UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laboratof rustovych regulatoru

Viiv latky TDZ-C2-OMe na vyvoj rostlin za

standardnich a stresovych podminek

BAKALARSKA PRACE

Autor: Schenkova Kristyna

Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezencni

Vedouci prace: Mgr. Jaroslav Nisler, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 2016



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Kristyna Schenkova

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté
Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klicova slova

Podet stran
Pocet pfiloh

Jazyk

Viiv latky TDZ-C2-OMe na vyvoj rostlin za standardnich
a stresovych podminek

Bakalarska

Laboratof rustovych regulatoru

Mgr. Jaroslav Nisler, Ph.D.

2016

Teoreticka ¢ast bakalafské prace je zaméfena na stres
rostlin, jeho rozdéleni, adaptace rostlin vi&i stresu
a konkrétni popis stresu suchem, stresu salinniho
a osmotického. Dale prace poskytuje struény prehled
latek, které potladuji stres, jako napfiklad cytokininy,
gibereliny, kyselina salicylova, brassinosteroidy a napf.
paclobutrazol. V ramci experimentalni ¢asti prace byl
testovan derivat mocoviny, latka TDZ-C2-OMe, a jeho vliv
na vyvoj rostlin pSenice seté v optimalnich a stresovych
podminkach. Antistresové vlastnosti TDZ-C2-OMe byly
zjistovany na rostlinach péstovanych pod vlivem sucha a
salinniho stresu. Testovana latka byla aplikovana na rizné
rostlinné organy - listy, kof,3+teny a semena a
nasledné byl hodnocen fenotyp rostlin, mnozstvi chlorofylu
a karotenoidu v listech, vzchazeni rostlin a mira preziti
rostlin. Uginky testované latky na vyvoj kofene rostlin byly

srovnany s ucinky cytokininu thidiazuronu.

derivaty mocoviny, salinni stres, thidiazuron, potlaeni
stresu, senescence, rostlinné hormony

64

0

Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and
surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Kristyna Schenkova

The effect of the compound TDZ-C2-OMe on plant
development in standard and stress conditions
Bachelor

Laboratory of Growth Regulators

Mgr. Jaroslav Nisler, Ph.D.

2016

The theoretical part of this bachelor thesis focuses
on plant stress, plant adaptation to stress and
specific description of drough, salt and osmotic
stresses. The thesis also provides a brief overview of
the substances, which enhance plant stress
tolerance, such as cytokinins, gibberellins, salicylic
acid, brassinosteroids and paclobutrazol. In the
experimental part the work the effect of urea
derivative - TDZ-C2-OMe, on development of wheat
under optimal and stress conditions was tested. The
antistress  properties of TDZ-C2-OMe were
investigated on plants grown in drought or salinity.
The tested substance was applied to various organs
— leaves, roots and seeds, and then the plant
phenotype, quantity of chlorophyll and carotenoids in
the leaves, seeds germination and plant survival rate
were evaluated. The effect of the compound tested
on plant root system was compared with the effect of

the cytokinin thidiazuron.

urea derivatives, salt stress, thidiazuron, stress
suppression, senescence, plant hormones

64

0

Czech



Prohlasuji, ze jsem pfedlozenou bakalafskou praci vypracovala samostatné

za pouziti citované literatury.

V Olomouci dne



Podékovani:

Chtéla bych podékovat svému vedoucimu prace Magr. Jaroslavu Nislerovi, Ph.D.
za odborné vedeni bakalaiské prace. Dale bych chtéla podékovat Mgr. Janu
Humplikovi, Ph.D. alIng. Agaté Dvorské =za spolupraci pfi ziskavani cennych dat

v experimentalni ¢asti prace.



Obsah:

TEOIEHICKA CASE ....oeiiiiiieiiieeiie ettt 11
L UVO et 12
1.1 SHES TOSHIN. .t e e a e e e 13
111 DEIENT SIrESU ..uveiiiiiiiiiiiiee ettt 13
1.2 SHES SUCNEIM ..ottt e e e a e e e e 14
1.3 SAlINNT SIS .ccoeiiiiiiiiieeeeeeeee e 15
1.3.1  Vztah roStlin K SOl ........uuuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
1.3.2  Dopad SOli NA FOSTHNU ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
1.4 OSMOLICKY SIS ..cceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 16
1.5 Adaptace rostlin vici salinnimu StreSU..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeee 17
1.6  Uplatnéni lidského faktoru pfi boji se stresem rostlin ...........ccccooeeeiiiiiiii . 17
1.7  Latky potlacujici stres — jejich vyznam, pouZiti..........ccccoeeviiiiiiiiiii e, 17
L1.7.1  CYIOKININY ...uuiiii e e e e e e e e e aaaees 18
1.7.11 VIASTNOSE CK ... 18
1.7.1.2 TraNSPOIT CK ..t e et e e e e e enene 19
1.7.1.3 Receptory Cytokininl ........ccuuiiiiiiii e 19
1.71.4 SENESCERINCE ... ittt ettt e e et e e e e e 20
1.7.15 TRIAIAZUION .. 22
1.7.2  GIDEIEIINY ...t 23
1.7.3  Kyselina saliCylOoVa ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
1.7.4  BrassSiNOSErOIdY .........uuuuiiieeeeeieeeiiiiaae e e e e e et e e e e e eeeaaina e e e e eeeeeeenee 25
1.7.5  PaClODULrazol ..........ouumiiiiiiiiiiiii e 26
1.7.6  Testovana latka TDZ-C2-OME...........uuummmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiinnninnnnenenees 27
EXperimentalni CASt ..o 28
2 Pouzity material @ pristroje ..o 29
20 R 1 1= o 71 =1 PSSP 29
2 o] 1 41V o QY2 29

2.3 PFStrojova teChNIiKa ........oviiii e 29



3.1 Hodnoceni fenotypu nadzemni &asti rostlin a stanoveni celkového chlorofylu a

Karotenoidll V lISTECN. .........eiiie s 31
3.2 KOTENOVY ST, e 32
3.3 SHIES SUCKHEM. ... e 33
3.4  Stanoveni miry preziti a Cerstvé hmotnosti rostlin..............ccccccciiiiiiiis 33
3.5  Aplikace salinNiN0 SIrESU ......coceiiiiiiii e e 34
3.6 VZChAZENI FOSHIN ... 34

BT A1 1= Y2 37
4.1  Vliv TDZ-C2-OMe na vyvoj pSenice za standardnich podminek............................. 37
4.2  Vliv TDZ-C2-OMe na vyvoj pSenice péstované za sucha............ccccceeeeiienniiiiiinnnnnn. 41
4.3  Vliv TDZ-C2-OMe na vyvoj pSenice pfi plisobeni salinniho stresu................c......... 44
4.4  Vliv TDZ-C2-OMe na vzchazeni pSenice péstované pfi salinnim stresu ................ 45

DISKUZE ... 48



Seznam zkratek

ABA
AHK
ahk
ARR
AtPUP
BA

BAP
BIN2
CAT

CK
CRE

cZ
DELLA
FsSGASA4
FW

GA

GAs
GASA4
CHASE
iP

IPT

JA

LED
oresara 4-1
PAR
PBZ
PCD
POX
RGB
Rubisco
SA
SARK::IPT
SOD
TDZ

kyselina abscisova

histidinkinasa; Arabidopsis

gen pro AHK; Arabidopsis

regulator odpovédi; Arabidopsis

purinovy transportér

brassinosteroidy

6-benzylaminopurin

brassinosteroid-intensive 2

katalasa

cytokininy

cytokininovy receptor; Arabidopsis

cis-zeatin

protein, transkrip&ni faktor regulujici negativné gibereliny
rodina genu GASA koédujici GAs; Arabidopsis

Cerstva hmotnost

gibereliny

kyselina giberelova

gen kodujici GAs; Arabidopsis

domeéna (cyclases/histidine kinases associated sensor extracellular)
N®-(A2-isopentenyl)adenin

isopentenyltransferasa

kyselina jasmonova

dioda vyzaftujici svétlo

mutace v genetickém misté ore 4-1 kontrolujici senescenci; Arabidopsis
fotosynteticky aktivni radiace

paclobutrazol

programovana bunécna smrt

peroxidasa

Cervené-zelené-modré zobrazovani

enzym ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa
kyselina salicylova

gen pro biosyntézu isopentenyltransferasy v transgennich rostlinach tabaku
superoxid dismutasa

thidiazuron



tZ

trans-zeatin

zeatin



Cile prace

1. Zpracovani literarni reSerSe na téma - abioticky stres plsobici na rostliny, se
zaméfenim na stres suchem a salinni stres. Vypracovani pfehledu latek, které
zvysuji toleranci rostlin vici stresu.

2. Zjisténi ucinka latky TDZ-C2-OMe na vyvoj rostliny pSenice seté péstované za
standardnich podminek.

3. Porovnani ucinku cytokininu thidiazuronu s ucinkem latky TDZ-C2-OMe na kofeny
rostlin za standardnich podminek.

4. Zaznamenani ucinkd latky TDZ-C2-OMe na vyvoj rostliny pSenice pfi stresu
suchem a dale pfi salinnim stresu.

5. Prokazani pozitivniho vlivu testované latky na vzchazeni rostlin pfi salinnim a

osmotickém stresu.
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1 Uvod

Na svété neexistuje jediny organismus, ktery by byl nezavisly na svém okolnim prostfedi.
Jsme ovlivhovani organickymi i anorganickymi latkami, které se vyskytuji v nasi tésné
blizkosti. S timto problémem se musi vypofadat predevSim zemédélci pfi bézném polnim
péstovani hospodarsky vyznamnych plodin. Rostlindam nemlzeme zafidit idealni podminky
pro péstovani, jelikoz jsou vystavovany zménam klimatickych podminek, variabilitou
ve slozeni pudniho roztoku, obsahem vody v pldnim roztoku a dalSimi fyzikalnimi
a chemickymi jevy. Dale na né mohou pusobit rizné organismy, mezi které nejCastéji patfi
¢lovék, patogeny, houby a plisné.

Jelikoz jsou rostliny ukotveny v piidé kofenovym systémem na jednom misté&, nemohou
pfed nepfiznivymi podminkami utéct. Vytvofily si tedy rGzné obranné mechanismy, mezi
které patfi regenerace a CasteCna adaptace rostlin vic&i stresoru. Dokazi si ve svém téle
syntetizovat latky, které zamezuji poskozeni rostliny. Mezi takové latky patfi nékteré rostlinné
hormony jako cytokininy, gibereliny, kyselina salicylova atd. Existuji také syntetické latky,
které se v zemédélstvi pouzivaji k oddaleni senescence rostlin. DalSi latky s podobnymi
ucinky jsou neustale v hledacku védc, jelikoz zvyseni oddolnosti rostlin vici stresu je jednim
z klicovych mechanismd, které by vedli ke zvySeni produkce nasich plodin.

B&hem moji bakalarské prace jsem se zabyvala protistresovymi ucinky latky TDZ-C2-
OMe, ktera byla syntetizovana v Laboratofi riistovych regulatord UP & UEB, AV CR. Zde
byly zjistény i jeji silné anti-senescencni vlastnosti. V pfedlozené bakalaiské praci popisuiji
vliv této latky na vyvoj rostlin pSenice seté (Triticum aestivum L.) a huseniCku rolnim
(Arabidopsis thaliana L.) za standardnich podminek a pfi plsobeni abiotickych stresa.

Prvnim experimentalnim cilem moji prace bylo, popsat fenotyp rostlin, které byly
oSetfené testovanou latkou a péstované v optimalnich podminkach. Pfi experimentech jsem
si vSimla vyrazného zbarveni oSetfenych rostlin, a proto jsem stanovila mnozstvi celkového
chlorofylu a karotenoidl v prvnich dvou listech semenacku pSenice. Fenotyp rostlin
oSetfenych latkou TDZ-C2-OMe, byl také porovnan s fenotypem rostlin oSetfenych
cytokininem thidiazuronem (TD2Z).

Druhym cilem moji prace bylo, popsat pozitivni vliv latky TDZ-C2-OMe na vyvoj rostlin
pSenice, které byly vystaveny stresu suchem &i salinnimu stresu. Abych mohla experimenty
kvantifikovat, pocCitala jsem kolik oSetfenych rostlin, pfezije urCitou periodu sucha oproti
kontrolnim rostlinam. U téchto rostlin jsem také zaznamenala jejich primérnou hmotnost.
Popsala jsem také vyvoj rostlin pSenice, které byly vystaveny salinnimu stresu.

Tretim a poslednim cilem moji prace, bylo zjistit vliv zminéné latky na vzchazeni

mladych rostlinek pSenice pfi pusobeni salinniho a osmotického stresu.
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1.1 Stres rostlin

Definice stresu se mohou liSit. Tento pojem muze byt vyjadfen jednoduSe, jako soubor

vnéjsSich podminek, které limituji produkci zemédélskych plodin (Grime, 1979).

1.1.1 Déleni stresu

Environmentalni stresy lze rozdélit do dvou zakladnich skupin, ato na bioticky stres
(biologicky faktor) a na abioticky stres (fyzikalné-chemicky faktor). Biotickym stresem
rozumime napadeni a poskozeni rostliny patogenem, napf. bakterii, houbou, plisni nebo
jinym organismem. Mezi abiotické stresy fadime puUsobeni vysoké a nizké teploty, vodni
deficit nebo naopak zaplavy, razné typy ionizujiciho zareni, chemické pusobeni soli,
herbicidd, insekticidl, anebo také magnetické a elektrické puUsobeni (Levitt, 1972).
Z globalniho hlediska patfi mezi nejCastjSi typy strest limitujicich rast a produkci
zemédélskych plodin, pravé sucho a salinita. Problémem je ic¢asta kombinace nékolika
strest zaroven, kdy mezi typickou kombinaci patfi pravé salinita a sucho. Faktor, ktery

vrvew

zapficinuje vyvolani stresu, se obecné nazyva stresor.

Environmentalni stres

Biotické jevy (infekce,
Abiotické jevy

kompetice s jinym aticke o
organismem) {fyﬂkalne‘ chemické)

vitr, tlak, zvuk,

Teplota Voda Zareni Chemikélie magneticke a
elektrické vinéni, atd.

]

Sucho Zaplavy

]

Mizkd  Vysoka

!_k_\||||

Chlad Mrznuti IR viditelné UV lonizujici

Soli aionty, herbicidy,
insekticidy, atd.

Obr. 1: Rozdéleni environmentalniho stresu.
Prevzato a upraveno z knihy Levitt, J. Responses of plants to environmental stresses. New York-
London: Academic press, 1972, s. 11. ISBN 0-12-445560-3.
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1.2 Stres suchem

V minulosti bylo pro zemédélstvi urujici mnozstvi okolni vody, z toho divodu se toto odvétvi
rozvijelo prfedevSim v okoli velkych toku fek (Araus a kol., 1997c, 1999b). Davodem byla
dostate€na zavlaha pro péstované plodiny, jelikoZz sucho bylo, ataké v dnedni dobé
je, hlavnim limitujicim faktorem v zemé&délstvi.

V rostlinach se voda uplatiuje pfedevSim v biochemickych procesech, jako
je fotosyntéza a dychani, dale jako rozpoustédlo mineralnich latek, pfi transportu hormon
a jinych latek z kofenl do nadzemni ¢asti rostliny (review PospiSilova, 2003b).

Sucho byva zpusobeno dlouhodobymi vysokymi teplotami, pfevazujicim vyparem nad
srazkami nebo v oblastech srazkového stinu (Monteith, 1995). DalSi moznosti je pasobeni
soucasné vysokych koncentraci soli, které znemoznuji rostlinam pfijmout vodu z pady
(El-Hendway a kol., 2005), a dochazi tak k sekundarnimu stresu osmotickému, o kterém
bude zminka v jiné kapitole.

Dulezita pro rostliny je schopnost a moznost vyuziti vody. Tyto vlastnosti jsou vétSinou
zavislé na genetické predispozici jednotlivych druht rostlin. Rostliny, které maiji v genotypu
zakédovany ruast delSich kofenud, maji mnohem vétsi vyhodu a moznost preziti nez rostliny,
které maji kofeny kratké, protoze nemohou Cerpat vodu z vétSich hloubek pudy. Dalsi
vlastnosti muze byt vétsi odolnost rostlin vici suchu pfi rastu a schopnost osmoregulace
(Richards, 1996a; Araus a kol., 1998).

Rostliny mohou reagovat na sucho i okamzité, a to napf. svinovanim listi, uzavienim
priduchlt (PospiSilova a kol., 2000), pozastavenim biochemickych procesu a snizenim
asimilace chlorofylu v listech (Tardy a kol., 1998). Uzavienim priduch( rostlina pfedchazi
velkym ztratdm vody prostfednictvim transpirace, a tim po néjakou dobu udrzi vy$3i hladinu
vody v rostlinném téle. Diky tomu nedochazi v ¢asnych stadiich k poskozeni fotosyntetického
aparatu.

Sucho ma dopad pfedevSim na nadzemni ¢ast rostliny, kdy listy u stresovanych rostlin
jsou mensi a jsou ve vzpfimené pozici, aby zmensily plochu pro dopad slune€nych paprski
(Araus akol., 1986). Dalsim dopadem muze byt zrychleni senescence listl, zpomaleni
procesu fotosyntézy a znemozZnéni asimilace chlorofylu (Munné-Bosch a Alegre, 2004).
Plodiny rostouci v krajinach s nedostatkem vody jsou obecné mensiho vzrldstu, maji mensi

vynos, pfipadné uplné usychaji a hynou.
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1.3 Salinni stres

Salinni stres postihuje 50 % orné plUdy po celém svété (Flowers a Yeo, 1995) a zasadné
ovliviiuje vynosnost zemédélsky vyznamnych plodin (Pitman a Lauchli, 2002). Svym
extrémnim dopadem na rostliny se fadi mezi jeden z nejhorSich abiotickych strest vubec.

Salinni stres byva nej¢astéji v pfirodé zpusoben sodnymi ionty, tedy chloridem sodnym.

1.3.1 Vztah rostlin k soli

Rostliny mizeme rozdélit do nékolika zakladnich skupin podle toho, pfi jaké koncentraci soli
dokazi rust, ato na fakultativni a obligatni halofyty a na glykofyty. Terminem halofyty
se oznacuje skupina rostlin, ktera dokaze rust v podminkach, kde je vysoka koncentrace soli.
Ty mlUzeme dale rozdélit na extrémni euhalofyty a mirné oligohalofyty (Takada, 1954). Jako
fakultativni halofyty oznacujeme ty rostliny, které rostou za standardnich podminek bez soli,
ale dokazi rust ipfi jeji zvySené koncentraci (Ungar a kol., 1969). Oproti tomu obligatni
halofyty nedokazi rast bez vysokych koncentraci soli a hynou pfi nizkych nebo nulovych
solnych koncentracich (Weissenboéck, 1969). Halofyty obvykle rostou pfi koncentracich okolo
2-6 % chloridu sodného, ale jsou i druhy, které preferuji daleko vyS3i koncentrace, a to napf.
20 %. Tyto rostliny jsou si schopny akumulovat do pletiv vysoka mnozZstvi soli. Napfiklad
v listech rostliny Nitraria Schoberi L. byl po dehydrataci zjistén obsah chloridu sodného 14 %
z celkové  sudiny, coz pfedstavuje 57 %  veSkerych  obsazenych  soli
(Strogonov, 1964).

Bézné péstované plodiny muzeme také rozdeélit do skupin, a to podle toho, jak moc
je sul jejich limitujicim faktorem. Do prvni skupiny se zafazuji lusténiny (hrach, ¢oc¢ka, séja),
pro které je vy$8i mnozstvi soli naprosto nepfijatelné a ihned hynou. DalSi skupinu tvofi nase
bézné polni plodiny (pSenice, je€men, kukufice), pro které neni zvySeni koncentrace soli
idedlni, ale né&jakou dobu to pro né& neni limitujicim faktorem. Posledni skupinu tvofi
napr. slunecnice, cukrova fepa a pice, pro které neni dlouhodobéjsi zvySeni koncentrace soli
limitujici (Maianu a kol., 1965).

1.3.2 Dopad soli na rostlinu

Vysoké koncentrace soli maji ¢asto fatalni dopad na rostlinu, jelikoz jsou pro rostlinu toxické
(Bernstein, 1964). V prvni fazi mGzeme pozorovat projevy ve zméné fenotypu, kdy dochazi

k pozastaveni rustu prytu, k zastavé bunécného déleni (Strogonov, 1964), k vadnuti list(
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a s tim spojenému snizeni turgoru (Kovalskaia, 1958), a také ke Zloutnuti okrajovych Casti
listd. V dalsi fazi poté dochazi k nekroze listu (Ehlig a Bernstein, 1958) a obvykle k usmrceni
celé rostliny (Kovalskaia, 1958).

Pfi vniknuti soli do bunék dochazi ke zméné a k naruSeni bézneho iontového
zastoupeni v burice a ke zvySeni vodniho potencialu bunky, coz zamezuje kvalitnimu
transportu rostlinnych hormont do listl a ostatnich perifernich ¢asti rostlin (O’Leary, 1970).
Pokud dojde k poSkozeni apikalniho meristému soli, toto poskozeni je jiz nevratné.

Mezi prvotni zmény na molekularni a buné&né urovni patfi utlumeni nebo Upiné
zastaveni metabolickych drah. Biochemické procesy, jako jsou fotosyntéza a dychani, jsou
blokovany a téméf pozastaveny. Aktivita nékterych enzym( muize byt zruSena, zatimco jiné
enzymy jsou naopak aktivovany, coz vede k nerovnovaznym procesum v rostlinach. Dale
dochazi k ovlivnéni metabolismu karbohydratd (Bhardway, 1959) a syntézy chlorofylu
a karotenoidd (Kim, 1958). Syntéza proteinl je snizena a naopak dochazi k hydrolyze jiz
diive vytvofenych protein, tim padem dochazi k akumulaci aminokyselin v rostlinach.
Nékteré z aminokyselin - threonin, fenylalanin, leucin, isoleucin, prolin, lysin, glutamova
kyselina, aspartova kyselina, serin a valin pusobi v burfice pfi vy$Sim mnozstvi toxicky.
Na tento problém poukazal rusky védec Strogonov (1964).

PoSkozeni rostlin soli muze byt umocnéno dalSimi environmentalnimi jevy. Toxicita
se zvySuje s pusobenim teploty v rozmezi od 0 °C do 33 °C (Kaho, 1926). DalSim vlivem
muze byt to, zda rostlinu péstujeme ve stinu nebo na svétle. Obecné je znamo, ze svétlo
podporuje poSkozovani rostliny pfi stresu, zatimco rostlina ve stinu je schopna stresu Iépe
Celit. To je zpUusobeno snizenim transpirace, coz vede ke zvySeni akumulace soli v pletivech
(Strogonov, 1964).

1.4 Osmoticky stres

Vysoka koncentrace soli v pidnim roztoku vSak nemusi zplsobovat pouze salinni stres, ale
také zapfriCinuje stres osmoticky. Podstatou osmotického stresu je snizeni vodniho
potencialu v okoli kofenu rostliny. Rostlina se poté snazi vyrovnat hladiny koncentraci
na vnitfni i vnéjsi strané kofenu, C&ehoz docili vypuzovanim vody z rostlinného téla
do okolniho prostfedi. Takovému jevu se nékdy fika ,fyziologické sucho®, protoze rostlina ma

ztizeny pfijem vody z okoli, kterou potfebuje ke svému rlstu (EI-Hendway a kol., 2005).
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1.5 Adaptace rostlin vidi salinnimu stresu

Rostliny jsou schopny se do urcité miry branit proti salinnimu i osmotickému stresu. Dokazi
si néjaké koncentrace soli v sobé naakumulovat, aniz by jim samotnym to ubliZovalo, tudiz
poté snesou vySSi koncentrace soli v okolnim prostfedi. Pro rostliny je snazSi pfijimat
poskozeni rostlin ClI- ionty nez Na* ionty (Tagawa a Ishizaka, 1963).

Déle si rostliny vyvinuly 3 metody zbavovani se nadmérného mnozZstvi soli
v pletivech, ato 1.) pasivnim vylu€ovanim soli z téla, 2.) aktivnim vypuzovanim soli z téla
a 3.) zfedénim vysokych koncentraci soli vodou.

Dal$i moznosti mize byt geneticky dana vlastnost malého pfijmu sodnych kationtt
a selektivni pfijem a transport draselnych, vapenatych a jinych kationtd (Schachtman
a Munns, 1992).

1.6 Uplatnéni lidského faktoru pfi boji se stresem rostlin

Rostliny, na které po dobu rlstu a vyvoje negativné pusobi environmentalni prostfedi, maji
obecné vyraznéji snizenou produkci a vynos. Tento globalni problém je proto nutné fesit
vyvojem novych technologickych postupu, které by zvySily produkci zemédélsky vyznamnych
plodin (Tester a Langridge, 2010).

NejCastéjSi cestou, kterou se zemédélci snazi pfedchazet menSim vynosim a vzristu
plodiny, je jejich genetické upraveni. Geneticky modifikovana rostlina mize |épe reagovat
na urcity typ stresu. OvSem, jak je uvedeno vysSe, béhem vyvoje rostliny dochazi k prolinani
nékolika riznych typu strest, coz dany problém zcela nefesi.

DalSi moznosti mUze byt zkoumani pfirozenych adaptacnich procesu rostlin, které
si samy vyvinuly na ochranu pfed témito limitujicimi faktory, které by mohly lidem pomoci pfi
vyvijeni novych metod a technologii pfi péstovani. S timto problémem souvisi podrobna
znalost pribéhu jednotlivych procesu, jakym zpisobem dané stresy poskozuji organismy, jak
jim jiné rostliny dokazi Celit, nebo jestli je rostlina schopna vytvofit i jiné biochemické drahy,

které stres neovlivni (Levitt, 1972).

1.7 Latky potlacujici stres — jejich vyznam, pouZziti

V minulosti bylo zji§téno, Ze nékteré pfirozené se vyskytujici rostlinné hormony, jako jsou

gibereliny, cytokininy, brassinosteroidy a dalSi latky, zminéné nize, funguji do urcité miry jako
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protektiva, pfi plasobeni stresovych podminek (Bartoli a kol., 2013). V dnesni dobé, kdy stres
rapidné ovliviiuje vynosy plodin (Mickelbart a kol., 2015), se lidé ¢im dal tim vic zabyvaji
vyvojem novych protektivnich latek, které by mohly pomoci Celit t¢émto globalnim problémdm.
V experimentalni Casti bakalafské prace je popsano testovani latky TDZ-C2-OMe, ktera
vykazuje protektivni u€inky vuci salinnimu stresu a stresu suchem na rostlinach pSenice seté
(Triticum aestivum L.) a huseniCku (Arabidopsis thaliana L.), ¢ehoZz by se dalo vyuZit
do budoucna pfi velkoploSném péstovani hospodaisky vyznamnych plodin. Jelikoz je latka

pribuzna cytokininu TDZ, popisuji zde nejdfive cytokininy.

1.7.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou rostlinné hormony, které jsou odvozeny od N substituovanych derivata
purinu adeninu. Prvnim identifikovanym cytokininem byl kinetin, ktery dostal nazev podle své
funkce podporovat cytokinezi. Kinetin byl ziskan v 50. letech Millerem a Skoogem, ktefi
objevili pozitivni u€inky autoklavované DNA spermatu sledl na proliferaci bunék tabaku
(Nicotiana tabacum L.), na¢ez prokazali, ze aktivni latkou ve spermatu byl kinetin (Amasino,
2005). Prvni izolovany cytokinin z rostliny byl ziskan z endospermu kukufice a ziskal sv(j
nazev zeatin odvozenim od latinského nazvu kukufice - Zea mays L. (Letham, 1973).
Cytokininy muzeme rozdélit na syntetické a pfirozené se vyskytujici a dale podle
povahy jejich postranniho fetézce na isoprenoidni, aromatické a derivaty furfuralu. Typickymi
pfiklady CK s isoprenoidnim fetézcem jsou zeatin (Z), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (c2),
N°®-(A2-isopentenyl-amino)purin (iP) a jejich derivaty. Mezi CK s aromatickym kruhem se fadi
6-benzylaminopurin  (BAP), Kkinetin, topolin aopét jejich derivaty (Strnad, 1997).

Nejznaméjsimi zastupci CK odvozenych od furfuralu jsou kinetin a kinetin ribosid
(Barciszewski a kol., 2007).

1.7.1.1 Vlastnosti CK

Cytokininy i s dal8imi rostlinnymi hormony hraji vyznamnou roli ve spravném vyvoji
a vystavbé rostlinného téla. Maji pfiznivy U€inek na bunétné déleni, vyvoj semen
a chloroplastl, ovliviuji rust a vyvoj kofenové Casti a prytu, apikalni dominanci, kveteni,
oddaluji senescenci listd, podili se na obrannych mechanismech rostlin pfi pusobeni
nepfiznivych stresovych podminek (Mok, 1994; Argueso a kol., 2012; Hwang a kol., 2012).
DalSi vlastnosti je schopnost redukovat pocet priduchl atim zpomalit proces transpirace
(Todorov a kol., 1998).
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1.7.1.2 Transport CK

Dfive se pfedpokladalo, Ze jsou cytokininy syntetizovany pouze v kofenové Casti rostliny
a poté jsou postupné transportovany cévnimi svazky do zbytku rostlinného téla, ale podle
pozdéjSich studii bylo dokazano, ze jsou cytokininy syntetizovany v celé rostling, a to v€etné
vzduSnych pletiv (Sakakibara, 2006; Hirose a kol., 2008; Kamada-Nobusada a Sakakibara,
2009). Ovéem to neznamena, ze cytokininy nejsou schopny se v rostliné transportovat.
V rostlinném téle byly popsany dva zakladni typy prenost na kratkou a dlouhou vzdalenost.
Pfenos na dlouhou vzdalenost zajiStuje cytokinin tZ-ribosid, ktery probiha cévnimi svazky.
Transport na kratSi vzdalenosti je zajiStovan floémovymi svazky a je zprostfedkovan iP
(Kudo akol., 2010). DalSi typ pfenosu cytokininG zajiStuji purinové transportéry AtPUP1
a AtPUP2, které byly lokalizovany v plazmatické membrané av membrané
endoplazmatického retikula rostliny Arabidospis (Gillissen a kol., 2000; Burkle a kol., 2003).
Podobnym zplUsobem dochazi k transportu vSech rostlinnych hormon(, ale pouze
za idealnich podminek. Jeden z nezadoucich u¢inkl salinniho stresu v rostlinach je blokace
transportu hormond, které poté pfimo ovliviuji déje v rostlinach, podminujici existenci rostlin.

Z toho divodu dochazi €asto k uhynu celé rostliny (O Leary, 1970).

1.7.1.3 Receptory cytokininu

Receptory AHK2, AHK3 a AHK4 je komplex tfi histidin kinazovych CK receptoru
lokalizovanych v modelové rostliné Arabidopsis (Inoue a kol., 2001; Suzuki a kol., 2001b;
Ueguchi a kol.,, 2001a; Yamada a kol., 2001). VSechny ftfi receptory patfi do jedné
receptorové CRE rodiny a maji nékolik shodnych typickych znaku - jejich domény jsou
zakotvené v membranach, maji podobnou strukturu, na povrchu membrany je ukotvena ¢ast
receptoru pro vydej informaci a signald z bufky do okoli a na vnitini strané membrany
dochazi k pfijmu signall z okoli. Na extra-cytosolarni strané se nachazi doména CHASE,
ktera hraje dllezitou roli pfi navazani cytokininu (Anantharaman a Aravind, 2001; Heyl a kol.,
2007). Poté navazuje pfenaSeCova doména a pfijimacova histidin kinasa umisténa
na cytosolarni strané membrany obsahujici C-terminalni doménu, ktera zajistuje spravnou
funkci enzym0 (Heyl a Schmdilling, 2003).

Kazdy z receptorl ma své specifické vlastnosti, ale ¢asto je nutna jejich spoluprace.
Pouze receptor AHK3 je schopny v nékterém pfipadé pracovat samostatné, a to pfi udrzeni
funkénosti chloroplastt v listech péstovanych ve tmé. Receptor AHK3 hraje dUllezitou roli
v oddaleni senescence listl u Arabidopsis, tato funkce byla prokazana sérii experimentd

publikovana vroce 2006, kdy byl inaktivovan receptor AHK3, &imz byla zrychlena
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senescence. Funkéné se jedna o receptor, ktery zpusobuje fosforylaci a aktivaci ARR2 (Kim
a kol., 2006) a ARR typu - B, kde typ - B ARR pouze reguluje celkovy proces. Tato vlastnost
receptoru je v8ak zavisla na koncentraci CK v organismech. Pfi pfili§ vysoké koncentraci
dochazi k opaénému ucinku na senescenci.

Receptor AHK2 byl lokalizovan pfevazné v nadzemni ¢&asti rostliny, jako AHKS
(Ueguchi a kol., 2001; Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004). Podporuje pfedevsim
funkce receptoru AHK3 a uplatiuje se v procesu starnuti rostliny a ve vyvoji organu. PFi
mutaci (ahk2) nedoslo k zadné fenotypické zméné rostliny (Riefler a kol., 2006).

Receptor AHK4 je aktivovany volnymi CK bazemi a ¢asto ho lokalizujeme v apikalni
Casti kofene nebo v proliferujicich bunkach prytu (Mahénen a kol., 2000; Inoue a kol., 2001;
Ueguchi a kol., 2001; Higuchi a kol., 2004; f a kol., 2004). Jeho funkce se uplathuje pfi
prodluzovani kofene za standardnich podminek i za tmy (Higuchi a kol., 2004; Nishimura
a kol., 2004; Riefler a kol., 2006), pfi vyvoji embrya a pfi regeneraci vyhonku (Mahonen
a kol., 2000; Inoue a kol., 2001; Franco-Zorilla a kol., 2002). Dale se zapojuje pfi kveteni
a pfi zménach ve vyzivé (Werner a Schmiilling, 2009). Tento receptor byl lokalizovan jako

prvni, a to v roce 2001.

1.7.1.4 Senescence

V navaznosti na informace o receptoru AHK3, navazuje kapitola o senescenci jako takoveé,
jelikoz bylo vyuZito senescence pfi experimentech v druhé casti prace, pfi hodnoceni
poskozeni rostlin.

Senescence je projev rostlin zpUsobeny vysokym stafim rostliny, pfipadné vlivy
z okolniho prostfedi. Muze zasahnout rostlinu v rozsahu bunék, tkani i celych organu, kdy
Casto vede ke smrti celé rostliny.

NejCastéji dochazi k senescenci listli rostliny, ktera zahrnuje programovanou bunéénou
smrt (PCD). Programovana bunéfna smrt je geneticky fizena odpovéd na nepfiznivé
podminky, které mohou pochazet jak z okolniho prostfedi, tak z vnitiniho prostiedi rostliny
a projevuje se sebezniCenim vlastni burky. V prvni fadé k ni dochazi v burfikdch mezofylu
a poté se Fisi do vSech okolnich bunék, coz se projevuje postupnym rozpadem bunéénych
struktur. Dojde k rozpadu chloroplasti a ke zménam ve struktufe grana. Opakem muzou byt
mitochondrie a jadro, které jsou naruseny az pfi posledni fazi senescence (Cao a kol., 2003).
DalSimi typickymi projevy jsou rozvolnéni chromatinu, snizeni anabolismu a zmenSeni
vakuol. Na venek se senescence projevuje Zloutnutim listd, coZz souvisi s rozpadem

chloroplastl a degradaci chlorofylu, enzym( (Rubisco) a proteint (Brouquisse a kol., 2001;
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Breeze akol.,, 2004; Buchanan-Wollaston a kol., 2005). Tento proces je velmi specificky
a hormonalné a geneticky regulovany (Lim a kol., 2007).

Neni pfesné znamo, jak je senescence zahgjena a jak je rozpoznan vék organismu,
tedy kdy je vhodné ji zahajit. Senescence muze byt vyvolana nadmérnym mnozstvim
sacharidl v rostliné, kde rychlost jejich metabolismu podporuje proces starnuti, snizuje
proces fotosyntézy a maze mit tedy vliv i na regulaci tohoto procesu, jak bylo dfive dokazano
na kvasinkach a na nékterych modelovych sav€ich organismech (Ewbank a kol., 1997;
Kimura a kol., 1997). Dal$i moznosti muze byt mutace oresara 4-1 (ore 4-1), ktera ma vliv
na oddaleni procesu starnuti, ale pouze v pfipadé starnuti zavislém na véku organismu. Bylo
prokazano, ze tato mutace nema vliv na senescenci indukovanou mutacemi a nedostatkem
svétla (Woo a kol., 2002).

cytokininy
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Obr. 2: Hypotetické schéma pro funkci ORE12/AHK3 pri kontrole cytokinin( na vliv na senescenci listt
Arabidopsis. Fosforylace ARR2 je zprostfedkovana ORE12/AHK3. Fosforylovany ARR2 vyvolava
indukci cytokininovych regulujicich gend, které maji vliv na zpomaleni a oddaleni senescence.
Ve vysledku tzn., Ze tato cytokininova signalni dréha je specificka pro kontrolu listové senescence.

Pfevzato a upraveno ze ¢lanku Lim, P. O.; Kim, H. J.; Nam, H. G. 2007. Leaf Senescence. Plant

Biology 58: 115-36.
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Senescence, jak je vySe zminéno, mlize byt zpusobena vysokym stafim organismu,
anebo také pusobenim okolniho prostfedi. Dohromady je znamo okolo 43 genu, které
se zapojuji pfi senescenci rostlin a shodnych 28 genu, které zprostfedkovavaji odpoveédi
organismu na stresy, coz prokazuje propojenost téchto riznych procesu. Tyto informace byly
zjistény pfi zkoumani jednotlivych signalnich drah fytohormonu, které hraji vyznamnou roli
v regulaci obou procesu.

Aby se oddalila senescence, vyuzivalo se urCité vlastnosti CK, kdy se CK
endogenné aplikovaly na rostliny. Zjistilo se, Zze efekt na rostliny muze byt jak pozitivni, tak
negativni (Tetley a Thimann, 1974).

Konkrétnim genem, ktery ovliviiuje oddaleni senescence rostlin, je gen pro IPT,
ktery byl poprvé izolovan ve fazolu. Transgenni rostliny tabaku, které obsahovaly gen
SARK::IPT, vykazovaly pozdéjSi senescenci a oddaleni celkového zloutnuti listd (Rivero
a kol., 2007).

Stresy maji vyznamny vliv na pozménéni funkcénosti jednotlivych gend, které

ovlivAuji jejich biosyntézu a degradaci (Ha a kol., 2012).

1.7.1.5 Thidiazuron

Jiz v minulosti se podafilo syntetizovat nékolik latek odvozenych od mocoviny
s cytokininovou aktivitou, které se liSi svoji strukturou odvozenou od adeninu. Mezi takové

latky fadime thidiazuron (TD2Z), ktery se pfirozené nevyskytuje v rostlinach.
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Obr. 3: Strukturni vzorec thidiazuronu
Stazeno 25. 12. 2015
z http://www.glentham.com/static/media/structures/large/51707-55-2.png

Thidiazuron (fenyl-N'-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)moc€ovina) je synteticka slou€enina
odvozena od fenylmoc€oviny. V této molekule se vyskytuji dvé vyznamné funkéni skupiny,
ato fenyl athiadiazol. Tyto skupiny odpovidaji za vysokou biologickou aktivitu TDZ, coz
potvrdilo testovani latek odvozenych od TDZ s jinymi funk&nimi skupinami, nez uvedenymi
(Mok akol.,, 1982). Latka byla poprvé pouzita pfi sklizni tobolek baviniku, kde navodila

abscisi listl baviniku (Arndt a kol., 1976), coz umoznilo lepsi sbér tobolek.
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PfestoZze jsou nékteré ucinky TDZ na rostlinu podobné nebo shodné s ucinky
cytokinind a auxinl, chemicka struktura latky, neni pfilis podobna ani jedné ze zminénych
skupin rostlinnych hormon(. Mezi jeho hlavni vlastnosti patfi regulace morfologie tkarovych
kultur a v dnedni dobé se védci pokousi lépe vyuzit jeho vlastnosti v oblasti regenerace
rostlinnych tkani. TDZ je atraktivni pro védce z hlediska nizké koncentraéni ucinnosti
na rostliny, kdy byly v minulosti zaznamenany pozitivni ucinky jiz pfi koncentraci 10 pM
(Preece akol., 1991) a po jeho uziti, v relativné kratké dobé&, dochazi k regeneraci pletiv
(Visser akol., 1992; Hutchinson a Saxena, 1996a). Tyto zminéné vlastnosti odliSuji TDZ
od ostatnich pfirozené se vyskytujicich i syntetickych latek odvozenych od cytokinind.
DalSimi znamymi a vyznamnymi vlastnostmi TDZ je schopnost zpomaleni degradace
chlorofylu (You akol.,, 1992) azvySeni jeho mnozstvi u oSetfenych rostlin, coz bylo
prokazano experimenty na pelargoniich (Visser a kol., 1995). Pozitivni u¢inky vykazuje TDZ i
na vzchazeni rostlin (Babiker a kol., 1992) a kli€eni hliz bramboru (Ji a Wang, 1988). Mezi
dal$i ac€inky thidiazuronu patfi vétveni trichomd a vétSi vyskyt stomat na generativnich
rostlinnych organech (Venglat a Sawhney, 1994).

Sledované morfologické zmény rostlin oSetfenych TDZ, mohou byt zpUsobeny
rozdilnou kinetikou jednotlivych enzymu v téle rostlin. Prokazano vsak bylo i to, ze diky TDZ
dochazi ke stimulaci vzniku enzymu, jako napfiklad — peroxidazy, katalazy (Wang a kol.,
1991a), k syntéze nitratreduktazy (Kulaeva a kol., 1982), zvySeni mnozZstvi ATP, ribulosa-
1,5-bisfosfat karboxylasy/oxygenasy (Chernyad'ev a kol., 1987; Chernyad'ev a Kozlovskikh,
1990). Dale mize dochazet k syntéze cytokinin oxidasy/dehydrogenasy, coz je enzym, ktery
nevratné inaktivuje vSechny pfirozené se vyskytujici cytokininy v rostlinach. To muze byt
zpUsobeno i tim, Ze TDZ sam inhibuje aktivitu cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (Hare a kol.,
1994, Chatfield a Armstrong, 1986).

1.7.2 Gibereliny

Prvni zminka o giberelinech (GA) byla v Japonsku, kdy japonsky védec studoval rostliny ryze
(Oryza sativa L.), ktera byla napadena houbou Gibberella fujikuroi. Napadena rostlina méla
atypicky vzhled — nebyla zelena, méla protazeny tvar a neprodukovala semena, coz bylo
zpusobeno pravé gibereliny, které byly z houby néasledné izolovany. Pozdéji se podafilo
objevit dalSi druhy GA, ato iv béznych rostlinach. V dnesni dobé je znamo vice nez 130
odlisnych druhtd GA, ale ne kazdy vykazuje biologickou aktivitu v rostlinach a slouzi pouze

jako prekurzory pro aktivni formy GA nebo jako jejich metabolity (MacAdam, 2009).
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Obr. 4: Chemicka struktura prvniho izolovaného giberelinu.
Stazeno 25. 12. 2015

z https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ed/Gibberellin_Al.svg

Z chemického hlediska se jedna o pfirodni diterpenoidy, jejichz hlavnim uéinkem
na rostlinu je podpora bunééného déleni a elongace. Dale podporuji kveteni a germinaci
semen (Sun a Gubler, 2004) a funguji v rostliné jako antioxidanty (Wigoda a kol., 2006).
Gibereliny se uplatiuji i jako protektiva pred abiotickymi i biotickymi stresy. Konkrétné hraji
roli pfi ochrané rostliny proti napadenim patogenem (Berrocal-Lobo akol., 2002)
a zprostfedkovavaji odpovéd pfi stresu zpusobeném vysokou teplotou (Ko a kol., 2007). Pri
vysoké koncentraci soli se také uplatriuji gibereliny, a to pfedevSim skrze proteiny DELLA.
Tyto proteiny zmirfiuji inhibici rdstu zpasobenou vysokou salinitou (Achard a kol., 2006).
Dale bylo prokazano, ze pfi ztraté mutace DELLA proteind, dochazi ke zvySovani
koncentrace kyseliny salicylové (SA), diky jejimz biochemickym draham rostlina |épe odolava
napadenim patogent (Robert-Seilaniantz a kol., 2007; Navarro a kol., 2008). Pfi exogenni
aplikaci GA; je rostlina schopna zvratit inhibiéni Uc€inek stresora pfi kli€eni semen a dokaze

ovliviiovat hladinu SA v pletivech, ktera napomaha ochrané rostliny.

1.7.3 Kyselina salicylova

O kyseliné salicylové se v poslednich letech objevilo spoustu novych informaci tykajicich
se jejich funkci pfi pusobeni stresu na rostliny. Pfi interakci s gibereliny dochazi k nadmérné
expresi GASA4 genu v rostliné Arabidopsis, cozZ zlepSuje toleranci vici soli a oxidacnimu
atepelnému namahani. Tento proces probiha prostfednictvim zvySeni biosyntézy SA
(Horvath a kol., 2007). Gibereliny také reguluji hladinu kyseliny salicylové v rostlinach a také
upravuji pomér hladin mezi kyselinou jasmonovou a salicylovou (Navarro a kol., 2008).
DalSim dukazem, Ze je rostlina zavisla na urcitych koncentracich kyseliny salicylové
a potlaCuje tim abiotické stresy, je experiment, kdy byly na rostlinu aplikovany tfi rostlinné
hormony. Na semena transgenni rostliny FSGASA4 byla aplikovana kyselina salicylova,
jasmonova a abscisova (ABA). DoSlo ke zméné mnozstvi jednotlivych hormond v rostliné

oproti neoSetfenym rostlinam, a to az k dvojnasobnému naristu kyseliny salicylové v rostling,
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mirnému narastu ABA a mirnému poklesu JA (Alonso-Ramirez a kol., 2009). Vysledkem byla
lepSi odolnost oSetfenych rostlin va¢&i oxidativnimu stresu, salinnimu stresu a stresu
zpUsobeném vysokymi teplotami. Tim se prokazala domnénka, Ze nékteré stresované

rostliny jsou zavislé na mnozstvi SA (Horvath a kol., 2007).
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Obr. 5: Strukturni vzorec kyseliny salicylové.
Stazeno 25. 12. 2015
Z https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/8e/Salicylic-acid-skeletal.svg/220px-

Salicylic-acid-skeletal.svg.png

1.7.4 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy jsou rostlinné steroidni hormony (Chung a Choe, 2013), které byly poprvé
objeveny a izolovany v roce 1979 z pylu fepky (Brassica napus L.). Konkrétné se jednalo
o brassinolid (Grove a kol., 1979). Pfirozené se BA vyskytuji v reproduk&nich organech
nékterych rostlin a ovliviiuji opad listl a plodu, dlouzivy rust bunék a senescenci (Choe,
2006; Clouse a Sasse, 1998). Ovliviuji biosyntézu ethylenu, aktivuji protonové pumpy,
syntézu aminokyselin a proteinl, reguluji genovou expresi, podili se na vyvoji cévnich
svazk( a podporuji rist pylové lacky (Sasse, 2003). Dale se uplatruji pfi obrannych reakcich
1995), vysokou salinitou atim spojenym osmotickym stresem (Sairam, 1994; Ali akol.,
2007), suchem, tézkymi kovy a utoky patogent (Hayat a kol., 2007).

Obr. 6: Struktura prvniho izolovaného brassinosteroidu.
StaZeno 25. 12. 2015 z
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/54/Brassinolide.png/400px-Brassinolide.png
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Brassinosteroidy maji propojené signalni drahy i s dalSimi rostlinnymi hormony
a diky tomu ziskaly svoji funkci protektiv vuci stresu. Pfikladem rostlinnych hormona, které
ovliviuji, jsou kyselina abscisova, ethylen a kyselina jasmonova (Chung a Choe, 2014).
Co se tyka vztahu s kyselinou abscisovou, maji na rostlinu opacny efekt - pusobi tedy
antagonisticky, a diky tomu se rostlina dokaze branit vaci salinnimu stresu. Interakce
rostlinnych hormon(, aktivuje vice antioxidacnich komplex( a enzymu, které vychytavaji
volné radikaly, dale podporuje rlst rostliny a chrani fotosynteticky aparat (Ali a kol., 2008).
Hlavni roli v potlaeni salinniho stresu ma BIN2 protein, coz bylo dokazano inhibici tohoto
proteinu lithiem (Klein a Melton, 1996; Stambolic a kol., 1996) a bikininem (De Rybel a kol.,

2009), kdy osetfené rostliny zezloutly a nasledné uhynuly.

1.7.5 Paclobutrazol

Paclobutrazol (PBZ) je dalSi latkou, ktera pomaha rostlinam celit vysoké salinité.
Z chemického hlediska se jedna o triazol, ktery byl popsan Heddenem a Graebem v roce
1985.

/
Cl N
N~ CHs
CH,
CH,
OH

Obr. 7: Chemicka struktura paclobutrazolu.
Stazeno 25. 12. 2015
Z http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigmaaldrich/structure6/188/mfcd01678673.eps/_jcr_cont

ent/renditions/mfcd01678673-medium.png

Paclobutrazol napada isoprenoidni drahu (Kamountsis a Chronopoulon-Sereli,
1999) a ovliviiuje hladiny fytohormonu v rostling. Pfikladem skupiny fytohormon, kterym
PBZ pfimo blokuje syntetickou drahu, jsou gibereliny, coz zpomaluje a narusuje rast a vyvoj
rostliny (Mehouchi akol., 1996). Jeho dalSi funkce spocCiva v regulaci hladin dalSich
fytohormonu, konkrétné podporuje narlst hladin cytokinind a kyseliny abscisové a naopak
snizeni hladiny ethylenu (Asar-Boamah a Fletcher, 1986; Fletcher a Hofstra, 1988; Mackay
a kol., 1990). Hajihashemi a Kiarostami testovali danou latku na rostlinach pSenice, kdy
jedna z nich byla tolerantni vuci salinnimu stresu a druha byla citliva. PFi aplikaci latky doSlo

k vyraznym zménam na fenotypu obou rostlin. U obou kultivard doSlo ke zmenSeni jejich
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vySky a délky a se vzrlstajici koncentraci soli dochazelo ke vétsi inhibici kofenové casti
rostliny, ke zmenseni hmotnosti vyhonkd a procentualniho obsahu vody. Déle se u rostliny
citlivé k soli naakumulovalo v listech vice Na* iontl, které pfispivaji k ochrané vici stresu
a také velikost 6. listu byla vétSi nez utolerantni rostliny. U obou druhl, se zvySujici
se koncentraci chloridu sodného, zvySoval obsah biogennich prvki — P, K a N. Ve vysledku
ma tedy paclobutrazol pozitivni u€inky, jako ochrana pfed salinnim stresem u obou kultivart
a zvysuje odolnost citlivych plodin vici soli (Hajihashemi a Kiarostami, 2007).

DalSim pozitivnim u€inkem na rostliny, je znasobeni pocétu molekul, které
zachytavaji volné radikaly v burikach, a tim pfispivaji k detoxikaci organismu (Kopyra
chlorofylu (Kishorekumar a kol., 2007). Paclobutrazol také aktivuje nékteré enzymy, jako jsou
superoxid dismutasa (SOD), katalasa (CAT) a peroxidasa (POX), které jsou pfi salinnim

stresu u neosetfenych rostlin inhibovany (Manivannan a kol., 2008).

1.7.6 Testovana latka TDZ-C2-OMe

Tato latka byla syntetizovana laboratofi ristovych regulatori v Olomouci, ajak uz nazev

napovida, latka ma spole€nou zakladni strukturu s thidiazuronem.

N/YNH NH
o 7]/ \”—\G.--"'CH3

Obr. 8: Struktura TDZ-C2-OMe nakreslena v programu Chemspider.

Co se tyka biologické aktivity, tato latka vykazuje podobné pozitivni u€inky na rostlinu
jako cytokininy, coz bylo prokazano experimenty uvedenymi ve druhé &asti této prace. Oproti
cytokinindm maji urcitou vyhodu, ato, Ze nepusobi inhibicné na kofenovou €ast rostliny.
Inhibice je zplUsobena aktivaci drahy CRE1/AHK4, kterd byla lokalizovana v Arabidopsis.
Tato draha byva aktivovana cytokininy, ale testovana latka ji neaktivuje. Podrobnéjsi

informace o ucincich latky na rostliny jsou uvedeny ve druhé Casti prace.
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Experimentalni Cast
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2 Pouzity material a pristroje
2.1 Chemikalie

testovana latka: TDZ-C2-OMe (Laboratof rdstovych regulatord UP & UEB,
AV CR)

TDZ (Sigma-Aldrich, Némecko)

MS (Murashige & Skoog médium, MES, sachar6za, agar): sachar6za 0,1 %,
fytagel 69/l atestované latkky - TDZ, TDZ-C2-OMe 100nM
koncentrace/dimethylsulfoxid 0,01 %, destilovana voda.

ethanol 70 % (v/v) + silwet 0,01 % (v/v), dimethylsulfoxid 0,01 % (Sigma-
Aldrich, Némecko)

chlorid sodny = 99.5 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hoaglandiv roztok (Fe EDTA 5ml/l, zasobni roztok Hoagland

s mikrobiogennimi prvky 100 ml/l, destilovana voda)

2.2 Pomucky

automatické pipety pro objem 1-10 pl, 10-100 pl a 100-1000 ul, Spicky

96 jamkova deska, mikrozkumavky, stojan na mikrozkumavky, zkumavky,
Ctvercové  Petriho  misky CELLSTAR®  (120x120)x17,  Petriho
misky & 100 mm

chemicka IZiCka, navazovaci lodi¢ky, sklenéné ty€inky, magnetické michadlo
odmérny valec, kadinky

plastové nadoby pro péstovani pSenice

sadbovace TEKU JP 3050/160 T

hydroponni tacy 1% generation (Photon Systems Instruments, Brno, Czech
Republic)

hydroponicka nadoba (Araponics, Ceska republika)

stfiCka, rozpraSovac, ntzky, injekéni stfikaCka, pinzeta, sazeci kolik

substrat (Substrat 2, Klassmann Deilman, Geeste, Némecko)

perlit

2.3 Pristrojova technika

laboratorni vodni lazeh (CSVT-66EM)
spektrofotometr (Synergy H4 Hybrid Reader)
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o laboratorni celoplastova digestof LK 1901 Plastic / 1200

e analytické vahy, pfedvazky

o fotoaparat Canon EOS 450D

¢ fytokomora (PlantScreen™)

e pasovy dopravnik sadbovaé (Photon Systems Instruments, Brno, Ceska

republika)

2.4 Biologicky material

e pSenice seta (Triticum aestivum L. kultivaru Hereward)
o pSenice seta (T. aestivum L. kultivaru Etana; Deutsche Saatveredelung AG,
Lippstadt, Némecko)

¢ husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L. wild type Col-0)
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3 Metody

3.1 Hodnoceni fenotypu nadzemni casti rostlin a stanoveni

celkového chlorofylu a karotenoidl v listech

Bylo navazeno 25 g semen pSenice seté kultivaru Hereward, ktera byla oplachnuta stfickou
se 70 % ethanolem a po dobu 2 minut byla za stalého michani omyvana. Poté se ethanol
odlil a semena se proplachovala v kadince pod proudem tekouci vody po dobu 40 minut.
Po promyti byla pfebyteéna voda vylita z kadinky a namo&ena semena byla pfipravena
na vyseti.

Pro vysev bylo pfipraveno 8 plastovych nadob s perlitem, pfi¢emz v kazdé nadobé bylo
presné 60 g perlitu. Pfed vysevem bylo odvazeno 5 g promytych semen pSenice, ktera byla
nasledné rovnomérné rozmisténa po povrchu perlitu do kazdé z plastovych nadob. Poté bylo
do jednotlivych nadob nalito 250 ml pfedem pfipraveného Hoaglandova roztoku. Rostliny
se nasledné premistily do fytokomory, kde byly podminky nastaveny tak, aby napodobovaly
podminky dlouhého dne (16 hodin den, 8 hodin noc; 130 uM fotonti PAR m2.s), kdy teplota
v noci byla 20 °C a teplota ve dne 22 °C. Relativni vihkost v komore ¢&inila 60 %. Rostliny byly
ponechany rlst v téchto podminkach po dobu 29 dni.

Po 7 dnech od vyseti byla aplikovana testovana latka TDZ-C2-OMe postfikem na list.
Latka byla nafedéna v rozpraSovaci na vyslednou koncentraci 10 yM v destilované vodé
a pro lepSi ulpivani latky na listy rostlin byl pfidan detergent silwet v 0,01 % koncentraci.

Béhem rastu rostlin, byly kazdy tyden (dny 14, 21 a 28) ustfizeny nadzemni ¢asti rostlin
(n=15) a byla zmérena jejich velikost. Po uplynuti 29 dni byly odstfihnuty dalSi celé nadzemni
Casti z kontrolnich i oSetfenych rostlin (n=15), které mély stejnou velikost listl. Z kazdé
rostliny byly ustfizeny prvni a druhé listy. Z t&ch byly ustfizeny Spi¢ky o velikosti cca 5 cm
0 presné vaze 25 mg. Odstfizené &asti listll o této presné vaze byly umistény do zkumavek
(15ml) vzdy s 10 ml 70 % ethanolu. Nasledné byly zkumavky vlozeny do vodni lazné
s pfednastavenymi 80 °C, kde doSlo k luhovani rostlinnych barviv po dobu 1 hodiny.
Po celkovém odbarveni listd se zkumavky vyjmuly z Iazné a jejich obsah se protfepal, kvuli
rovnomérnému rozprostfeni barviv v roztoku ve zkumavkach. Vzorky ze vSech zkumavek
(100 pl) byly pipetovany do 96 jamkové desticky. Nasledné byly spektra jednotlivych vzorku
proméfeny na spektrofotometru v rozmezi 300-750 nm. Pro vypocCet celkového obsahu
chlorofylu byly méfeny absorbance roztokd pfi vinovych délkach 646 nm a 663 nm. Pro
vypocet obsahu karotenoidi byla méfena absorbance roztokd pfi vinové délce 470 nm.

Hodnoty obsahu barviv byly pfepocitavany podle metody Lichtenthalera a Welburna (1983).
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3.2 Korenovy test

Experiment byl provadén na rostliné Arabidopsis - wild type Col-0, jehoZz semena byla
nejdfive vysterilizovana po povrchu pomoci 70 % ethanolu. Nasledné byla oplachnuta
destilovanou vodou. Poté byla semena vyseta do svislych desti¢ek, ktera obsahovala
polotekuté Murashige-Skoog médium obsahujici sacharézu o koncentraci 0,1 %, 6 g/l
fytagelu a testované latky — TDZ nebo TDZ-C2-OMe o 100 nM koncentraci. U kontrolnich
vzorkl bylo pfidano misto latek 0,01 % DMSO. Nasledujici 4 dny od vyseti byly desticky
ponechany ve tmé pfi 4 °C a poté byly umistény do ristové komory. Podminky v komore byly
nastaveny tak, aby napodobovaly podminky dlouhého dne (16 hodin den, 8 hodin noc;
130 uM fotont PAR m2.s1). Teplota pfes den byla nastavena na 22 °C a pres noc na 20 °C.
Relativni vlhkost ¢inila 60 %. Rostliny byly takto ponechany rust po dobu 14 dni. Po uplynuti
dané doby byly sazenice vyfotografovany a byla vyhodnocena délka jejich kofend pomoci
programu Scion Image Software (Scion Corp., Frederick, MD, USA).

Pfi vyhodnocovani dat bylo proméfeno vzdy minimalné 40 rostlin od kazdé testované
latky a experiment se opakoval dvakrat. Vysledky byly nasledné zaznamenany ve formé
graft.

Druhou metodou k otestovani uc€inkG na kofeny rostlin byla metoda vyuzivajici
hydroponické péstovani. Na experiment se pouZila sterilizovana semena pSenice seté
kultivaru Hereward, ktera byla vyseta do jednotlivych jamek v hydroponické nadobé
(Araponics, Ceska republika), kde byla kazda jamka vyplné&na polotekutym Murashige-Skoog
médiem obsahujicim sachardzu o koncentraci 0,1 % a 6 g/l fytagelu. Polotekuté médium bylo
do jamek aplikovano pomoci plastové injekéni stfikacky, vzdy po okraj a semeno bylo
zasazeno sterilni pinzetou do média. Hydroponickd nadoba byla naplnéna po okraj
Hoaglandovym roztokem, ktery obsahoval testované latky TDZ nebo TDZ-C2-OMe o 100 nM
koncentraci. U kontrolnich rostlin bylo pfiddano do Hoaglandova roztoku DMSO v koncentraci
0,01 %.

Dva tydny od vyseti byl pravitkem zméfen nejdelSi kofen vzdy od 50 rostlin a vysledky

byly zaznamenany ve formé grafl a fotografii (fotoaparat Canon EOS 450D).
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3.3 Stres suchem

Na vahach bylo odvazeno pfesné 30 g semen pSenice seté kultivaru Hereward. Semena
byla umisténa do kadinky, kde se pomoci stficky promyla a sterilizovala 70 % ethanolem
apoté byla 45 minut namacena v proudu destilované vody. V prubé&hu promyvani
byly pfipraveny plastové nadoby naplnéné 45 g perlitu anasledné byly zality 200 ml
Hoaglandova roztoku. Nasledné se rovnomérné po povrchu nadoby vyselo vzdy 6g
promytych semen pSenice, ktera se poté umistila do fytokomory. Zde byly péstovany
po dobu 18 dni pfi idealnich podminkach, kdy komora byla nastavena tak, aby napodobovala
podminky dlouhého dne (16 hodin den, 8 hodin noc; 130 uM fotond PAR m=2.s?). Teplota
pres den Cinila 22 °C a pfes noc 20 °C. Relativni vihkost byla nastavena na 60 %.

Bé&hem péstovani byly rostliny zalévany kazdy druhy den destilovanou vodou, kdy bylo
mnozstvi vody doplhovano podle vahy celé nadoby se substratem a rostlinou vzdy na 300 g.
Po 19 dnech od vysazeni byly na rostliny aplikovany latky (TDZ, TDZ-C2-OMe) formou
postfiku na listy. Testované latky byly aplikovany vzdy 1x, a to v 10 yM koncentraci, zatimco
na kontrolni rostliny bylo aplikovano stejné mnozstvi destilované vody. Do roztoku
v rozpraSovaci byl pfidan ve vSech pfipadech detergent silwet v 0,01 % koncentraci, pro
lepSi ulpivani testovanych latek na listech. Od 20. dne byly rostliny vystaveny stresu suchem,
kdy prestaly byt zalévany po dobu 5 dni. Po uplynulé dobé& byly pofizeny fotografie
fotoaparatem Canon EOS 450D. Nasledné byly rostliny ponechany ve stresovych
podminkach po dobu 2-5 dni, kdy byly rostliny opét vyfotografovany a byl zaznamenan rozdil
v poSkozeni rostlin oSetfenych a neoSetfenych latkou. Po celkovych 10 dnech od zahgjeni
stresu byly rostliny znovu zality 150 ml destilované vody a po 24 hodinach od znovu zaliti

byly rostliny opét vyfotografovany.
3.4 Stanoveni miry pFeziti a Cerstvé hmotnosti rostlin

Rostliny byly péstovany a oSetfeny latkou TDZ-C2-OMe stejné jak je popsano vySe. Rostliny
byly péstovany po dobu 40 dni. Poslednich 20 dnd nebyly zalévany. Nadzemni asti rostlin
byly zvazeny na analytickych vahach. PocCet zvazenych rostlin byl 100. Vysledky byly
zaznamenany do grafu. V jiném experimentu stejné provedeném byly rostliny po 40 dnech

zality a po dalSich 24 h bylo spocitano, kolik rostlin prezilo.
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3.5 Aplikace salinniho stresu

Bylo navazeno 30 g semen pSenice seté kultivaru Hereward, ktera byla povrchové
vysterilizovana 70 % ethanolem a nasledné promyta destilovanou vodou. BEéhem promyvani
byly pfichystany 4 plastové nadoby vzdy s obsahem 45 g perlitu, které byly naplnény 250 ml
Hoaglandova roztoku. U kontrolnich rostlin bylo k Hoaglandovu roztoku pfidano DMSO
o koncentraci 0,01 % av pfipadé testované latky TDZ-C2-OMe o 100 nM koncentraci.
Nasledné bylo odvazeno 6g semen nakazdou plastovou nadobu asemena byla
rovnomérné rozeseta po povrchu perlitu. Poté byly rostliny umistény do fytokomory, kdy
podminky v komofe byly nastaveny tak, aby napodobovaly podminky dlouhého dne
(16 hodin den, 8 hodin noc; 130 uM fotont PAR m2.s). Teplota pies den byla 22 °C a pres
noc 20 °C. Relativni vlhkost ¢inila 60 %. Rostliny byly péstovany v téchto podminkach
po dobu 25 dni. Béhem rustu rostliny byla doplfiovana destilovana voda vzdy na kone¢nou
hmotnost 300 g.

Po 7 dnech od vyseti byly rostliny ovlivnény roztokem chloridu sodného v 75 mM
koncentraci. Nasledujici dny byla opét udrzovana hladina vody a doplfiovana na celkovou
vahu 300 g.

Po 25 dnech od vyseti byla pofizena prvni fotografie fotoaparatem Canon EOS 450D,
zachycujici rozdil ve fenotypu oSetfenych rostlin oproti kontrole. Po dalSich 5 dnech,
tj. po 30 dnech od vyseti rostlin, byly pofizeny nové fotografie, pro zachyceni vyvoje

plsobeni salinniho stresu na zbarveni listy.

3.6 Vzchazeni rostlin

Bylo navazeno 100 g semen pSenice kultivaru Etana (Deutsche Saatveredelung AG,
Lippstadt, Némecko), ktera se umistila do kadinky se 100 ml namaceci smési na 3 hodiny.
Namaceci smés obsahovala vzdy ur€itou koncentraci testované latky TDZ-C2-OMe, podle
tabulky tab. 1 viz nize, roztok DMSO v koneéné koncentraci 0,01 %, ve kterém byla latka
rozpusténa a destilovanou vodu, kdy byl roztok doplnén destilovanou vodou vzdy
na kone¢ny objem 100 ml. Po tfi hodinovém maceni byla semena scezena a zbyly objem
namaceciho roztoku byl odméfen odmérnym valcem a zaznamenan do tabulky tab. 2, pro
kazdou koncentraci zvlast. Po odliti vody byla semena rovhomérné rozprostfena na Petriho
misky a nechala se vysusit v digestofi po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinovém suseni semen, bylo mozné semena vyset do substratu. Sadbovace
(TEKU JP 3050/160 T) byly naplnény substratem (Substrat 2, Klassmann Deilman, Geeste,
Némecko) a nasledné bylo odstfizeno 5 sloupcu, takze vysledny pocet vysevnich bunék klesl|

na 110. Do kazdé bunky bylo vyseto 1 semeno. Semena byla standardizované vysévana
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do hloubky 1cm pod povrchem substratu. Pfipravené sadbovaCe byly vlozeny
do hydroponického insertu a spolu s nim do méficich tacd pro systém PlantScreen
(Photon Systems Instruments, Czech Republic). Tacy byly umistény do fytokomory, kde byly
zality 1| roztoku obsahujici chlorid sodny o koncentraci 200 mM pro stresovanou variantu
a destilovanou vodou pro variantu kontrolni. Po celou dobu prabéhu experimentu byly tacy
zalévany stejnym objemem destilované vody, tak aby obsah vody ve v8ech tacech zlstaval
stejny.

Kazdy tac byl automaticky fotografovan RGB kamerou kazdé 4 hodiny v rastové
komore PlantScreen™ s pouzitim pasového dopravniku sadbovacl
(Photon Systems Instruments, Brno, Ceska republika), kde byly udrzovany konstantni
podminky s pouZzitim LED osvétleni. Podminky v komofe byly nastaveny tak, aby
napodobovaly podminky dlouhého dne (16 h den, 8 hodin noc; 750 umol fotond PAR m2.s?)
s teplotami pfes den 22 °C a pfes noc 20 °C. Relativni vihkost v komore Cinila 60 %.

Vyhodou fenotypizacniho zafizeni je kombinace nékolika riznych metod, které
nedestruktivné sleduji rist, morfologii a fyziologii studovanych rostlin. Jednotlivé pouzité
metody, vyuZivané pfi fenotypizaci, jsou béZzné v praxi vyuzivané, jedna se napf. o metody
vyuzivajici viditelné nebo fluorescenéni zobrazovani. Béhem rustu a vyvoje rostlin dochazi
k pribéznému fotografovani rostlin, kdy fotografie jsou zaznamenavany a ukladany
do softwaru. Pfikladem takové metody, ktera byla vyuzita i pfi tomto experimentu, je RGB
metoda. RGB kamera vyuziva zobrazovani rostlin v ¢ervené, zelené a modré 3kale barev.
Pomoci této metody mizeme snimat postupny rist nadzemni €asti rostlin, vyhodnocovat
biomasu nadzemni &asti rostlin, proméfit velikost jednotlivych listd, urcit po¢et odnozi, zméfrit
pfesnou délku stonku, zaznamenat stavbu kvétenstvi atd. Vyhodou této metody
je neinvazivnost, rychlost, pfesnost a schopnost proméfit velkd mnozstvi rostlin (Humplik
a kol., 2015).
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Tab. 1: Rozpis jednotlivych koncentraci testované latky a soli, pouzité pfi vysadbé

sadbovacu.

TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe

kontrola 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1uM
0,01 % 0,01 % 0,01 % 0,01 % 0,01 % 0,01 %
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
0 mM NacCl 0 mM NacCl 0 mM NacCl 0 mM NacCl 0 mM NacCl 0 mM NacCl
200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM
NaCl NaCl NaCl NacCl NacCl NacCl

Tab. 2: Objem pfebyteéné namaceci smési po 3 hodinach namadeni semen.

TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe TDZ-C2-OMe
Kontrola 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1M

63,5 ml 63,5 ml 65 ml 63,5 ml 65,5 ml 64 ml
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4 Vysledky
4.1 Vliv TDZ-C2-OMe na vyvoj pSenice za standardnich

podminek

Prvni experimenty byly zacileny na pozorovani fenotypu (pfedevsim velikosti) nadzemnich
Casti rostlin pSenice seté oSetfenych testovanou latkou. B&hem téchto méfeni, které byly
provedeny kazdy tyden, nebyly zaznamenany statisticky prukazné rozdily ve velikostech
nadzemnich Casti oSetfenych a kontrolnich rostlin. Tohoto vysledku bylo dosaZeno
po aplikaci latky v 10 uM koncentraci sprejem na celé rostliny. Zadny vliv na velikost
nadzemni ¢asti nebyl pozorovan ani v pfipadé, Ze latka byla k rostlinam pfidana ve formé
zalivky, a to az do koncentrace 100 nM. Pokud byly rostliny zality roztokem latky
o koncentraci 1 uM, dochazelo jiz k vyrazné retardaci rastu. Tato koncentrace nebyla
v dalSich experimentech se zalévanim pouZzivana. Pfi sprejovani obdrzi rostliny daleko nizsi
davky latky a proto ani koncentrace 10 uM nevedla k jejich retardaci.

Pfi téchto experimentech byly zaznamenany vyraznéjSi barvy oSetfenych rostlin,
z tohoto davodu byl méfen obsah fotosyntetickych barviv v listech.

Nejprve byla zméfena absorpéni spektra extraktd z 1. a 2. listu kontrolni a oSetfené
rostliny pSenice seté staré 29 dni (obr. 10 a 11). Grafy jsou vytvofeny zprimerovanim hodnot
nameéfenych z péti listd. Jiz z téchto grafll je zfejmé, Ze oSetifené rostliny obsahuji vice latek,
schopnych absorbovat viditeIné svétlo. Déale v tabulce €. 3 je prezentovano mnozstvi
celkového chlorofylu a karotenoidl, které bylo spo¢teno s pouzitim spektrofotometrickych
dat. Rozdil mezi oSetfenymi a kontrolnimi rostlinami je vyjadfen i procentualné ve sloupci
u testované latky TDZ-C2-OMe. V8echny hodnoty jsou statisticky vyznamné s hodnotou
P < 0,001. Prvni listy oSetfenych rostlin obsahuji téméf o 60 % vice chlorofylu nez kontrola.
Druhé listy oSetfenych rostlin pak maiji asi 0 37 % vice chlorofylu nez kontrolni rostliny.

Ze spektralnich dat byl spocitan také obsah karotenoidd (tab. 3), kde u stejnych rostlin
oSetfenych latkou TDZ-C2-OMe byl zaznamenan jejich narust, ato konkrétné u listu €. 1
0 39,4 % a u druhého listu 0 32 %.
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Obr. 10: Absorpéni spektrum extraktu 1. listu z kontrolni a oSetfené rostliny pSenice seté. Rostliny byly
péstovany za standardnich podminek po dobu 29 dni, kdy po tydnu od vyseti byla aplikovana
testovana latka TDZ-C2-OMe jednorazovym postiikem na listy v 10 uM koncentraci.
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Obr. 11 : Absorpcni spektrum extraktu 2. listu z kontrolni a oSetrené rostliny pSenice seté. Rostliny
byly péstovany za standardnich podminek po dobu 29 dni, kdy po tydnu od vyseti byla aplikovana

testovana latka TDZ-C2-OMe jednorazovym postiikem na listy v 10 uM koncentraci.
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Tab. 3: MnoZstvi celkového chlorofylu a karotenoid(i u 1. a 2. listu rostlin pSenice seté oSetrfené latkou
TDZ-C2-OMe.

Kontrolni rostliny Rostliny oSetfené TDZ-C2-OMe
Prvnilist Druhy list Prvni list Druhy list
uM/g FW uM/g FW uM/g FW % z uM/g FW % z
kontroly kontroly
Celkovy 787.9 1200.6 1258.0 1653.3
chlorofyl 271 +111.3 +43.3 159.6 + 68.0 137.7
. 0.246 0.327 0.343 0.442
Karotenoidy h031  +0035  +0011 394 £0.012 132.0

Nasledné bylo zkoumano, jaky vliv ma aplikace latky TDZ-C2-OMe na vyvoj kofene
Arabidopsis a p$enice seté. Uginek testované latky byl porovnan s téinkem cytokininu TDZ.
Na obrazku 9jsou dva grafy (A, B) afotografie (C), které znazorfiuji UCinek latek. P¥Fi
experimentech byly latky aplikovany v roztoku ke kofen(im rostlin v koncentraci 100 nM.

Kontrolni rostliny Arabidopsis mély kofeny asi 3,5 cm dlouhé. Rostliny oSetfené TDZ-
C2-OMe mély kofeny asi 4,1 cm dlouhé. Aplikace TDZ zpUsobila inhibici rastu kofend,
atoovice nez 50 % ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (1,2 cm). Z vysledku je patrné,
Ze testovana latka TDZ-C2-OMe neinhibuje rlst kofent dvoudélozné rostliny Arabidopsis
(graf A).

Podobného vysledku bylo dosaZzeno i v experimentu s pSenici setou (graf B, obr. C).
Kontrolni i oSetfené rostliny latkou TDZ-C2-OMe mély v priméru kofeny dlouhé mezi 10 a 11
cm. Kofeny pSenice, ktera rostla v pfitomnosti 100 nM TDZ, mély délku jen kolem 3 cm.
Z vysledkl je zfejmé, Ze latka TDZ-C2-OMe neinhibuje rust kofene ani jednodélozné

pSenice.
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Obr. 9: Srovnéni délky hlavniho kofene Arabidopsis (A) a pSenice seté (B) po oSetfeni 100 nM
roztokem TDZ a TDZ-C2-OMe. Obrazek C je fotografie celych rostlin p$enice péstovanych
hydroponicky ve zminénych roztocich. Chybové usecky v grafech vyjadfuji hodnotu smérodatnych
odchylek (n=50). Hvézdi¢ky oznacuji statisticky vyznamna data oproti kontrolnim rostlinam, kdy podle

vyhodnoceni studentova T-testu jsou dvéma hvézdi¢kami oznaceny hodnoty kde P < 0,001 a jednou
hvézdi¢kou P < 0,08.
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4.2 Vliv TDZ-C2-OMe na vyvoj pSenice péstované za sucha

V tomto experimentu se sledoval fenotyp rostlin, které byly vystaveny kratkodobému suchu,
a zaroven byly oSetfeny testovanou latkou. Latka byla aplikovana jednorazovym sprejovanim
na listy pSenice po tydnu od vyseti, kdy koncentrace TDZ-C2-OMe byla 10 uM. Pro lepSi
ulpivani latky na listech rostlin, byl pfidan detergent silwet v 0,01 % koncentraci.

Bylo zjisténo, ze latka TDZ-C2-OMe oproti kontrole vyrazné zpomaluje Zloutnuti
a usychani listd stresované pSenice. Vysledky jsou patrné z nasledujicich fotografii.
Na snimku A (obr. 12), jsou zaznamenany rostliny pSenice péstované po dobu 14 dni
za standardnich podminek a poté vystaveny stresu suchem po dobu nasledujicich 7 dni.
OSetfené rostliny v pravém kvétinadi jsou zelengjsi nez rostliny kontrolni v levém kvétinadi.

Na snimku B (obr. 12), jsou rostliny pSenice péstované taktéz 14 dni za standardnich
podminek, ale stres suchem pusobil 8 dni a 24 h pfed pofizenim snimku byly rostliny znovu
zality destilovanou vodou — 100 ml. Ze snimku je opét patrné, Ze oSetiené rostliny jsou
zelenéjSi a v lepSi formé& nez kontrolni rostliny.

Na snimku C (obr. 12), jsou rostliny pSenice péstované opét 14 dni za standardnich
podminek, ale stres suchem puUsobil 10 dni a 24 h pfed pofizenim snimku byly rostliny znovu
zality 100 ml destilované vody. Ze snimku je zfejmé, Zze oSetfenych rostlin pfeZilo mnohem
vice, nez rostlin kontrolnich. Timto experimentem byly potvrzeny predeslé vysledky, kdy
se testovana latka osvédcila pfi zvySovani tolerance rostlin pSenice vic&i suchu a tim padem

k prodlouzZeni délky Zivota stresovanych rostlin.
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Kontrola TDZ-C2-OMe

Obr. 12: Rostliny pSenice oSetrené latkou TDZ-C2-OMe v 10 uM koncentraci jednorazovym postfikem
na listy (levy sloupec). Na snimku A jsou rostliny pSenice péstované 14 dni za standardnich podminek
a poté vystaveny tydennimu stresu suchem. Na snimku B jsou rostliny pSenice péstované 14 dni
za standardnich podminek a vystaveny stresu suchem 8 dni, kdy 24 h pfed porizenim snimku byly
rostliny znovu zality destilovanou vodou — 100 ml. Na snimku C jsou rostliny pSenice péstované 14 dni
za standardnich podminek avystaveny desetidennimu stresu suchem, kdy 24 h pfed porizenim

snimku rostliny byly znovu zality 100 m/ destilované vody.
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Po prokazani, ze latka TDZ-C2-OMe zvySuje odolnost pSenice vuci suchu, byly
provedeny dalSi experimenty, kdy byl kvantifikovan pocet pfezivSich rostlin odetfenych, oproti
rostlinam neoSetfenym, pfi déle trvajicim stresu suchem. Byly napéstovany tacy s pSenici,
kdy byla vzdy polovina rostlin na tacu postfikana 10 uM roztokem testované latky. PSenice
rostla po dobu 40 dni, z toho poslednich 20 dni bez zalévani.

Z experimentl bylo zjisténo, ze z rostlin, oSetfenych latkou TDZ-C2-OMe, se vzchopilo
0 35 % vice, nez tomu bylo u rostlin kontrolnich (obr. 13-A). Dale bylo zjisténo, ze rostliny
na jednom tacu se liSily také svoji ¢erstvou hmotnosti. OSetfené rostliny mély v prameéru asi
0 20 mg vétsi vahu (obr. 13-B), pfestoze byly péstované na stejném tacu, tudiz mély i stejny

pfistup k vodé.
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Obr. 13: Graf A vyjadfuje miru preziti rostlin pSenice 40 dni starych, které byly vystaveny 20 dnim
sucha. Graf B znazorriuje rozdily mezi ¢erstvou hmotnosti rostlin neoSetfenych a oSetfenych latkou
TDZ-C2-OMe. Stres suchem trval poslednich 20 dni. Celkovy pocet hodnocenych rostlin pfi kazdém

experimentu se pohyboval mezi 100-7120. Namérené hodnoty jsou statisticky vyznamné pfi P < 0,05.
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4.3 Vliv TDZ-C2-OMe na vyvoj pSenice pfi pusobeni salinniho

stresu

V tomto experimentu byl hodnocen predev§im rozdil v rychlosti Zloutnuti listl mezi
oSetfenymi a kontrolnimi rostlinami pfi salinnim stresu. Chlorid sodny byl aplikovan v zalivce
po 7 dnech od vyseti v 75 mM koncentraci. Postup degradace nadzemnich ¢asti rostlin
pSenice seté byl sledovan béhem 30 dni od vyseti. Latka TDZ-C2-OMe byla aplikovana
jednorazové do zalivky v den vysevu o koncentraci 100 nM. Dvacaty paty den od vyseti byl
viditelny rozdil pfedevSim mezi prvnimi a druhymi listy rostlin. Prvni list u kontroly byl zcela
hnédy a suchy, druhy list byl z poloviny Zluty a povadly. Na rozdil od oSetfenych rostlin, kde
prvni list byl cely zluty a druhy syté zeleny (obr. 14 A, B). Po 30 dnech od vyseti, tedy
po 5 dnech od pfedchozi dokumentace, byl u kontrolni rostliny 1. list hnédy suchy, 2. list
z poloviny suchy a zbytek Zluty, tfeti list byl uz také nazloutly. U kontroly byl prvni list také
suchy, druhy Zluty a tfeti zcela zeleny. Hlavni rozdil byl zaznamenan po 30 dnech tedy
u?2.a3.listu. Z vysledkll je patrné, Ze testovana latka zvySuje odolnost rostlin proti
abiotickému salinnimu stresu, oproti kontrolnim rostlinam. Pravdépodobné&, by se tedy

osvédcila jako protektivum vici soli a také proti osmotickému stresu.

Obr. 14: Na snimcich jsou zachyceny rozdily mezi kontrolnimi rostlinami pSenice a rostlinami pSenice
oSetfenymi latkou TDZ-C2-OMe (vpravo) pri salinnim stresu. Testovana latka byla aplikovana
do zalivky o100 nM koncentraci a chlorid sodny byl aplikovan po 7 dnech v 75 mM koncentraci.
Na snimku A, B jsou rostliny 25 dni staré, kde na snimku B jsou zachyceny pouze nadzemni ¢asti

rostlin pSenice. Na obréazku C jsou rostliny pSenice staré 30 dni.
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4.4 Vliv TDZ-C2-OMe na vzchazeni pSenice péstované pfi

salinnim stresu

V poslednim experimentu byla testovana schopnost latky TDZ-C2-OMe podpofit vzchazeni
rostlin pSenice kultivaru Etana pfi pusobeni salinniho stresu. Latka byla aplikovana
v nékolika koncentracich od 10 nM po 1 yM, kde semena namoiena v roztoku o vSech
koncentracich byla testovana za standardnich podminek a po pfidani chloridu sodného
v 200 mM koncentraci. Vysledkem byly grafy, které zachycovaly koncentracni zavislosti latek
na vzchazeni rostlin u kontrolnich rostlin bez soli a se soli. Na prvnich dvou grafech
(obr. 15, 16), jsou zaznamenana vysledna data celkové vzeSlych rostlin. V pfipadé péstovani
rostlin za standardnich podminek (bez pfidani soli), se zaznamenal vysSi poc€et vzeSlych
rostlin oSetfenych latkou, nez u kontrolnich neosetfenych rostlin. Vy$si po€et vzeslych rostlin
byl zaznamenan u vSech koncentraci, kromé jedné, a to 500 nM. Po pfidani soli do zalivky,
se vySsi pocet vzeSlych rostlin zaznamenal, oproti kontrole, pouze u o$etfenych rostlin latkou
v10nM av50nM koncentraci. Tento vysledek byl pravdépodobné zpusoben velkou
odolnosti pSenice seté na suil, proto by bylo vhodné do budoucna jesté latku otestovat
na dalSich jinych plodinach. V grafech (obr. 17, 18) jsou vynesena hruba data v zavislosti
vzedlych rostlin na &asové jednotce, kdy hodnoty v grafu na obrazku 17, odpovidaji
hodnotam v grafu na obrazku 15 a hodnoty v grafu na obrazku 16, odpovidaji hodnotam
v grafu na obrazku 18. Pfi zamé&feni se na obr. 18, na kterém jsou v grafu znazornéna hruba
data vzchazeni rostlin pSenice pfi salinnim stresu, Ize vidét, Ze kontrolni rostliny vzchazely
0 néco pozdéji a v mensim mnozstvi b&hem prvnich dni, oproti vdem ostatnim oSetfenym
rostlindm, coz z obr. 16, zabyvajicim se salinnim stresem, nevypliva.

Diky témto experimentim bylo mozné zhodnotit efekt studované latky na vzchazeni
rostlin b&éhem prvnich 7 dni od vyseti. Tacy s rostlinami ve fytokomofe byly snimany RGB
kamerou kazdé 4 hodiny. V provedenych experimentech byly jednotlivé koncentrace
aplikovany na 110 rostlin. Grafy na obrazcich 15 a 16, byly zpracovany v programu Excel
a data v grafech na obrazcich 17 a 18, byla zpracovnana v programu pro analyzu obrazu,
ktery byl vytvofen RNDr. TomaSem Firstem, Ph.D. v programovacim prostfedi MatLab,

v ramci Univerzity Palackého v Olomouci. Tento program doposud nebyl vefejné publikovan.
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Kontrola bez soli
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Obr. 15: Graf zachycujici rozdily mezi vzchdzenim rostlin pSenice kultivaru Etana bez pouZiti latky
TDZ-C2-OMe a po pouZiti latky v riznych koncentracich.
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Obr. 16: Graf zachycujici rozdily mezi vzchazenim rostlin pSenice kultivaru Etana bez pouZiti latky

TDZ-C2-OMe a po pouziti latky v riznych koncentracich pfi pisobeni salinniho stresu. Chlorid sodny
byl aplikovan do zalivky v koncentraci 200 mM.
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Obr. 17: Na obrazku je graf, kde jsou zachycena hruba namérena data, ktera zachycuji pocet vzeslych
rostlin pSenice kultivaru. Etana za jednotku ¢&asu po aplikaci latky TDZ-C2-OMe v ruznych

koncentracich za standardnich podminek.

200mM Nacl

100

N — kontrola
E BO
£ — TDZ-C2-OMe 10 nM
ﬁ 70
=4
£ 80 — TDZ-C2-OMe 50 nM
%" 50
E « e TDZ-C2-0Me 100 nM
2 5
& —— TDZ-C2-0Me 500 nM

10 J’ = TDZ-C2-OMe 1 ul

. _
o —r

tas vzchazeni

Obr. 18: Na obrazku je graf, kde jsou zachycena hruba naméfena data, ktera zachycuji pocet vzeSlych
rostlin pSenice kultivaru Etana za jednotku C&asu, pfi aplikaci latky TDZ-C2-OMe v ruznych

koncentracich  po  aplikaci chloridu  sodného do  zalivky 0200 mM  koncentraci.
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5 Diskuze

Je znamo, Ze senescence mulze byt oddalena pfirozené se vyskytujicimi rostlinnymi
hormony, které se bézné vyskytuji vrostlinném téle. Mezi zastupce, s nejvétSimi
anti-senescenénimi vlastnostmi, se fadi prfedevsim cytokininy (Fletcher a Osborne, 1965).
Dfivéjsi prace, které prokazaly pozitivni u€inky cytokinini na oddaleni listové senescence,
zminuji konkrétné meta-topolin a BAP. Latky byly testovany na rostliné Arabidopsis, vzdy
v koncentraci 100 uM. Obé latky zplsobovaly oddaleni procesu senescence oproti
kontrolnim, neoSetfenym rostlinam (Holub a kol., 1998). ZvySeny obsah celkového chlorofylu
a karotenoidu v listech po exogenni aplikaci cytokinind, byl jiz také prokazan. Tyto vysledky
byly publikovany Todorovem vroce 1998. Pozitivni vysledky byly také zaznamenany pfi
zvySeni endogenni hladiny cytokinind, a to konkrétné v transgennich rostlinach tabaku, kde
byl vloZzen gen pro isopentenyltransferasu, ktera je odpovédna za biosyntézu cytokininu
trans-zeatinu (Rivero a kol., 2007). Proces suchem indukované listové senescence byl takto
oddalen az o dva tydny.

Oproti témto pozitivnim ucinkdm cytokininG na rostliny, pfi stresu suchem, byly
zaznamenany i UCinky, kdy nékteré cytokininy ovliviiovaly otevirani a zavirani priduchu.
Urcité cytokininy zplsobuji jejich otevreni i pfi suchu, coz ma na rostlinu fatalni dopad
a dochazi k vétsimu poskozeni, pripadné k jejimu uhynu. Uzkou spojitost s procesy otevirani
a zavirani praduchu vykazuje i kyselina abscisova, ktera reguluje uzavirani praduchu, ¢imz
ovliviiuje ztratu vody vyparem, a také koriguje hladinu endogennich cytokininu v rostlinnych
pletivech (PospiSilova, 2003b). Gibereliny a polyaminy také zpomaluji senescenci, ovéem
az v milimolarni koncentraci oproti cytokininm (Jordi a kol., 1995; Wei-yu a kol., 1990).

Z vysledkU, které jsou soucasti této prace, vyplyva, Ze testovana latka TDZ-C2-OMe,
oddaluje degradaci chlorofylu a zvySuje jeho obsah v listech pSenice v nizSi koncentraci nez
cytokininy BAP a meta-topolin. Dale je znamo, Ze cytokininy maji inhibi¢nimi ucinky
na kofeny rostlin (Werner a kol., 2003), zatimco pfi testovani latky TDZ-C2-OMe tyto ucinky
nebyly zaznamenany. V pfipadé cytokinini bylo zjisténo, Ze dochazi k aktivaci
cytokininového receptoru CRE1/AHK4 v Arabidopsis (Riefler akol.,, 2006), ktery
je odpovédny za inhibici kofen(. Latka TDZ-C2-OMe neaktivuje tento receptor, a proto
nedochazi kinhibici kofend. Tento experiment, na prokazani aktivace receptoru
CRE1/AHK4, byl proveden mym vedoucim prace, ktery jej uvadi ve svém doposud
nepublikovaném ¢lanku (Nisler a kol., manuskript v pfipravé). Nete€nost latky TDZ-C2-OMe
k rastu prytu i kofene ps$enice, je obrovskou vyhodou této latky oproti cytokininim a latka ma

tak veliky potencial, aby mohla byt pouzivana v zemédélstvi.
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PFi vyvoji rostlin je dulezitou soucasti proces germinace semen a s tim souvisejici
proces vzchazeni rostlin. Semenacky jsou hodné nachylné k pusobeni abiotickych stresd,
coZ se projevuje predevsim v zemédélstvi. V prfededlych experimentech, zabyvajicich
se timto tématem, byl zaznamenan pozitivni ucinek extraktu z rostliny Ulva lactuca L.
na vzchazeni rostlin pfi pasobeni salinniho stresu. Tento extrakt z U. lactuca L. obecné
zmirfioval nezadouci ucinky plasobeni chloridu sodného na rostliny pSenice (Ibrahim a kol.,

2014). Latka, ktera je odpovédna za tyto protektivni ucinky, ovsem neni znama.
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6 Zaveér

Pfedmétem predlozené bakalafrské prace bylo otestovani biologické aktivity latky
TDZ-C2-OMe narostlinach pSenice seté za standardnich a stresovych podminek, a dale
také porovnani vlivu této latky s vlivem cytokininu thidiazuronu, co se tyka ucinkd na kofeny
rostlin.

Bylo zjisténo, ze testovana latka TDZ-C2-OMe nema negativni vliv na vyvoj psenice,
ba naopak, ze zvySuje obsah fotosyntetickych barviv v rostlinach pSenice a ze zpomaluje
senescenci listl za stresovych podminek. Dale byl prokazan pozitivni vliv na vzchazeni
semenacku psenice za standartnich i stresovych podminek. Z dosazenych vysledkud vyplyva,
zeby bylo mozné vyuzit tuto latku vzemédélstvi, jako mozné protektivum Vv{ci
environmentalnim strestim, které na rostliny plsobi pfi béZném polnim péstovani.

Do budoucna je v planu komplexné otestovat latku TDZ-C2-OMe na kukufici, u které
byl v poslednich tydnech provadén doposud pouze jeden test vjednom opakovani,
a to na vzchazeni rostlin. Dosazené vysledky byly pozitivni a byly zaznamenany vétsi ucinky
latky na vzchazeni rostlin kukufice, oproti otestované pSenici. Divodem by pravdépodobné
mohl byt rozdil ve vztahu pSenice a kukufice k vysokym koncentracim soli.

Déle by bylo zajimavé otestovat latku na sdji, ktera se fadi mezi lusténiny a je hojné
péstovana ve svété. Lusténiny, jak je zminéno v teoretické &asti, jsou obecné citlivéjsi
k salinnimu stresu nez obilniny, takze by teoreticky mohl byt zaznamenan jesté vétsi

pozitivni vliv TDZ-C2-OMe, nez v pfipadé pSenice.
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