oproti hybridu Lipexx byl zaznamenan
pouze ve varianté KG. V nadzemni &asti 86,13 pg.ml™ oproti 51,46 pg.ml? a
v kofenech 101,34 ug.ml™* oproti 61,71 pg.ml™.

Pfi méfteni relativniho vytoku elektrolytii nebyly zaznamenany prikazné rozdily
mezi sledovanymi variantami.

Rozdil mezi sledovanymi hybridy v mife poSkozeni bunécné membrany je
pfiblizné¢ dvojnasobny a je vyssi u hybridu RGT Lipexx (okolo 60 %), coz

koreluje s vy$sim obsahem prolinu praveé u tohoto hybridu.
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Nejnizs§i primérné hodnoty relativniho vytoku elektrolytu byly zjistény ve
1. odbéru u téze varianty 24,17 %.

Nejvyssi primérné hodnoty relativniho vytoku elektrolytu byly zjistény ve
varianté¢ KS hybridu RGT Lipexx 61,98 %, nejvyssi hodnota byla namétena u
varianty KG hybridu RGT Lipexx pfti 4. odbéru 64,58 %.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze navrhované hypotézy byly potvrzeny.
Genotyp hraje vyznamnou roli v toleranci vi¢i vodnimu deficitu a téz aplikace
osmoticky aktivni latky — glycin betulinu v kombinaci s vodnim deficitem
prikazné ovlivituje obsah prolinu a neprikazné¢ miru poSkozeni rostlinnych

pletiv.
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