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1 UVOD A CILE PRACE

V duisledku globalniho oteplovani na rostliny puisobi rizné stresy, mezi kterymi je sucho
cyklu. Stres suchem pusobi zmenseni listové plochy a snizeni poctu listd, klesa obsah
chlorofylu a dochazi k naruseni fotosyntetické aktivity, coz v kone¢ném dusledku vede
k poklesu produkce i kvality plodin. Studium stresu suchem a moznosti jeho ovlivnéni je
dilezité k dosazeni vy$Si produkce v zeméd€lstvi i za takto nepfiznivych podminek.
Vyznamnou zeméd¢€lskou plodinou pro studium stresu suchem je je¢men sety (Hordeum
vulgare L.), ktery je péstovan k vyrob¢ sladu, potravin a krmiv.

Rostlinné hormony cytokininy jsou zndmy mimo jiné svou ochranou funkci u rostlin
vystavenych riznym stresovym podminkam, kdy se podileji ha zachovani struktury a funkce
fotosyntetického aparatu. Exogenni aplikace cytokinint a jejich derivati mize pfii stresu
suchem pusobit protektivng, ale miize vykazovat i nékteré negativni ucinky. Pied aplikaci
v zemédélstvi a polnich podminkéch je dilezitd nejprve optimalizace aplikace a pouziti
vhodné koncentrace.

Cilem bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSerSi tykajici se problematiky
pusobeni sucha na rust rostlin a fotosyntézu a popsat G¢inky cytokinind v reakci na stres
suchem. V experimentalni ¢asti byla cilem optimalizace aplikace nov€ nasyntetizovanych
derivati cytokinint na intaktni rostliny jarniho je¢émene (Hordeum vulgare L.), monitorovani
ucinki aplikovanych latek na fyziologicky stav rostliny po vystaveni stresu suchem a jejich

vyhodnoceni.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Klimaticka zména

Zemédelstvi a klimatickd zména se vyznacuji komplexnim vztahem pfiin a nasledki.
Zemédelsky sektor produkuje znaéné mnozstvi sklenikovych plyni, které ovliviuji klima.
Nartst koncentrace sklenikovych plynt v atmosféte, zvySovani teplot a zmény srazkového
rezimu maji vliv na objem, kvalitu a stabilitu zemédélské produkce i na zivotni prostredi
(Agovino a kol., 2019).

Z vysledkt hodnoticich zprav Mezinarodniho panelu pro klimatickou zménu se sidlem
v Zenevé (Intergovernmental Panel on Climate Change) vyplyva, ze klimatickd zména jiz
ovliviiuje potravinovou bezpe¢nost. Vyhodnoceni mnoha studii poslednich desetileti, které
pokryvaji Sirokou $kalu regionil a plodin, ukazuje, Ze negativni dopady zmény klimatu na
vynosy plodin jsou ¢astéjsi nez pozitivni dopady (Pachauri a kol., 2014).

S kazdym dalSim navySenim globalni teploty je jasn¢ patrné zvySeni intenzity
a Cetnosti teplotnich extrému, véetné vin veder, vydatnych srazek, a také zeméd¢lského
a ekologického sucha v nékterych regionech (Masson-Delmotte a kol., 2021).

Bylo zjisténo, Ze teplota béhem vegetacniho obdobi na sklizenych plochéach pro deset
nejpéstovangjsich svétovych plodin (jecmen, maniok, kukufice, ryze, palma olejnd, fepka,
¢irok, cukrova titina, s6ja a pSenice) vzrostla 0 0,5 °C az 1,2 °C. Zména klimatu v posledni
dob& obecné snizila vynosy v Evropé, subsaharské Africe a Australii a zvySila vynosy

v Latinské Americe. V Severni, Stfedni Americe a Asii byly vysledky vynosu smiSené (Ray
a kol., 2019).

2.2 Sucho
Globélni oteplovani a souvisejici vykyvy v pfirodnich podminkdch maji za nésledek
pusobeni riznych abiotickych stresi na rostliny, jako jsou nedostatek vody, vysoka salinita,
extrémni teploty a nedostatek mineralnich latek nebo toxicita kovil (Yadav a kol., 2020).
Stres suchem je klicovy enviromentdlni stres, jeho kumulativni dopad
a mnohorozmérny charakter vazné ovliviiuje morfologické, fyziologické, biochemické
a molekularni vlastnosti rostlin s nepfiznivym dopadem na fotosyntetickou kapacitu
(Seleiman a kol., 2021).
Wilhite a Glantz (1985) dle pristupt zabyvajicich se métenim sucha jako fyzikalniho

jevu definovali sucho meteorologické, hydrologické a zeméde€lské. Pristup zabyvajici se
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suchem z hlediska nabidky a poptavky a sledujici dopady nedostatku vody, ktery se $iti
socioeckonomickymi systémy, definuje sucho socioekonomické (Wilhite a Glantz, 1985).
Meteorologické sucho je zpisobené dlouhodobym deficitem srazek, hydrologické
sucho je pokles prutokt fek a hladin vodnich ploch a zeméd¢€lské sucho vznika v disledku
nedostatku vlahy v pid¢€ pro optimalni rdst a vyvoj rostlin. Pida v sobé dokéaze pojmout
obrovské mnozstvi vody a jeji vyznam v kolobéhu vody je s nastupem klimatickych extrému

stale rostouci (Zalud a kol., 2019).

2.3 Reakce rostlin na sucho

Reakci rostlin na stav sucha je komplex procesi, které zavisi na fadé faktorti, jako jsou
konkrétni mira dostupnosti piidni vldhy, na¢asovani (vzhledem k vyvojovym fazim plodin)
a trvani deficitu &i interakce s dalsimi faktory (napf. vysoké teploty vzduchu) (Zalud a kol.,
2019). Aby rostliny piekonaly neptfiznivé pusobeni stresu suchem, vyuzivaji urcité
mechanismy, které zvysuji jejich odolnost vii¢i suchu (Seleiman a kol., 2021).

Rostlina reaguje na stres suchem biochemickymi (obsah antioxidantli, obsah
chlorofylu, akumulace prolinu, obsah hormond, sekundarnich metabolitd atd.),
fyziologickymi (aktivita priaducht, fotosyntéza, osmotickd rovnovaha, transpirace, obsah
vody v listech, pfenos vody) a morfologickymi zménami (snizeni listové plochy, poctu listd,
délka kofent, starnuti listl, predCasné dozravani, zména ristovych stadii) (Oguz a kol.,
2022). Méni se pomér ristu nadzemnich ¢asti a kofent a dochazi k redukci odnozovani. Pii
pokracujicim suchu rostliny vadnou, staceji listy a odumiraji. Postupné mohou usychat
odnoze, dochazi k redukci kvitki a zrn a mize dochéazet k zasychani konci klast.
V kone¢ném dusledku pak dochazi k poklesu kvality ¢i produkce suSiny a vynosu
(Zalud a kol., 2019).

Za podminek nedostatku vody mtize byt prodluzovani bun¢k vysSich rostlin potlaceno
prerusenim toku vody z xylému do okolnich prodluzujicich se bunék. Za ptisobeni velkého
sucha rostliny zcela zastavi riist a hromadi v bunikdch rozpusténé latky pro zachovani
bunééného objemu a turgoru (Nonami, 1998). V reakci na stres z nedostatku vody iontové a
vodni transportni kandly v membranach kontroluji zmény turgoru v buiikach a stimuluji
uzavieni stomat. Stomatalni aktivita ovlivnéna stresem ze sucha mize ovlivnit ptijem COg,
a tim ovlivnit fotosyntézu a rust rostlin (Osakabe a kol., 2014). Vysledky studie Wang a kol.
(2022) naznacuji, ze rostliny v reakci na stres suchem uzaviraji stomata, aby snizily ztraty

vody transpiraci.
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Stres suchem ma také vyznamny vliv na fotosyntetické pigmenty, jako je chlorofyl a,
b a slozky karotenoidl a také negativné ovliviiuje fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII)

(Fu a Huang, 2001).

2.4 Fotosyntéza a sucho

Fotosyntéza spolu s bunénym rlstem patfi mezi primarni procesy, které mohou byt
ovlivnény suchem. Oba procesy jsou ovlivnény v zavislosti na intenzité¢, dobé trvani
a rychlosti vyvoje stresu. Pomalu aplikovany stres ¢asto vyvolava osmotické ptizptisobeni,
které je povazovano za dulezity mechanismus umoziujici udrzeni ptijmu vody a bunééného
turgoru za stresovych podminek (Chaves a kol., 2009). V dusledku sucha mohou byt reakce
rostlin pfimé napf. snizeni dostupnosti CO2 omezenim difiize pfes stomata a mezofyl,
a nepfimé zpusobené napt. oxidativnim stresem (Chaves a kol., 2009).

Redukce CO2 ma mimo jiné za nasledek vétsi podil elektronti pro tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS), stres suchem tak naruSuje rovnovdhu mezi produkci ROS
a antioxida¢ni obranou (Farooq a kol., 2009). ROS vznikaji v transportnich elektronovych
systémech chloroplastii a mitochondrii. Jsou vysoce toxické a mohou poSkodit mnoho
dalezitych bunéénych slozek jako jsou lipidy, bilkoviny, DNA a RNA (Smirnoff, 1993).
Kdyz produkce ROS vyznamné pievysi jeho vychytavani v buiice, narusi tim rovnovahu
bunécné redoxni homeostazy a vznika prechodny nadbytek ROS zndmy jako oxidativni stres
(Sharma a kol., 2012).

Pii velkém suchu se vyrazné snizuje aktivita Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfat-
karboxylasa/oxygenasa), dostupnost substratu RuBP (ribulosa-1,5-bisfosat) a fotosyntéza se
téméet zastavi. Pokles hodnoty RWC, pii niz dochdzi k inhibici vySe zminénych
metabolickych slozek, je siln€¢ zavisly na analyzovaném rostlinném druhu, pfi¢emz nckteré
druhy vykazuji silnou inhibici pfi stiedné nizké RWC (75 %) a jiné nejsou ovlivnény pfi
RWC < 60 % (Bota a kol., 2004).

Pro posouzeni fungovani fotosyntézy lze méfit fluorescenci chlorofylu a tim sledovat
fotochemickou uc¢innost. Métenim velmi rychlé fluorescenéni indukce (OJIP kiivka) lze
vypocitat obligatni fluorescencni parametr Fv/Fwm, ktery odrazi maximalni kvantovy vytézek
fotochemie PSII (Stirbet a kol. 2018) a pii stresu dochazi kjeho poklesu
(Baker a Rosenqvist, 2004).

Dokud stres suchem neni zdvazny, rostlinné ochranné mechanismy jsou dostate¢né
a nedojde k ovlivnéni reak¢niho centra fotosystému II (RC PSII). KdyZ nadmérna excitace

prevysi energetickou potiebu chloroplastu, pfebytecné svétlo se odvadi formou tepla
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prostiednictvim nefotochemického zhaseni (NPQ) (Sommer a kol., 2023). Naopak
fotochemické zhaseni (qp) je proces, pii kterém jsou elektrony transportovany pry¢ z PSII
diky svétlem vyvolané aktivaci enzymi zapojenych v procesech asimilace uhliku. Vedle
mnoha parametri po¢itanych z méfeni fluorescence chlorofylu je vyznamny také Gentyho
parametr ®psyi, ktery odrazi podil svétla absorbovaného chlorofylem spojenym s PSlI
vyuzitého ve fotochemii. Jako takovy mize byt méfitkem rychlosti linearniho pienosu
elektroni, a tedy ukazatelem celkové fotosyntézy. Zatimco ®psi vyjadiuje podil
absorbované energie vyuzivané ve fotochemii, qp udava podil otevienych reakcnich center
PSII. Pokles gp je zpisoben uzavienim reakcnich center v disledku nadmérné excitacni
energie (Maxwell a Johnson, 2000).

Studie Ghotbi-Ravandi a kol. (2014) zkoumala reakce fotosyntetického aparatu
u relativné tolerantnich a nachylnych genotypi jeémene pii stresu suchem. Hodnota
minimalni fluorescence (Fo), relativni variabilni fluorescence v bod¢ J (Vi) a relativni
variabilni fluorescence ve bod¢ | (V1) ukazaly postupny nartist v reakci na stres suchem. Pfi
silném suchu se tyto parametry u obou genotypl ve srovnani s jejich kontrolni skupinou
vyznamng zvySily. Oukarroum a kol. (2007) studovali u¢inky sucha a opétovného zavlazeni
na 10 odridach je¢mene (Hordeum wvulgare L.). Vysledky ukazaly nepatrny rozdil
v maximalnim vytézku primarni fotochemie PSII. Relativni pomér Fv/Fm normovany na
kontrolu se pohyboval mezi 0,98 a 1 po mirném stresu suchem, mezi 0,96 a 1,04 po silném
stresu suchem a mezi 0,96 a 1,05 po opétovném zavlaZzeni. Pomér Fv/Fum tedy neposkytoval
informace o toleranci nebo odolnosti studovanych odriid vic¢i stresu suchem nebo po
opétovném zavlazeni (Oukarroum a kol., 2007). U odrtad Triticum aestivum L. vystavenych
vodnimu stresu suchem ziistal maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII az do posledni
tietiny obdobi dehydratace témét neovlivnén. Vyrazny pokles Fv/Fm nastal pifi hodnoté
RWC 70 % a méné (Ziveak a kol., 2008). Pii plisobeni sucha u stejného druhu rostliny
(Triticum aestivum L.) Hassan (2006) prokazal snizeni poméru Fv/Fm a hodnot parametri
Dpsi a e, Naopak u parametru NPQ doslo k nartstu (Hassan, 2006). | Wang a kol. (2022)
ve studii dvou kultivard Triticum aestivum L. prokazali, ze funkcénost PSIl byla pfi
dlouhodobém suchu vyznamné snizena a doprovazena poklesem hodnot Fv/Fm a ge. Naopak
hodnoty NPQ se zvysily v dusledku disipace svételné energie na energii tepelnou. Studie
Oukarroum a kol. (2006) testovala odolnost vi¢i suchu pomoci roztoki polyethylenglykolu
6000 (PEG) s riznym osmotickym potencidlem na kliCeni semen a rlstu semenacku
(seedling establishment) Sesti odrid jecmene (Hordeum vulgare L.). Data ukazala, ze stres

suchem vyvolany PEG 6000 ma jen maly vliv na hodnotu Fv/Fm, coz potvrzuje vysokou
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stabilitu kvantového vytézku primarni fotochemie PSII pfi stresu suchem. U parametru
(dV/dt)o doslo ke zvyseni, coz mohlo byt zplisobeno inhibici rychlosti reoxidace Qa
(Oukarroum a kol. 2006).

Ze zméfené OJIP kitivky, lze také vypocitat parametr ABS/RC, ktery odrazi zdanlivou
velikost antény aktivniho PSII (Stirbet a kol., 2018). Pfi stresu suchem dochazi u kultivart
pSenice ke zvyseni poméru ABS/RC (Ghaffar a kol., 2023) pravdépodobné v duasledku
inaktivace né€kterych reak¢nich center PSII nebo zvétsenim velikosti antén (Kalaji a kol.,

2016).

2.4.1 Obsah chlorofylu a sucho

Za nepfiznivych podminek rostliny ztraceji chlorofyl (Havaux a Tardy, 1999)
a presmérovavaji absorbované svétlo na jiné procesy, jako je napf. tepelnd disipace, aby
ochranily fotosynteticky aparat (Demmig-Adams a Adams, 1996).

Chlorofyl je pigment fotosyntetického aparatu, ktery absorbuje svétlo a piendsi
svételnou energii do reak¢niho centra fotosystému. Chlorofyl a i b jsou nachylné
k vysychani plidy (Pandey a Shukla, 2015). Pokles chlorofylu pfi stresu suchem je dan
predevsim poskozenim chloroplastii reaktivnimi formami kysliku (Smirnoff, 1993).

Nikolaeva a kol. (2010) u tfech odrtid pSenice zaznamenali v pocate¢nim obdobi sucha
nejprve nizké ztraty vody z listi a v prvnich 3 dnech se obsah chlorofylu zvysil, 7. den doSlo
k poklesu obsahu chlorofylu o 13-15 % a obsah vody v listech se snizil o 5,2-6,8 %
(Nikolaeva a kol., 2010).

Studie Li a kol. (2006) ukazala pokles obsahu chlorofylu u ¢tyf genotypi je€mene
(Hordeum vulgare L.) pti stresu suchem. U dvou genotypt tolerantnich k suchu se obsah
chlorofylu snizil o 10,7, resp. 1,6 %, zatimco u genotypi citlivych k suchu se obsah sniZil
0 31,3, resp. 30,1 %. Ghotbi-Ravandi a kol. (2014) pfi silném stresu suchem prokazali
snizeni obsahu chlorofylu a a b u dvou genotypt jeémene. Také obsah [3-karotenu se u obou
genotypu snizil v reakci na stres suchem (Ghotbi-Ravandi a kol., 2014). Studie Nyachiro
a kol. (2001) popsala vyznamny pokles chlorofylu a a b zpisobeny nedostatkem vody u Sesti
odrad Triticum aestivum a dvou odrad Triticum durum. Anjum a kol. (2003) zkoumali vliv
sucha na dva kultivary je¢mene. MnozZstvi chlorofylu a a b se u obou kultivaru lisilo. Vliv
postupujiciho sucha byl vyraznéjsi u chlorofylu a u obou kultivari nez u chlorofylu b nebo
celkového chlorofylu. Obsah chlorofylu a se vyraznéji snizil u kultivaru Jau-87 nez
u kultivaru S-84728. Stres suchem vyvolal 6% nartst chlorofylu b u kultivaru S-84728, ale

u kultivaru Jau-87 snizeni o 28 % béhem devitidenniho stresového obdobi. Celkovy obsah
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chlorofylu se u obou kultivarti snizil vzhledem ke kontrolnim rostlindm (Anjum a kol.,
2003).

Pomér chlorofylu a/b se casto pouziva k charakterizaci vyvojového stavu
fotosyntetického aparatu a izolovanych pigment-proteinovych komplexti. Ac¢koli je pomér
chlorofylu a/b v pIn¢ zelenych listech vyssich rostlin pomérné stabilni (ptiblizné 3), mize
se zna¢n¢ menit v zavislosti na fyziologickém stavu rostliny (Koufil a kol., 1999). Ve studii
Nikolaeva a kol. (2010) nebyl pokles chlorofylu u kultivari pSenice vystavenych suchu
doprovazen zménami v poméru chlorofylu a/b. Absence vlivu sucha na pomér chlorofylu
a/b naznacuje, ze chlorofyl b neni na sucho citlivéjsi nez chlorofyl a (Mafakheri a kol.,
2010).

Méfici ptistroj SPAD-502 (Konica-Minolta, Japonsko) poskytuje alternativni
neinvazivni metodu méfeni relativniho obsahu celkového chlorofylu v listech (Ling a kol.,
2011) k obvyklému spektrofotometrickému stanoveni po jeho extrakci pomoci organického
rozpoustédla, jako je napt. aceton (Porra a kol., 1989). Ackoliv je spektrofotometrické
stanoveni dobfe zavedend a presnd metoda, je také ¢asoveé narocna a destruktivni, méfeni
ptistrojem SPAD-502 tyto nevyhody piekonava (Ling a kol., 2011).

Studie Hasanuzzaman a kol. (2022) zkoumala vliv sucha na 80 genotypl jeCmene
meéfenim obsahu chlorofylu ptistrojem SPAD-502. U poloviny genotypt se obsah chlorofylu
zvysil (pravdépodobné v dusledku zmenseni listové plochy) a u zbylych 50 % naopak doslo
ke sniZeni obsahu chlorofylu. Vyznamna pozitivni korelace mezi obsahem chlorofylu SPAD
a celkovym indexem tolerance k suchu a indexem obnovy po suchu dale naznacila, ze
tolerantni genotypy jeCmene jsou schopny udrzet vyssi obsah chlorofylu v podminkach
stresu suchem (Hasanuzzaman a kol. 2022). Studie kultivari jecmene Morroco prokazala pti
stresu suchem vyznamny pokles obsahu chlorofylu (hodnota SPAD) u vSech kultivart
(Ferioun a kol. 2023). Ve studii Yang a kol. (2023) hodnoty SPAD naznacovaly, Ze obsah
chlorofylu u n€kolika odrid pSenice mél tendenci se pii stresu suchem zvySovat, zatimco
hodnoty u jinych odrtd pfi stresu suchem vyrazné klesaly. Z vysledkt 1ze usuzovat, ze rizné
odridy psSenice vykazuji rozdily ve fotosyntetické kapacité pti stresu suchem, coz uzce
souvisi s odolnosti vii¢i suchu (Yang a kol. 2023).

Kromé chlorofylu hraji vyznamnou roli pii absorpci svétla také karotenoidy.
Karotenoidy jsou schopny relativné rychle pfevadét excitani energii na energii tepelnou
(Demmig-Adams a Adams, 1996), zachovavaji struktury fotosystému chloroplastii, chrani

pted fotoinhibici a pomahaji tak rostlinam odolévat suchu (Pandey a Shukla, 2015).
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2.4.2 Optické vlastnosti listu a sucho

Obsah pigmentt v listech mize poskytnout cenné informace o fyziologické funkcnosti lista.
Me¢éieni spektralni odrazivosti poskytuje rychlou a nedestruktivni metodu pro stanoveni
relativniho obsahu pigmenta v listech (Sims a Gamon, 2002).

Normalizovany vegeta¢ni index (normalized difference vegetation index, NDVI) je
Siroce pouzivan pro hodnoceni biomasy, vynosu, fotosyntézy a pro hospodatfeni rostlin
s dusikem (Mirosavljevi¢ a kol., 2018). Pii studii 23 genotypt dvoufadého ozimého je¢mene
hodnoty NDVI v obdobi kveteni ve dvou vegetanich obdobich pozitivné korelovaly
s vynosem zrna, po¢tem zrn a vyskou rostlin (Mirosavljevi¢ a kol., 2018). Ackoli je NDVI
dale vhodny pro zjistovani fotosyntetického potencidlu, opomiji mnoho jemnéjSich
fotosyntetickych reakci na stres, které vyplyvaji ze zmén fyziologické aktivity (napf. snizeni
fotosyntetické aktivity béhem kratkodobého stresu) (Gamon a kol., 2015).

Index fotochemické reflektance (photochemical reflectance index, PRI), pivodné
vyvinuty pro odhad zmén v obsahu pigmentti xantofylového cyklu, souvisi s pomérem
karotenoid a chlorofylu v zelenych listech. PRI mize byt u¢inny jako méfitko zmén
ucinnosti vyuziti svétla pii fotosyntéze béhem senescence nebo v reakci na stres, pokud
ucinnost vyuziti svétla pii fotosyntéze koreluje s pomérem karotenoidi a chlorofylu. Takovy
vztah se zda byt pravdépodobny, protoze senescence a stres vedou ke zvySeni poméru
karotenoidl a chlorofylu a sniZeni u¢innosti vyuziti svétla pti fotosyntéze (Sims a Gamon,
2002). Kombinace méfeni obou indexti muze poskytnout dopliujici informace
o fotosyntetické aktivité (Gamon a kol., 2015).

Maind a kol. (2010) méfili indexy NDVI A PRI v Sesti evropskych oblastech v reakci
na otepleni a sucho. Byla méfena odrazivost korun stromt, efektivni index listové zelené
plochy (LAle) a fluorescence chlorofylu dominantnich druhti. Oteplovani obecné zvysilo
PRI, zatimco vliv na NDVI byl nevyznamny. Pisobeni sucha bylo méné ziejmé u PRI, ale
hodnoty NDVI se obecné v disledku plisobeni sucha vyrazné snizily (Ménd a kol., 2010).

Studie Abdelhakim a kol. (2021) zkoumala potencidl na teplo citlivych a tolerantnich
genotypl pSenice odoldvat nepfiznivym stresovym podminkam. Ve fazi odnozovani byly
rostliny podrobeny ¢tyfem oSetfenim v kontrolovanych podminkach: kontrola, sucho, teplo
a kombinovany stres sucha i tepla. Méfeni spektralni odrazivosti listd pfistrojem Polypen
RP410 (Photon System Instruments, Drasov, CR) bylo pouzito ke zkoumani vegetaénich
indext. U vSech genotypt doslo ke snizeni hodnot PRI pfi stresu suchem. Hodnota NDVI
pfi stresu suchem se zvysila u genotypt citlivych na teplo, naopak u genotypt tolerantnich

k teplu doslo ke sniZzeni hodnoty NDVI (Abdelhakim a kol., 2021).
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2.5 Fytohormony, fotosyntéza a sucho

Fytohormony maji kli¢ovy vliv ve vyvojovych procesech od iniciace organti az po jejich
starnuti, a to diky své roli regulatorti riistu a vyvoje a také diky své ustiedni funkci v regulaci
fotosyntézy. Interakce mezi svétlem a fytohormony hraje dulezitou roli béhem vyvoje
chloroplastii zejména v ranych fazich vyvoje rostlin (Cackett a kol., 2022). Fytohormony
hraji vyznamnou roli v ochrané fotosyntetického aparatu za stresovych podminek, pii¢emz
hormonalni interakce a komplementace jsou dulezité pro casoprostorovou regulaci
fotosyntetickych procest na trovni celé rostliny (Miiller a Munné-Bosch, 2021).

Kyselina abscisova (ABA) je povazovana za hlavni hormon, ktery zvySuje toleranci
rostlin k suchu prostfednictvim riznych morfologickych, fyziologickych a molekularnich
procest, véetné regulace priduchi, vyvoje kotfent a iniciace drahy zavislé na ABA (Ullah
a kol., 2018).

ABA hraje usttedni roli v regulaci vztahu mezi stomatédlni vodivosti a fotosyntézou
(Ullah a kol., 2018). Kdyz dojde ke snizeni vodniho potencialu v listovych bunikach, ABA
v reakci na stres suchem zpusobi uzavieni priduchii, coz snizi ztrdty vody transpiraci
(Osakabe a kol. 2014). Uzavirani stomat vede ke snizeni piijmu CO2, coz ovliviiuje rychlost
fotosyntézy v rostlinach (Chaves a kol., 2009) a méni metabolismus fotosyntézy (Lawlor,
2002). Velmi dilezitymi fytohormony Vv souvislosti se stresem suchem jsou dale kyselina
jasmonova (Ali a Baek, 2020), kyselina salicylova (Khalvandi a kol., 2021), ethylen (Husain
a kol. 2020), auxiny (Verma a kol., 2022), gibereliny (Colebrook et al., 2014), cytokininy
(Chernyad'ev, 2009) a brassinosteroidy (Anwar kol., 2018). Vzajemné propojeni mezi ROS,
antioxidanty a fytohormony tvofi v reakci na stresové podminky komplexni signalni sit,
v niz se zdaji byt hlavnimi regulatory fotosyntézy kyselina abscisova a jasmonova (Miiller
a Munné-Bosch, 2021).

V poslednich letech ukazuji protektivni funkci za stresovych podminek takeé
cytokininy, které napomahaji k zachovani struktury a funkce fotosyntetického aparatu diky
své schopnosti Fidit rozliéné fyziologické procesy v rostlinach. Uginky cytokininti zahrnuji
kvantitativni a kvalitativni regulaci proteint, enzymi (véetné Rubisco), fotosyntetickych
pigmentl, pigment-proteinovych komplext, aktivit fotosystéml a fotosyntetické fixace

uhliku (Chernyad'ev, 2009).
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2.5.1 Cytokininy, fotosyntéza a sucho

Cytokininy byly ptivodné definovany jako chemické latky, které pii aplikaci s auxiny
indukuji proliferaci buné€k a spoustéji diferenciaci kalusu. Cytokininy ale hraji kli¢ovou roli
v mnoha aspektech ristu a vyvoje rostlin (Osugi a Sakakibara, 2015) jako je bunécné dé€leni,
Iniciace a rust vyhoni, starnuti listti, apikalni dominance i reakce na biotické a abiotické
stresové faktory (Kieber a Schaller, 2014). Od pocatku nového tisicileti bylo dosazeno
vyznamného pokroku v pochopeni molekularni podstaty funkce, biosyntézy, metabolismu,
degradace, signalizace a evoluce cytokinint (Spichal, 2012).

Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou derivaty adeninu s odliSnymi substitucemi
navazanymi na pozici N® adeninového kruhu. Nejbéznéjsi cytokininovou bazi v rostlinach
je zeatin. Ve vyssich rostlinach se zeatin vyskytuje jak v cis, tak v trans konfiguraci (Kieber
a Schaller, 2014).

Cytokininy lze v zavislosti na N®-substituentu rozdglit na isoprenoidni a aromatické
cytokininy. Isoprenoidni cytokininy jsou trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ),
NO-(A%-isopentenyl)adenin (iP) a dihydrozeatin (DZ). Mezi aromatické cytokininy patii
6-benzylaminopurin (BAP), 6-furfurylaminopurin (kinetin) a orto-, meta- a para-topolin
(oT, mT, pT) a jejich metabolity (Sakakibara, 2006).

Aby se rostliny vyrovnaly s nepfiznivymi podminkami nedostatku vody, pouZzivaji
sloZité a komplexni mechanismy k Gpravé endogennich hladin cytokinini, které vhodné fidi
signalni drahu cytokininl az k expresi gend. Nejnovejsi poznatky poskytuji diikazy o tom,
ze rostliny mohou v urcitych obdobich stresu aktivovat aklimatizatni mechanismy
k potlaceni signalizace cytokininli snizenim biosyntézy cytokininli a sniZenim exprese
nékterych slozek signalizace cytokininli. To nasledné vede k morfologickym
a fyziologickym upravam, které rostlindm umoznuji pfezit deficit vody (Li a kol., 2016). Za
stresovych podminek jako je napt. nedostatek vody se u riznych druhi rostlin obecné snizuje
mnozstvi Rubisco v listech. Cytokininy naopak indukuji syntézu proteind elektronového
transportniho fetézce, fotosyntetickych chlorofyl-proteinovych komplexti a Rubisco
(Chernyad'ev, 2009). Dale maji pozitivni vliv na zachovani chlorofylovych pigmenti
a integrity membran chloroplast (Hudecek a kol., 2023). Priming s BAP pied vodnim
stresem vedl ke zvySeni obsahu pigmenti xantofylového cyklu u ¢ty druht rostlin
vystavenych suchu (Haisel a kol., 2006). Foliarni aplikace (postiik) cytokinint zvysila
toleranci vici suchu u ¢tyt druhii pSenice oddalenim suchem indukované senescence listt.
Zaroven u oSetfenych rostlin S vodnim deficitem doslo ke zvySeni celkového obsah

chlorofylu 0 10 % ve srovnani s rostlinami bez oSetieni (Dwivedi a kol., 2014). U pSenice
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jarni zmirnila cytokininim podobna sloucenina kartolin-4 negativni vliv vodniho stresu na
obsah a aktivitu Rubisco (Chernyad'ev a Monakhova 1998). Ve vyzkumu Gupta a kol.
(2012) podminky vodniho stresu vyrazn¢ snizily RWC u psenice (Triticum aestivum L.), ale
postiik listd putrescinem a BAP hral kli¢ovou roli pro udrzeni vyssiho stavu RWC.
V disledku vodniho stresu se také vyrazng snizil obsah chlorofylu, postfik listii putrescinem
a BAP vSak pomohl obsah chlorofylu zachovat (Gupta a kol., 2012). Exogenni aplikace
cytokinint podporuje fyziologicky pomér fytohormont a vytvaii podminky pro adaptaci
rostlinnych bunék a pletiv na stres (Chernyad'ev, 2009).

2.5.2 Cytokininy v zemédélstvi

Pouziti pfirodnich cytokinini a mnoha jejich derivati nabizi fadu vyhod diky jejich
zanedbatelné cytotoxicit¢ pro lidské bunky a nizkému riziku pro zivotni prostredi
vyplyvajicimu z jejich vysoké biologické aktivity v rostlinach (Hudecek a kol., 2023).
Komer¢ni vyuziti cytokininovych latek pro ochranu plodin je vyhodné z diivodu aplikace
nizkych koncentraci a jejich nizké cené. Narozdil od pesticidii jsou cytokininy rychle
odbouratelné latky bezpecné pro zivotni prostiedi (Chernyad'ev, 2009). Aplikace pesticidu
mutze vést k oxidativnimu Stresu, inhibici fyziologickych a biochemickych drah, branit
fotosyntéze a negativné ovliviiovat vynosy plodin. Exogenni aplikace reguldtorti ristu
rostlin zmirfiuje negativni U€inky pesticidil tim, ze stimuluje antioxidacni obranny systém
a zvySuje toleranci vici stresovym podminkam. Soucasné studie prokazaly ucinek
rostlinnych regulatorti rstu pii podpote ristu rostlin vystavenych pesticidnimu stresu (Jan
a kol., 2020). Bylo zjisténo, ze fenylureovy cytokinin 4PU-30 zmirfiuje Skodlivé Gcinky
zpisobené piisobenim glyfosatu indukei antioxidativnich obrannych systému v rostlinach
kukufice podobné jako ochranné latky aplikované po oSetfeni herbicidy (angl. herbicide
safeners) (Sergiev a kol., 2006).

Ptestoze vSak pfirodni a nékteré syntetické cytokininy vykazuji uspokojivé vysledky,
vykazuji také n€které negativni ucinky napf. na vyvoj kofenl a optimalizace jejich G¢inného
pouziti v polnich podminkach zistava vyzvou (Hudecek a kol., 2023).

Pro své pozitivni G¢inky se staly cytokininy potencialnimi agrochemikaliemi, ale zatim
nenally své stabilni misto mezi komeréné vyuZivanymi reguldtory rlstu rostlin, a to
predevsim kvuli slozitosti jejich ucinki. Mnoho aspektd riistu a vyvoje rostlin je fizeno
interakcemi riznych skupin rostlinnych hormonti. Nékteré €inky tak mohou byt vysledkem

zménéné rovnovahy mezi vzajemné se ovliviiujicimi hormony (Koprna a kol., 2016).
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V zemédélstvi a v biotechnologiich je diky svym ucinkiim, cenové dostupnosti a stabilité
Casto vyuzivan aromaticky cytokinin 6-benzylaminopurin (Dolezal a kol. 2006). U rostlin
pSenice osetfenych postfikem BAP, ktery souc¢asné zvysoval hladinu endogenniho zeatinu,
byla zjisténa lepsi fotosynteticka ucinnost na donorové i akceptorové strané reakcnich center
PSII. U pSenice osettené BAP byl zjistén vyssi efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII
ve stavu prizpisobeném svétlu (Opsi) 1 tmé (Fv/Fwm), lepsi prenos elektronti za Qa, zvysena
rychlost transportu elektront a niZzsi relativni hodnota variabilni fluorescence v bodé J (Yang
a kol., 2018).

BAP muze mit za urcitych podminek ale také negativni vliv na vyvoj a rust rostlin,
protoze inhibuje prodluzovani a tvorbu postrannich kofent a stimuluje bobtnani kotfenovych
Spicek (Bertell a Eliasson, 1992). To vede k hledani aromatickych derivatt cytokinint, které
by nevykazovaly tyto negativni G¢inky (Plihalova a kol., 2016).

Klos a kol. (2022) zkoumali ¢tyfi nové syntetizované soli cytokinind:
6-benzylaminopurin mesylat, 6-(2-hydroxybenzylamino)purin mesylat,
6-(3-hydroxybenzylamino)purin  mesylat a 6-(3-metoxybenzylamino)purin  mesylat
(MeOBAPM), a stanovili jejich krystalové struktury k objasnéni jejich strukturniho vlivu na
rozpustnost ve vodé. Mesylaty byly o nékolik fadt rozpustnéj$i ve vod¢ nez vychozi
cytokininy a to i bez pouziti DMSO (dimethylsulfoxid). Nové soli cytokininii vyznamné
sniZily degradaci chlorofylu a naruSeni funkc¢nosti fotosystému II v segmentech listd
jec¢mene prochézejicich umélou senescenci a na rozdil od kanonickych cytokininii udrzovaly
vysoké koncentrace aktivnich cytokininovych metabolitti po n¢kolik dni. Tento uc¢inek byl
piisuzovan vyssi biologické dostupnosti mesylatovych soli rostlinou a zamezeni expozici
toxického DMSO (Klos a kol., 2022).

Vyhnuti se rozpoustédlu DMSO je Zadouci kvili jeho negativnim G¢inklim na rostliny,
které zahrnuji rychlé snizeni obsahu bilkovin ve vyhoncich, snizeni koncentrace chlorofylu
a karotenoidid a zvySeni hladiny prolinu v rostlinnych bunikach zptisobené zvySenou

koncentraci ROS (Zhang a kol., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 POUZITE LATKY PRO OSETRENI ROSTLIN

= MeOBAP 6-(3-methoxybenzylamino)purin, meta-methoxy topolin

= MeOBAPM 6-(3-methoxybenzylamino)purin mesylat

= DMSO dimethylsulfoxid (VWR International s. r. 0., Stéibrna Skalice, CR)

= BAP 6—benzylaminopurin (VWR International s. r. 0., Stiibrna Skalice, CR)

Latky MeOBAP a MeOBAPM (ve vod¢ rozpustna cytokininova sul) byly nasyntetizovany

na Katedie chemické biologie Univerzity Palackého v Olomouci.
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Obr. 1: Chemické struktury latek BAP (6—benzylaminopurin), MeOBAP (6-(3-methoxybenzylamino)purin),
MeOBAPM (6-(3-methoxybenzylamino)purin mesylat) a DMSO (dimethylsulfoxid).

3.2 ROSTLINNY MATERIAL A OSETRENI

Byly provedeny celkem 4 experimenty s postupnou optimalizaci aplikace latek a piisobeni
sucha. V prvnich 3 experimentech byly aplikovany latky s koncentraci 10* M a do BP byl
vybran 3. experiment s nejvhodné&jsi optimalizaci uvedenych postupl. V poslednim
4. experimentu byly pouzity latky s koncentraci 10° M, které na intaktni rostliny
nevykazovaly u vSech oSetfeni stejnou ucinnost jako latky koncentrovanéjsi, ale bylo

optimalizovano stanoveni obsahu vody v rostlinach.

Experiment 3 — s pouzitim latek s vyssi koncentraci (10 M)
Dvourady sladovnicky jarni je¢men (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) byl

vysazen ve dvou fadach po 8 semenech do kvétinach s perlitem a zalévan Hoaglandovym
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roztokem (fedén 10x ze zasobniho roztoku: 100 ml Hoaglandova roztoku + 900 ml
deionizované vody). Jedna polovina kvétinaci byla zalévana dostate¢n¢ (varianta ,,mokra“
— M) a druha naopak vystavena suchu (varianta ,,sucha“ — S, viz. kapitola 3.2.1). Rist ve
fytokomote AR-100L3 (Percival Scientific, Perry, lowa, USA) probihal za kontrolovanych
podminek (16 h svétla (100 pmol m™? s)/8 h tmy, teploty 21 °C/21 °C a 60 % relativni
vzdus$né vlhkosti). Po 7 dnech zalévané i suché rostliny byly rozdéleny na pét variant a byly
foliarné aplikovany uvedené roztoky (bez oSetfeni, postiik deionizovanou vodou, postiik
0,5% DMSO, 104 M MeOBAP v 0,5% DMSO, 10* M MeOBAPM v deionizované vodg).
Strukturni vzorce a nazvy latek jsou uvedeny v kapitole 3.1. U v§ech kromé¢ ,,bez oSetieni*
bylo pouzito smacedlo MERO® 33528 (olej fepkovy — methylester 733 g/l, BAYER s.r.0.,
Praha) v mnozstvi 1 ml na cca 300 ml aplikované latky. Posttik rostlin byl aplikovan 5x z
kazdé strany kvétinaée. Po 14 dnech od vysevu (7 dni od postiiku) probéhlo méfeni
intaktnich rostlin vSemi nize uvedenymi metodami a byly odebrany vzorky na pozdé&jsi

analyzu obsahu chlorofylti a hormonu v listech (Obr. 2).

MeOBAP MeOBAPM

Obr. 2: Osetiené rostliny jarniho je¢mene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévané (M) a vystavené
stresu suchem (S) po 14 dnech riistu, kdy byly 7. den aplikovany latky (vodatsmacéedlo =K, DMSO, MeOBAP,
MeOBAPM) foliarnim postiikem, R predstavuje rostliny bez zasahu.

3.2.1 Stres suchem

Po vysazeni semen byla polovina kvétinacu zalita 250 ml (varianta M) a druha 150 ml
(varianta S) Hoaglandova roztoku. Po 6 dnech riistu ve fytokomote byla varianta M zalita
100 ml Hoaglandova roztoku, varianta S jiz zlstala bez zalivky do konce experimentu.
Nasledujici 7. den byly nékteré rostliny z kvétinaca vytrhany tak, aby v kazdém kvétinaci
zustalo 10 rostlin (stejnd asimilace vody ve vSech kvétinacich) a probéhlo oSetfeni
jednotlivymi roztoky. Varianta M byla 11. den zalita 150 ml Hoaglandova roztoku a 14. den

probéhlo méfent.
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3.2.2 Obsah vody v pidé

Obsah vody v kvétinacich byl vypocten pro kazdou variantu na zékladé hmotnosti kvétinaci
s perlitem a hmotnosti biomasy. Puvodné jsme chtéli vypocitat standardni RWC,
tj. (hmotnost ¢erstvé hmoty—hmotnost susiny)/(hmotnost plné turgescentniho listu—hmotnost
susiny), ktery uvazuje pln¢ turgescentni vzorek. Nicméné po tfech hodinach umisténi rostlin
s kofinky do kadinky s deionizovanou vodou pro jejich maximalni nasyceni byly hmotnosti
rostlin ¢asto nizsi nez pred nasycenim. Proto jsme se rozhodli nepocitat standardni RWC
a pocitali jsme puadni vlhkost nasledujicim zpiisobem, tzn. hmotnostni procento vody
v kvétinaci pro kazdé oSetieni.

Na konci méfeni byla od kvétinace s mokrym perlitem a biomasou odectena celkova
vytrhana a samostatné zvazena biomasa a hmotnost samotného kvétinace, tak byla ziskana
hmotnost mokrého perlitu. Odectenim hmotnosti suchého perlitu pted vysadbou semen od
hmotnosti mokrého perlitu, byla ziskdna hmotnost vody v jednotlivych kvétinacich. Ze
zjisténé hmotnosti vody (V) a mokrého perlitu (P) v daném kvétinaci byl spocitan
procentualni podil obsahu vody v kazdém kvétinaci (Vx100/P) [1].

Pii vysazeni vSechny kvétindCe naplnény stejnym mnozstvim suchého perlitu.
Kvétina¢ se suchym perlitem byl zvazen a hodnota pouzita pro vypocet procentualniho
obsahu vody Vv den postiiku a poté v den méteni. Tésné pted postiikem zvazena hmotnost
kvétinaca s perlitem, vodou a biomasou. Z kazdého kvétinace vytrhany 2 reprezentativni
rostliny a vypocitan pramér jejich hmotnosti. Celkovy pocet rostlin v kazdém kvétinaci byl
vynasoben vypocitanym primérem pro piislusnou variantu a byla tak ziskana hodnota
hmotnosti biomasy a vypoc¢itan procentualni obsah vody pro kazdy kvétina¢ v den postiiku

(Tab. 1) na zéklad¢ vyse popsaného postupu [1].

Tab. 1: Pudni vlhkost (obsah vody v %) spocitand u vSech oSetfenych variant v den postiiku. Postup stresovani
suchem a vypoCtu obsahu vody [1] uveden v textu. Prezentovana pudni vlhkost v kvétina¢ich s rostlinami

stresovanych suchem (S) a zalévanych (M).

VARIANTA  OBSAH VODY VARIANTA  OBSAH VODY
S [%] M [%]
R-S 49,4 R-M 71,6
K-S 56,0 K-M 70,5
DMSO-S 49,3 DMSO-M 70,2
MeOBAP-S 49,6 MeOBAP-M 69,6
MeOBAPM-S 46,6 MeOBAPM-M 73,3
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O tyden pozd¢ji v den méfeni po zméteni rostlin vS§emi metodami byly zvazeny kvétinace
s perlitem, vodou i biomasou, ndsledné rostliny i s kofinkem a semenem z kazdého kvétinace
vytrhdny a zvazena celkova biomasa jednotlivych variant. Poté zvazen kvétinac s vihkym
perlitem bez biomasy. Procentualni obsah vody (Tab. 2) v kvétinaéich pfisluSnych variant

vypocitan podle vyse zminéného postupu [1].

Tab. 2: Pdni vlhkost (obsah vody v %) spocitana u vSech oSetfenych variant v den méteni. Postup stresovani
suchem a vypoctu obsahu vody [1] uveden v textu. Prezentovana pidni vlhkost v kvétinaéich s rostlinami

stresovanych suchem (S) a zalévanych (M).

VARIANTA  OBSAH VODY VARIANTA  OBSAH VODY
s [%] M [%]

R-S 233 R-M 72,4

K-S 30,9 K-M 70,9

DMSO-S 22,5 DMSO -M 71,1

MeoBAP-S 24,1 MeoBAP-M 70,6

MeoBAPM-S 23,0 MeoBAPM-M 73,1

Experiment 4 — s pouzitim latek s niz8i koncentraci (10°M)

Dvoutady sladovnicky jarni jeémen (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) vysazen ve tiech
fadach po 8 semenech do kvétinaca s perlitem. Po vysazeni semen polovina kvétinacu zalita
250 ml (varianta M) a druha 150 ml (varianta S) Hoaglandova roztoku (fedéni stejné jako
u piedchoziho experimentu). Varianty stresované suchem jiz nebyly zalévany do konce
experimentu. Po 5 dnech ristu ve stejné fytokomote varianta M zalita 150 ml Hoaglandova
roztoku. 7. den rostliny vytrhany tak, aby v kazdém kvétinaci ztstalo 20 rostlin a prob&hlo
oSetfeni jednotlivymi roztoky stejné jako v pfedchozim experimentu. Varianta M 12. den
zalita 100 ml Hoaglandova roztoku a 14. den prob&hlo méfeni.

Pii vysazeni byly kvétinace se suchym perlitem zvaZeny a hodnota pouZita pro vypocet
procentuadlniho obsahu vody v den postfiku a poté v den méteni. Tésné pred postiikem
zvazena hmotnost kvetinaca s perlitem, vodou a biomasou a spoc€itan pocet rostlin v kazdém
kvétinaci pied vytrhanim na pocet 20 rostlin. Z rezervnich kvétinac¢i (R-M a R-S) byla
vytrhdna veskerd biomasa a pro variantu M i S vypocitana primérna hmotnost jedné rostliny
s kotfinkem 1 semenem. Celkovy pocet rostlin v kazdém kvétina¢i byl vyndsoben
vypocitanym priimérem pro prisluSnou variantu a byla tak ziskdna hodnota hmotnosti
biomasy a vypocitan procentudlni obsah vody pro kazdy kvétina¢ v den postiiku (Tab. 3) na

zakladé vySe popsaného postupu [1].
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Tab. 3: Padni vlhkost (obsah vody v %) spoéitana u v8ech osetfenych variant v den postiiku. Postup stresovani
suchem a vypoctu obsahu vody [1] uveden v textu. Prezentovana pidni vlhkost v kvétinaéich s rostlinami

stresovanych suchem (S) a zalévanych (M).

VARIANTA  OBSAH VODY VARIANTA  OBSAH VODY
S [%] M [%]

K-S 46,5 K-M 71,7

DMSO-S 45,5 DMSO -M 72,8

MeoBAP-S 43,6 MeoBAP-M 71,1

MeoBAPM-S 41,7 MeoBAPM-M 72,0

O tyden pozdé€ji v den méfeni po zméfeni rostlin vSemi metodami byly zvazeny
kvétinace s perlitem, vodou i biomasou, nasledné rostliny i s kofinkem a semenem z kazdého
kvétinace vytrhany a zvdzena celkova biomasa jednotlivych variant. Poté zvazen kvétinac
s vlhkym perlitem bez biomasy. Procentudlni obsah vody (Tab. 4) v kvétinacich ptislusnych

variant vypocitan podle vyse zminéného postupu [1].

Tab. 4: Pdni vlhkost (obsah vody v %) spocitana u vSech oSetfenych variant v den méteni. Postup stresovani
suchem a vypo¢tu obsahu vody [1] uveden v textu. Prezentovana pudni vlhkost v kvétina¢ich s rostlinami

stresovanych suchem (S) a zalévanych (M).

VARIANTA  OBSAH VODY VARIANTA  OBSAH VODY
s [%] M [%]

K-S 18,3 K-M 65,5

DMSO-S 18,9 DMSO -M 64,6

MeoBAP-S 24,2 MeoBAP-M 59,0

MeoBAPM-S 19,1 MeoBAPM-M 62,6

Hmotnost Cerstvé biomasy (FW) byla stanovena po méteni zvdzenim vSech rostlin
(v€etné kotfinkli a semen) v kvétinaci pfislusné varianty. Poté byly listy suSeny v susarné
30 hodin pfi teploté 70 °C do konstantni hmotnosti (hmotnost susiny, DW). Obsah vody
v rostlinach (WC) se pak vypocital jako: WC = (FW-DW)/FW (Mihaljevi¢ a kol. 2021)
(Tab. 5).

Tab. 5: Celkovy obsah vody v rostlinach (WC, %) jednotlivych variant o$etienych uvedenymi roztoky v den
méfeni. Znazornény sucha (S) a mokra (M) varianta k danému oSetfeni. Postup stresovani suchem a vypocet

WC uvedeny v textu.

VARIANTA M K-M DMSO-M MeOBAP-M MeOBAPM-M
WC [%] 91,1 90,7 88,5 90,2

VARIANTA S K-S DMSO-S MeOBAP-S MeOBAPM-S
WC [%] 74,4 72,6 69,5 71,3
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3.3 POUZITE METODY

3.3.1 Neinvazivni metody

Méfeni piistroji SPAD a PolyPen probihalo za slabého svétla (9 pmol m™ s1) v laboratofi
pti pokojové teploté (23 °C) a relativni vlhkosti vzduchu 34 % na adaxialni stran¢ uprostied
listu. M¢éteni pristrojem PEA bylo provedeno za stejnych podminek, ale rostliny byly pied
samotnym méfenim nejprve pul hodiny zatemnény. Pro méfeni byl vybran prvni vyrostly
list na kazdé rostlin€.

Chlorofylmetr SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko) umoziuje
velmi rychlé a nedestruktivni ureni relativniho obsahu chlorofylu v listech rostlin bez
nutnosti extrakce pigmentd. Hodnoty méfené chlorofylmetrem jsou pocitany z propustnosti
listu pro dvé rizné vinové délky (650 nm a 940 nm). Hodnota, ktera charakterizuje obsah
chlorofyla v listé, je pfistrojem vypocitana srovnanim poméru intenzit detekovaného zareni
o vlnovych délkach 650 a 940 nm pti méfeni bez vzorku a se vzorkem. Méteni prob&hlo
Vv péti opakovanich ve stfedni ¢asti kazdého méteného listu a byl ziskdn primér. Méteno
bylo vzdy 8 rostlin z kazdé varianty.

Piistroj PolyPen (Photon System Instruments, Drasov, CR) umoziuje rychlé méfeni
celych spekter odrazivosti a nasledny vypocet indexd odrazivosti NDVI a PRI. NDVI je
indikatorem obsahu chlorofylu v rostlinach. Hodnoty NDVI se pohybuji v rozmezi -1 az +1.
Kdyz se hladina chlorofylu snizi v disledku stresu nebo starnuti, bude se NDVI blizit
hodnoté 0 v disledku mensi absorpce viditelného ¢erveného svétla (Stamford a kol., 2023).
NDVI pocitano dle vzorce: NDVI = (R780-R630)/(R780+R630). PRI pocitano dle vzorce:
PRI = (R531-R570)/(R531+R570), kde Rx odpovida odrazivosti v dané vilnové délce.
Pigmenty xantofylového cyklu hraji nejspiSe hlavni roli v absorpci svétla pii vinové délce
531 nm (Pefiuelas a kol., 1995). Konvené¢nim mechanismem svétlem indukovaného poklesu
PRI je deepoxidace violaxanthinu (zvyseni koncentrace zeaxanthinu) (Pefiuelas a kol., 1995;
Demmig-Adams, 1990), hodnoty PRI se pohybuji v rozmezi -1 az +1. Zméfena spektra
odrazivosti jednotlivych rostlin byla korigovana korekéni kiivkou zméfenou se standardem
a az z korigovanych spekter byly spocitany uvedené parametry.

Piistroj PEA (Plant Efficiency Analyser — Hansatech Instruments, King’s Lynn, UK)
byl pouzit ke zmé&feni velmi rychlé fluorescen¢ni indukce (O-J-1-P) a ptisluSny software
k naslednému vypoctu vybranych parametru, tj. Fv/Fwm, (dV/dt)o, Vs a ABS/RC. Ke generaci
typické fluorescencni kiivky doslo po ozafeni vzorku adaptovaného na tmu saturacnim
svétlem (2's, 1200 umol m 2 s '), kdy z minimalni fluorescence Fo (vSechna reakéni centra

PSII jsou ,,oteviena®) fluorescence narostla az k vrcholu ,,P*“ (maximalni fluorescence Fum,
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(13

vSechna reakéni centra jsou ,uzaviend”) se dvéma prechodnymi kroky ,J“ a I
(fluorescence F; a Fi, dochazi k postupnému zavirani reak¢nich center) (Strasser a kol.,
2000). Analyza indukc¢nich kiivek (OJIP) fluorescence chlorofylu poskytuje informace
o fotosyntetické kapacité a vitalité rostlinného materialu.

Pomér Fv/Fm (bé€znd hodnota 0,74-0,85), kde Fv = (Fm — Fo), odrazi maximalni
kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na tmu (Stirbet a kol., 2018;
Lichtenthaler a kol., 2005). Parametr (dV/dt)o = Mo = 4(Fsoous — Fsous)/Fv koresponduje
s maximalni rychlosti akumulace frakci uzavienych reak¢nich center PSII a odrazi rychlost
ptisunu excitaci do RCII a nasledné rychlost redukce Qa na Qa (Strasser a kol., 2000). V;
(Fy — Fo)/Fy, kde F; je intenzita fluorescence v ¢ase 2 ms, je relativni variabilni fluorescence
v bodé¢ J a poukazuje na frakci redukovanych Qa (Strasser a kol., 2000).
ABS/RC = (dV/dt)o/V; x Fp/Fy charakterizuje zdanlivou velikost antény aktivniho PSII
(Stirbet a kol., 2018).

Kromé rychlych metod byly vzorky déale méfeny neinvazivné fluorescencénim
zobrazovacim systémem FluorCam 800 MF (Photon System Instruments, Drasov, CR)
s dobou méfeni 25 minut pro kazdy vzorek. Jednd se 0 typ zobrazovaciho (imaging)
fluorometru, u kterého je fluorescencni signal pochazejici z méfené plochy vzorku
detekovan pomoci digitalni kamery. Vysledkem jsou mapy fluorescenc¢niho signalu z celych
listi, které umoznuji zachytit heterogenitu hodnot jednotlivych parametri v ramci celého
listu v case. Obrovské mnozstvi datovych bodu ziskanych z fluorescenéniho zobrazovani
nabizi moznost velmi dobrého statistického testovani pokrocilymi statistickymi testy a také
umoziuje vcasnou detekci stresu rostlin (Lazar a kol., 2006). Pfed méfenim fluorometrem
byly vzorky adaptovany na tmu (30 minut) a poté byly listy oboustrannou lepici paskou
pfichyceny na desku pod kamerou. Byla sniméana adaxialni strana 6 prvnich vyrostlych
intaktnich listl kazdé varianty. Byly vyhodnoceny vybrané parametry zhasSeni fluorescence
chlorofylu, tj. ®p, ®psi, Onrg, Ofp a ge.

Koeficient fotochemického zhaseni (qe) byl vypocten podle Lazara (2015) jako
(Fm—Fy)/(Fm'—Fo”), kde Ft je aktualni fluorescence méfena tésné pied aplikaci pulzu, Fm’
odrazi maximalni fluorescenci a Fo” naopak miniméalni fluorescenci pro vzorky adaptované
na svétlo. Kvantovy vytéZzek pro konstitutivni neregulované disipacni procesy byl vypocten
jako ®@¢,p = F/Fm (Lazar, 2015). Kvantovy vytézek regulovaného nefotochemického zhaseni
fluorescence chlorofylu (®npg) byl vypocten jako (F/Fm")—(F/Fm) (Lazar, 2015) a aktualni
kvantovy vytézek fotochemie PSII (®psii) byl vypocten jako (Fm —Ft)/Fm” (Lazar, 2015). @p

odrdzi maximalni kvantovy vytézek ve stavu piizpisobeném svétlu za piitomnosti
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aktinického svétla (Fm'—Fo")/Fm”. Soucet Onpg, Prsii a @ p se rovna jedné (Lazar, 2015). Ze
zméfenych hodnot byl také vypocitdn parametr nefotochemického zhaSeni fluorescence
chlorofylu (NPQ) jako (Fm— Fm')/Fm”™ neboli ®@npo/ @fp (Lazar, 2015).

K méfeni fluorescen¢nich signalti byly pouzity mikrosekundové meéfici zablesky
cerveného svétla v intervalech 20 ms, minimalni fluorescence chlorofylu (Fo) byla stanovena
v listech adaptovanych na tmu pomoci zableski méticiho ¢erveného svétla (650 nm, trvani
10 ps). Pro stanoveni maximalni fluorescence chlorofylu ve stavu pfizptisobeném tmé (Fm)
byl aplikovan puls silného modrého svétla (2000 pmol fotond m™ s, trvani 800 ms). Po
relaxaci ve tmé (90 s) byly listy vystaveny dlouhé period¢ aktinického svétla (650 nm, 100
umol fotont m? s, trvani 25 minut), kdy byly vypoéteny viechny parametry analyzy
zhéaSeni. Béhem obdobi aktinického svétla bylo pouZzito 17 saturacnich pulzl pro stanoveni
maximalni fluorescence ve stavu ptizptisobeném svétlu (Fm”). Prvni aZ Sesty satura¢ni pulz
byl aplikovan ve tficetisekundovych intervalech, sedmy az jedenacty zablesk
v Sedesatisekundovych intervalech, dvanacty az patnacty zablesk ve dvouminutovych
periodach a posledni dva zablesky byly aplikovany ve tfiminutovych a ¢tyficetisekundovych

intervalech.

3.3.2 Invazivni (destruktivni) metody

3.3.2.1 Stanoveni obsahu chlorofylu

Chemikalie a roztoky
= Uhlicitan hofecnaty

= 80% aceton

Pristrojova technika
= Spektrofotometr (Unicam UV 500, Thermo Spectronics, Cambridge, UK)
= Centrifuga (Centrifuge 5340 R, Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Metodika

Odebrané a zvazené vzorky je¢mene (z kazdé varianty odebrano 5 listd u baze) byly po
kazdém experimentu zmrazeny v kapalném dusiku a ulozeny pti -80 °C. Pro vlastni analyzu
byly vzorky homogenizovany ve tieci misce s 80% acetonem a malym mnozstvim MgCOs,
tteci miska byla opakované vyplachnuta 80% acetonem a obsah byl slit do mikrozkumavek
(celkové mnozstvi acetonu: 2,5-3 ml). Homogenat byl odstfedén pii 6000% g po dobu
10 minut pii 4 °C. Supernatant byl slit do zkumavky a pouzit pro spektrofotometrické

stanoveni obsahu chlorofylu a karotenoidt podle Lichtenthalera (1987) pti vinovych délkach
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646,8; 663,2 a 750 nm V jednocentimetrové kyveté. Supernatant byl zfedén tak, aby
absorbance pfi vinové délce 663,2 nm byla v rozmezi 0,4-0,8. Pfiprava extraktu probihala
ve tmé na ledu pfi velmi slabém zeleném svétle.

Celkovy obsah chlorofylu a karotenoidd V rostlinném materialu byl vypoéten dle
Lichtenthalera (1987). Ziskana hodnota [ug - ml™] byla vynasobena celkovym objemem
extraktu [ml] a podé&lena hmotnosti vzorku [mg], vysledna hodnota [ug - mg™] popisuje

obsah chlorofylu na hmotnost jednotlivych listt.

3.3.2.2 Analyza cytokinini
Analyza endogenniho obsahu cytokinint byla provedena Mgr. Lenkou Plackovou, Ph.D.
z Laboratofe rastovych regulatort. Zpracovani a interpretace ziskanych dat byly provedeny

autorkou bakalaiské prace.

Chemikalie a roztoky

* Hydroxid amonny 25% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
Kyselina dusi¢na (68%), VWR Chemicals S. A. S. (Fontenay-sous-Bois, Francie)
»  Kyselina mravenc¢i 98% — 100% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

» Kyselina mravendi p.a., Honeywell (Seelze, Némecko)
* Methanol (= 99,9%) gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv, Merck
KGaA (Darmstadt, Némecko)
= Methanol hypergrade for LC-MS, LiChrosolv, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
» Redestilovana voda z Millipore Simplicity ™
* Jzotopicky znacené cytokininové standardy, Laboratof ristovych regulatort
Univerzity Palackého (Olomouc, Ceské republika)
— baze (B) a ribosidy (R): [*Cs]cZ, [B*Cs]tZ, [®Hs]tZR, [?Hs]DHZ, [?Hs]DHZR,
[He]iP, [*He]iPR,
—  N-glukosidy (NG): [*°*N4]cZ7G, [?Hs]tZ7G, [*Hs]tZ9G, [?H3]DHZ9G, [?He]iP7G,
[He]iP9G
—  O-glukosidy (OG): [?Hs]tZOG, [?Hs]tZROG, [?H7]DHZOG
— nukleotidy (NT): [?Hs]tZRMP, [?H3]DHZRMP, [?Hs]iPRMP
» Modifikovany Bieleski pufr (75 % methanolu + 5 % kyseliny mravenci + 20 %
redestilované vody — 375 mI/500 ml methanolu + 25 m1/500 ml kyseliny mravenci +
100 ml1/500 ml redestilované vody)
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50% kyselina dusi¢na (183,8 ml/250 ml kyseliny dusicné + 66,2 ml/250 ml
redestilované vody)

0,5M roztok hydroxidu amonného v 60% methanolu

15mM mravencan amonny (pH 3,95) (0,566 ml/l kyseliny mravenci, upraveni 25%
roztokem hydroxidu amonného na pH 3,95)

10% methanol (1 ml/10 ml methanolu + 9 ml/10 ml redestilované vody)

Stacionarni faze pro SPE purifikaci a kolona pro kapalinovou chromatografii:

Oasis® MCX (30 mg/1 ml), Waters (Milford, MA, USA)
Pro UHPLC separaci pouzita kolona s reverzni fazi Waters UPLC® BEH C18
(1,7 um: 2,1 x 150 mm), Waters (Milford, MA, USA)

Pristrojova technika

Acquity UPLC® I-class systém (Waters, Milford, MA, USA) v zapojeni s Xevo™
TQ-S MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK) vybaveny ionizaci
elektrosprejem ESI. Data zpracovdna MassLynx™ software s TargetLynx™
programem (verze 4.2, Waters, Milford, MA, USA)

Analytické vahy, Sartorius Weighing Technology GmbH (Goettingen, Némecko)
Centrifuga Avanti™ 30, Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Centrifuga Hettlich Micro 220R, Hettlich GmbH (Tuttingen, Némecko)

Kulovy mlynek MM301, Retsch® & Co. KG (Hann, Némecko)

Millipore Simplicity™ water purification system, Milipore Corp (Billerica, MA,
USA)

Stolni laboratorni rotator Stuart SB3-BB Scientific, Keison Products (Chelmsford,
Velka Britanie)

Ultrazvukova lazefi Transsonic T310, ELMA® Schmidbauer GmbH (Singen,
Némecko)

Vakuova rotaéni odparka Trigon-plus® RCT1010, Thermo Electron Corporation —
k 2006 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Vortex typ Wizard, Velp Scientifica (Usmate, Italie)
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Metodika

Odebrané a zvazené vzorky je¢mene (z kazd¢ varianty odebrano 5 listi u baze) byly
zmrazeny v kapalném dusiku, uloZeny pii -80 °C a nasledné rozdéleny do tii technickych
opakovani o piiblizné hmotnosti 10 mg FW. Vzorky byly extrahovany v 0,5 ml
vychlazeného modifikovaného Bieleskiho pufru (Bieleski, 1964; Hoyerova a kol., 2006) se
ttemi keramickymi kulickami a 10 pl smési izotopove znacenych cytokininovych standardi
(0,2 pmol bazi, ribosidii, N-glukosida a 0,5 pmol nukleotidi a O-glukosidi) pro kontrolu
vytéznosti purifikatniho kroku a validaci stanoveni (Novak a kol., 2008). Vzorky byly
homogenizovany na kulovém mlynku (5 minut, 27 Hz), extrahovany 30 minut na
laboratornim rotatoru Stuart (4 °C) a nasledné centrifugovany (20 000 rpm, 10 minut, 4 °C)
pro oddéleni supernatantli. Postup pouzity pro purifikaci cytokinint byl kombinaci metod
popsanych Dobrevem a Kaminkem (2002) a Svacinovou a kol. (2012). Vzorky byly
precistény pouzitim SPE kolonek Oasis MCX 1 cc (30 mg) a eluaty byly odpatreny do sucha
pomoci koncentratoru SpeedVac a nasledné rozpustény ve 40 ul 10% methanolu. VVzorky
byly analyzovany pomoci ultra-vysoce U¢inné kapalinové chromatografie v zapojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC -MS/MS) s trojitym kvadrupdlem
a ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+) podle Svacinové a kol. (2012). Vzorky
byly separovany gradientovou eluci sestavajici z methanolu (A) a 15mM mravencanu
amonné¢ho (B; pH 3,95) za pouZiti chromatografické kolony Acquity UPLC® BEH Shield
RP18 (1,7 um; 2,1 x 150 mm) s pritokem 0,400 ml/min a teplotou kolony 55 °C.
Kvantifikace byla provedena pomoci zdznamu vice iontovych reakci (Multiple Reaction
Monitoring, MRM) [M+H]+ a ptisluSn¢ho produktového iontu. Pti analyze byly nastaveny
parametry nasledovné: teplota zdroje 150 °C; teplota desolvatacniho plynu 600 °C; pritok
desolvata¢niho plynu 600 1/h; napéti v kapilaie 0,75 kV (Novak a kol., 2008). Vyhodnoceni
bylo provedeno pomoci softwaru MassLynx a kvantifikace pomoci programu TargetLynx

za pouziti metody standardniho izotopového fedéni (Novak a kol., 2003).

3.3.3 Analyza a zpracovani dat
K analyze dat byly vyuzity programy Microsoft Excel 2010 a SigmaPlot 11.0 (Systat
Software Inc., San Jose, California, USA). K urceni statistické vyznamnosti dat byl vyuzit

Studentuv t-test a Mann-Whitney Rank Sum test.
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4 VYSLEDKY
Obsah chlorofylu, PRI a NDVI

7. den od posttiku intaktnich rostlin u suchych variant s ptidni vlhkosti 20 % (coz odpovidalo
zhruba 70% obsahu vody v rostlinach — zméfeno v experimentu 4) oSetfenych latkami
MeOBAP a MeOBAPM byl naméfen vyssi relativni obsah chlorofylu oproti kontrole (K-S)
a oSetieni DMSO (DMSO-S) (Obr. 3). Stejné doslo k nartistu relativniho obsahu chlorofylu
u zalévanych variant, signifikantni bylo oSetfeni latkou MeOBAPM (MeOBAPM-M) oproti
kontrole (K-M). Narist obsahu chlorofylu u suché i zalévané varianty oSetiené latkami
MeOBAP a MeOBAPM oproti kontrolam (K-S, K-M) a osetieni DMSO (DMSO-S, DMSO-
M) potvrdilo i spektrofotoskopické stanoveni obsahu chlorofylu po oddé€leni listi (Obr. 4).
Tyto vysledky indikuji pozitivni pusobeni aplikovanych latek MeOBAP a MeOBAPM na
obsah chlorofylu pii plsobeni stresu i pfi jeho absenci. Pomér chlorofylu a/b zustal
konstantni u obou variant a vSech typl oSetfeni s vyjimkou nardstu poméru u zalévané
varianty oSetfenou laitkou MeOBAP (MeOBAP-M) oproti DMSO (DMSO-M) indikujici
mensi obsah chlorofyl b. Také obsah karotenoidii byl vyssi u listi jemene oSetienych
MeOBAP a MeOBAPM oproti pfisluSnym kontroldm, coz bylo ziejmé i u zalitych variant
v mensim, byt’ signifikantnim rozdilu. U listl suché varianty oSetfenych latkami MeOBAP
a MeOBAPM (MeOBAP-S, MeOBAPM-S) se zvysil pomér chlorofylu ke karotenoidim
poukazujici na vys$s$i obsah chlorofyld oproti karotenoidiim. U zalévané varianty byl
pozorovan signifikantni nariist tohoto poméru u listl oSetfenych latkou MeOBAP
(MeOBAP-M) oproti osetieni latkou DMSO (DMSO-M). Vyssi obsah chlorofylu u variant
MeOBAP a MeOBAPM u zalévanych i suchych variant byl potvrzen také zvysenim hodnot
NDVI (Obr. 3). Index NDVI byva piesny pouze pti pomerné nizkych hladinach chlorofylu,
pii stfednich a vys$Sich hladinach ve vegetaci neni citlivy na zmény obsahu chlorofylu
(Lichtenthaler a kol. 1996), v tomto ptipadé vsak bylo méteni NDVI dostacujici a jeho
hodnoty korelovaly s obsahem chlorofylu. Naopak hodnoty indexu PRI vyznamné poklesly
u zalévané i suché varianty rostlin oSetfenych latkami MeOBAP a MeOBAPM (Obr. 3)
poukazujici na narGst relativniho obsahu zeaxantinu, coz koreluje s nartistem obsahu

karotenoidli zmé&fenym u téchto variant.
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Obr. 3: Parametry spocitané ze zmétené propustnosti a odrazivosti listu jemene. Relativni obsah chlorofylu
(SPAD), normalizovany vegeta¢ni index (NDVI) a index fotochemické reflektance (PRI) v intaktnich listech
jarniho je¢mene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu
suchem (S) po 14 dnech ristu, kdy byly 7. den aplikovany latky (vodat+smacedlo = K, DMSO, MeOBAP,
MeOBAPM) foliarnim postfikem, R piedstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny praméry
namé&fenych hodnot + SD (n=8). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi K-MeOBAPM a DMSO-
MeOBAP vyznaceny riznymi pismeny. Pro normalni data s rovnosti rozptylu testovano parovym t-testem, pro
nerovné rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).
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Obr. 4: Obsah fotosyntetickych pigmentd stanovenych spektrofotometricky v listech je¢mene. Obsah
chlorofylu (Chl) atb, pomér Chl a/b, obsah karotenoidt (Car) a pomér Chl/Car (ug/mg FW) v listech jarniho
je¢mene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu suchem (S)
po 14 dnech rastu, kdy byly 7. den aplikovany latky (vodat+smacéedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM)
foliarnim postiikem, R predstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny pruméry naméfenych hodnot
spocitané z biologickych replikatdi + SD (n=4-5). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi K-
MeOBAPM a DMSO-MeOBAP vyznaceny riznymi pismeny. Pro normalni data s rovnosti rozptylu testovano
parovym t-testem, pro nerovné rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).
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Velmi rychla fluorescen¢ni indukce

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm) byl podstatné vyssi u suché i zalévané
varianty oSetiené latkami MeOBAP a MeOBAPM oproti rostlindm neoSetienym (Obr. 5).
Nejvyznamnéjsi negativni vliv, jesté vétsi nez samotné sucho, na fotochemii PSII mélo
DMSO. Potlaceni stresu suchem u oSetfenych variant byl také zfejmy i ostatnich parametra
velmi rychlé fluorescenéni indukce (Obr. 5). Pfedevsim u suchych oSetienych variant byla
pozorovana nizka hodnota parametrti (dV/dt)o, Vsa ABS/RC oproti kontrole (K-S) a osetfeni
DMSO (DMSO-S). (dV/dt)o odrazi rychlost ptisunu excitace do RCII a nasledné rychlost
redukce Qa, Vs taktéz indikuje zrychleni redukce Qa. NarGst téchto parametri byva ¢asto
indikatorem stresu a je spjat i s vy$$im relativnim zastoupenim antén PSII (nrast hodnoty
ABS/RC). Vyssi hodnota ABS/RC byla u neosetienych variant také doprovazena nizkymi
hodnotami parametru Fv/Fwm, to svéd¢i o piednostnim poskozeni RCII, coz bylo nejvice
patrné u oSetieni latkou DMSO (DMSO-M, DMSO-S). Osetieni latkami MeOBAP
a MeOBAPM i v tomto ptipadé plsobilo na rostliny protektivné nezavisle na pusobeni

stresu.
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Obr. 5: Vybrané parametry spocitané z kiivky velmi rychlé fluorescen¢ni indukce zméfené na listech je¢mene.
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu ptizpisobeném tmé (Fv/Fwm), po¢ateni nartst rychlosti
akumulace fluorescence O-J (dV/dt)o, relativni variabilni fluorescence v bodé J (V;), a zdanliva velikost antén
aktivniho RCII (ABS/RC) intaktnich listd jarniho je¢émene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévanych
rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu suchem (S) po 14 dnech ristu, kdy byly 7. den aplikovany latky
(vodatsmacedlo =K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) foliarnim postiikem, R pfedstavuje rostliny bez zasahu.
V grafu jsou vyneseny mediany naméfenych hodnot a kvartily (n=8). Statisticky signifikantni rozdily mezi
dvojicemi K-MeOBAPM a DMSO-MeOBAP vyznaéeny riznymi pismeny. Pro normalni data s rovnosti
rozptylu testovano parovym t-testem, pro nerovné rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem

(P < 0,05).
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Pomala fluorescen¢ni indukce

Ve variantach suchych i zalévanych oSettenych MeOBAP a MeOBAPM byla zméiena
aktivace ochrannych regulovanych nefotochemickych procesti (nartst ®npg) na rozdil od
neosetfenych rostlin (Obr. 6). U suchych variant oSetfenych MeOBAPM byl narust
nefotochemického zhaseni doprovazen poklesem Gentyho parametru (®psi) (Obr. 6).
Koeficient fotochemického zhaseni (qp) narostl u suchych variant zejména u latky DMSO

(DMSO-S), vyrazny byl jeho pokles u latky MeOBAPM oproti kontrole (K-S).
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Obr. 6: Parametry spocitané v ustaleném stavu pomalé fluorescenéni indukce ve stavu adaptovaném na svétlo.
Aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII (®psii), kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni fluorescence
chlorofylu (®npg), kvantovy vytézek pro konstitutivni neregulované disipaéni procesy (®fp) a koeficient
fotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (gp) intaktnich listii jarniho jeémene (Hordeum vulgare, L.
conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu suchem (S) po 14 dnech rtstu, kdy byly
7. den aplikovany latky (vodat+smacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) foliarnim postfikem, R
predstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny medidny namétenych hodnot a kvartily (n=6). Soucet
Dnpg, Ppsit a Orp se rovna jedné. Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi K-MeOBAPM a DMSO-
MeOBAP vyznaceny riznymi pismeny. Pro normalni data s rovnosti rozptylu testovano parovym t-testem, pro
nerovné rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).
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Fluorescen¢ni imaging (Obr. 7) zndzorhuje reprezentativni méfeni parametrtt Fv/Fw,
NPQ a gp na celé plose intaktnich listd u variant K, DMSO, MeOBAP a MeOBAPM.
Rostlina bez oSetieni (R) neni uvedena, protoze hodnoty byly podobné ke K. Z imagingu je
nejlépe patrny narast parametru NPQ u listd stresovanych suchem a oSetfenych latkou
MeOBAPM. Heterogenita listii napii¢ typem oSetieni a pisobenim sucha u parametrt Fv/Fum
a gp nebyla u experimentu 3 vyrazné patrna.

Fy/Fum NPQ qr Foto

MeOBAP DMSO

MeOBAPM

Obr. 7: Zobrazeni reprezentativnich parametrii fluorescence chlorofylu Fv/Fm, NPQ a gp z experimentu 3.
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII pro vzorek adaptovany na tmu (Fv/Fum), nefotochemické zhaseni
fluorescence chlorofylu (NPQ) a koeficient fotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (qp) meéfeny
FluorCamem 800MF na celé plose intaktnich listd jarniho je¢mene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon)
zalévanych rostlin (modry bod) a rostlin vystavenych stresu suchem (Zluty bod) po 14 dnech ristu, kdy byly
7. den aplikovany latky (vodatsmacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) folidarnim postiikem
a fotografie métenych listl t€sné po vlastni zhaseci analyze. Rostlina bez osetfeni (R) neni uvedena, protoze
hodnoty byly podobné ke K.
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U experimentu 4 (Obr. 8) bylo patrné vétsi poskozeni fotosyntetického aparatu (pokles
Fv/iFm a gp, narast NPQ) u vétsiny suchych variant. Zatimco u varianty MeOBAP jsou
rozdily mezi suchymi i mokrymi listy nejmarkantnéjsi, varianta MeEOBAPM se jevi byt
nejhomogennéjsi. Suché varianty maji maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII,
parametr fotochemického zhaSeni i nefotochemické zhdSeni srovnatelné s variantou
zalévanou. Vypocet primérnych hodnot z celé plochy listu (data neukdzana) prokazal
dokonce lepsi hodnoty NPQ i ge oproti kontrole u varianty MeOBAPM-S. Naopak varianta
MeOBAP-S vykazovala nejvétsi pokles fotochemického zhdseni a maximalniho kvantového
vytézku fotochemie PSII a nartist nefotochemického zhéaseni oproti zalévané varianté.

Fy/Fy NPQ qp Foto

DMSO

MeOBAP

MeOBAPM

Obr. 8: Zobrazeni reprezentativnich parametrti fluorescence chlorofylu Fv/Fm, NPQ a gp z experimentu 4.
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII pro vzorek adaptovany na tmu (Fv/Fum), nefotochemické zhaseni
fluorescence chlorofylu (NPQ) a koeficient fotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (ge) méteny
FluorCamem 800MF na celé ploSe intaktnich listi jarniho jeémene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon)
zalévanych rostlin (modry bod) a rostlin vystavenych stresu suchem (zluty bod) po 14 dnech ristu, kdy byly
7. den aplikovany latky (vodatsmacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) foliarnim postiikem
a fotografie métenych listh tésné po vlastni zhaSeci analyze.

Analyza cytokinint

Pti stresu suchem doslo k poklesu aktivnich i neaktivnich tZ typl cytokinind (tZ, tZ9G)
(Obr. 9). Celkovy pool tZ typi poklesl pii stresu suchem nezavisle na osetteni ptislusnymi
latkami (Obr. 9). Piestoze biosyntéza tZ byla lehce inhibovana exogenni aplikaci MeOBAP
a MeOBAPM u zalévanych i suchem stresovanych rostlin (viz srovnani obsahu tZ u varianty
R a K s obsahem tZ u variant MeOBAP a MeOBAPM), tato inhibice byla v celkovém poolu
tZ typu zanedbatelnd. U cZ typl cytokinin naopak celkovy pool aktivnich i neaktivnich
forem vzrostl. Za stresu suchem narostla pfedev§im tvorba aktivnich (cZ, cZR) i nékterych

zasobnich a neaktivnich (¢cZOG, cZROG, ¢Z9G) c¢Z typu cytokinind a to zejména u listh
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osetfenych latkami MeOBAP a MeOBAPM (cZ, cZR, ¢Z9G). U iP typtu doslo u suché
varianty kK vyznamnému naristu aktivnich forem (iP, iPR) a narozdil od zalévané varianty
(s vyjimkou varianty R-M) byly detekovany i biosyntetické formy (iPR5'MP) (Obr. 9).
Defosforylace a deglykosilace iPRS'MP miuze zvysit iPR/iP pool v zasychajicich listech.
Nejvétsi zvyseni koncentrace aktivnich ribosidi (iPR) bylo dosaZeno u suché varianty
osetiené MeOBAPM, poukazujici na jeho vyznamny Vvliv v regulaci iP biosyntetické drahy.
Rostlina v podminkach sucha nejspiSe syntetizuje iP typy za ucelem ochrany
fotosyntetického aparatu a zachovani obsahu chlorofylu. IP typy jsou v cytokininové
biosyntetické draze diive nez tZ typy, proto je jejich syntéza rychlej$i a méné energeticky
naroc¢na.

U mT typti doslo k obrovskému nartistu volnych bazi (mT) i neaktivni formy (mT9G)
cytokininli u suché i mokré varianty oSetfené¢ latkou MeOBAP i MeOBAPM, a to zde naopak
nezavisle na mife sucha, vétsi faktor hral spiSe typ oSetieni (Obr. 9). Podstatn¢ vétsi nartst
mT, mT7G a mTI9G u rostlin osetfenych mesylatem indikuje ucinn&jsi pfijem a vyuziti
mesylati v metabolismu rostliny nez v piipadé odpovidajici volné baze (MeOBAP). Je¢men
je tedy nejspise schopen dodany MeOBAP a MeOBAPM pouZit k syntéze mT forem, které
potom vyuzivd ve svém metabolismu k rozlicnym ochrannym procesim. Dilezitym
zavérem z analyzy cytokinind je, ze hladina endogennich cytokininti neni téméf inhibovana
exogenni aplikaci naSich cytokininovych derivatl, coZ je Casty nezadouci efekt exogennich
aplikaci (Aremu a kol., 2014). Naopak exogenné aplikované derivaty cytokininti vV nasem
pfipad¢é spiSe podporuji biosyntézu dalSich aromatickych cytokinind, které nasledné

vykazuji ochranné ucinky na fotosyntézu a rast rostlin.
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Obr. 9: Analyza endogenni koncentrace jednotlivych cytokininovych typt v listech je¢mene. Celkovy obsah
tZ-typu, cZ-typi, iP-typt a mT-typt cytokinint (pmol/g FW) v listech jarniho jeémene (Hordeum vulgare, L.
conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu suchem (S) po 14 dnech rtstu, kdy byly
7. den aplikovany latky (vodat+smacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) foliarnim postiikem, R
predstavuje rostliny bez zasahu. tZ (trans-zeatin), tZOG (tZ O-glukosid), tZ9G (tZ 9-glukosid), cZ (cis-zeatin),
¢ZR (cZ ribosid), cZROG (cZ ribosid O-glukosid), cZ9G (cZ 9-glukosid), cZOG (cZ O-glukosid), iP (N°®-
isopentenyladenin), iPR (iP ribosid), iP9G (iP 9-glukosid), iPR5'MP (iPR 5'-monofosfat), mT (meta-topolin),
MTR (MT ribosid), mT7G (mT 7-glukosid), mT9G (mT 9-glukosid). V grafu jsou vyneseny praméry spocitané
z namétenych hodnot pro biologické replikaty £ SD (n=4-5). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi
K-MeOBAPM a DMSO-MeOBAP vyznaceny rtznymi pismeny. Statisticky signifikantni rozdily mezi
zalévanymi rostlinami (M) a rostlinami vystavenymi suchu (S) vyznaceny hvézdickou. Pro normalni data
s rovnosti rozptylu testovano parovym t-testem, pro nerovné rozptyly testovdino Mann-Whitney Rank Sum
testem (P < 0,05). U grafii pro cZ-typy a mT-typy je pro vyneseni prumérd naméfenych hodnot pouzito
logaritmické méfitko.
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5 DISKUZE

Obsah chlorofylu, PRI a NDVI a velmi rychld a pomala fluorescen¢ni indukce
Stresové a adaptacni reakce rostlin uzce souviseji s regulaci fotosyntézy, od zmén stomatalni
vodivosti az po indukci syntézy chloroplastovych proteinii, coz se finalné projevuje ve
fenotypovych charakteristikach stresovanych rostlin vcetné jejich rastu a vynosu.
Cytokininy maji schopnost fidit rtizné fyziologické procesy v rostlinach a ptsobit ochranné
prave za stresovych podminek (Chernyad'ev, 2009).

Soucasti stresové adaptace je zachovani fyziologického stavu fotosyntetickych
pigmentt (chlorofylt a a b, karotenoidti a xantofylt) (Chernyad'ev, 2009). Pti stresu suchem
rostliny obecné ztraceji chlorofyl, coz potvrzuje fada studii (Nikolaeva a kol. 2010; Li a kol.
2006; Ghotbi-Ravandi a kol. 2014; Nyachiro a kol. 2001; Anjum a kol. 2003; Ferioun a kol.
2023). Cytokininy udrZzuji obsah chlorofylu v listu potlacenim katabolismu chlorofylu
(Vylicilova a kol., 2016). V nasi préaci byla ztrata chlorofylu pozorovédna u suchych
neosetfenych rostlin, naproti tomu u suchych oSetfenych rostlin latkami MeOBAP
a MeOBAPM doslo k vyraznému potlaceni degradace chlorofylu a to jak pfi neinvazivnim
méfeni relativniho obsahu chlorofylu pfistrojem SPAD a Polypen, tak 1 pfi
spektrofotometrickém stanoveni. Potlaceni degradace chlorofylu v dusledku oSetieni
cytokininy potvrdila i studie Dwivedi a kol. (2014), kde foliarni aplikace cytokininii na
rostliny pSenice s vodnim deficitem vedla ke zvySeni celkového obsah chlorofylu o 10 % ve
srovnani s rostlinami bez postiiku (Dwivedi a kol., 2014). Zachovani obsahu chlorofylu
postiikem listll pSenice latkou BAP a putrescin potvrdila déale studie Gupta a kol. (2012),
kdy zaroven doslo K vyraznému snizeni obsahu chlorofylu v disledku vodniho stresu
u rostlin neoSetfenych.

Zmény v obsahu chlorofylu nebyly doprovazeny zménami v poméru chlorofylu a/b,
tyto vysledky se shoduji se studii Nikolaeva a kol. (2010), kde pokles chlorofylu u kultivart
pSenice vystavenych suchu nebyl doprovazen zménami v poméru chlorofylu a/b. Z vysledku
vyplyva, ze pii stresu suchem ubyva chlorofyl a stejné rychle jako chlorofyl b a lze tak
usoudit, ze chlorofyl b neni na sucho citlivéjsi nez chlorofyl a (Mafakheri a kol., 2010).

Karotenoidy patii taktéZz mezi dilezité ukazatele k hodnoceni odolnosti vici stresu
suchem u vyssich rostlin (Farooq a kol., 2009) a jejich obsah obecné¢ klesa pomaleji nez
obsah chlorofylt (Sims a Gamon, 2002). Obsah karotenoidt byl v nasi praci vyssi u listt
je¢mene oSetfenych MeOBAP a MeOBAPM oproti ptislusnym kontrolam ve shodé se studii
Haisel a kol. (2006), kde priming s BAP vedl ke zvyseni pigmentl xantofylového cyklu
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u ¢tyt druht rostlin vystavenych suchu. Zvyseni poméru Chl/Car u listl osetfenych latkami
MeOBAP a MeOBAPM oproti piislusnym kontrolam opét znaci protektivni ucinky
aplikovanych latek pii stresu suchem. Tyto vysledky také poukazuji na ochrannou funkci
karotenoidu, které jsou znamé svou antioxidativni aktivitou (Das a Roychoudhury, 2014)
a pomahaji rostlindm odolavat suchu (Pandey a Shukla, 2015).

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na tmu (Fv/Fm)
odrazejici miru fotoinhibice nebo poSkozeni PSII (Stirbet a kol. 2018) neposkytuje vzdy
informace o toleranci nebo odolnosti viaci stresu suchem (Oukarroum a kol., 2006;
Oukarroum a kol., 2007). Presto tfada studii potvrdila pokles tohoto parametru pfi
dlouhodobém ptisobeni sucha (Zivéak a kol., 2008; Wang a kol. 2022) a i v nasi praci doslo
K mirnému poklesu tohoto parametru pfi stresu suchem. OSetieni rostlin latkami MeOBAP
a MeOBAPM vedlo k zachovani maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII
u suchem stresovanych nebo zalévanych rostlin, kde doslo dokonce ke zvyseni ucinnosti
fotochemickych reakci v PSII. Pokles Fv/Fm u vzorki osetfenych DMSO poukazuje na
sniZzené vyuziti svételné energie ve fotochemii PSII a tedy na inhibi¢ni piisobeni DMSO na
primarni fotosyntetické reakce.

Pokles hodnot NDV1 u neosetienych rostlin vystavenych suchu byl v souladu se studii
Mind a kol. (2010), u rostlin osetfenych latkami MeOBAP a MeOBAPM naopak index
vzrostl a koreloval i s vyssim obsahem chlorofylu. Pokles hodnot indexu PRI byl v souladu
se studii Abdelhakim a kol. (2021), kde doslo ke snizeni PRI pii stresu suchem u n¢kolika
genotypl pSenice.

Nizka hodnota parametrt (dV/dt)o, V5 a ABS/RC u rostlin oSetfenych latkami
MeOBAP a MeOBAPM vystavenych suchu odrézela jejich vyrazné pisobeni proti stresu.
Naopak vysokd hodnota parametrii u neoSetfenych variant znacila rychlou akumulaci
zavienych RCII, zrychleni redukce Qa a vysSi relativni zastoupeni antén, coz potvrzuje
studie Oukarroum a kol. (2006), kde doslo ke zvySeni hodnot parametru (dV/dt)o pfi
testovani odolnosti odriid jeémene viic¢i suchu pomoci latky PEG 6000. Ghaffar a kol. (2023)
prokazali zvyseni poméru ABS/RC pii stresu suchem u kultivard pSenice. A studie Ghotbi-
Ravandi a kol. (2014) pti zkoumani reakce fotosyntetického aparatu u genotypi jeCmene
zaznamenala narust relativni variabilni fluorescence v bodé J (V;) v reakci na stres suchem.
Ve studii Klos a kol. (2022) byly latky MeOBAP a MeOBAPM o stejné koncentraci 10 M
aplikovany na oddélené listy je¢mene vystavené senescenci tmou. V souladu s nasi praci

byly pozorovany nizké hodnoty parametri (dV/dt)o, Vs i ABS/RC oproti pfislusnym
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kontrolam. Z vysledki 1ze usoudit, ze aplikované latky pisobi na vySe zminéné parametry
protektivne nezavisle na typu aplikovaného stresu.

Osetfeni intaktnich rostlin vystavenych suchu latkami MeOBAP a MeOBAPM
nepusobilo vyrazné protektivné na ®psy, narozdil od studie Klos a kol. (2022) vedlo
k aktivaci nefotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu a koeficient fotochemického
zhaSeni naopak narostl u suchych variant oSetienych latkou DMSO. Nartst parametru ®npg
odrazi nartst parametru nefotochemického zhaseni (NPQ, data v pfiloze) pfi neménném
®rp. Aktivaci xantofylového cyklu (konverze violaxantinu na zeaxantin) a disipaci
nadmérné excitacni energie na teplo také podporuje nizka az zdporna hodnota PRI u variant
osettenych MeOBAP a MeOBAPM (Obr. 3). S nizkou hodnotou PRI koresponduje i nizsi
hodnota Gentyho parametru ®ps u téchto variant, takova shoda jiz byla popsana drive
u douglasky pfi riznych svételnych intenzitdch (Gamon a Bond, 2013). Pokles Gentyho
parametru u suchych MeOBAP a MeOBAPM variant byl zptsoben poklesem parametru
fotochemického zhéseni (Obr. 6) a tedy nizs§im zastoupenim otevienych RC PSII, nebot’
maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII na svétle (®p, data v ptiloze) nevykazoval
u vSech suchych variant vyznamné rozdily. Zajimavosti je, Ze v experimentu 4 (koncentrace
latek 10° M a mirné vétsi stres suchem) vykazovaly parametry ®p, ®psi, @npo @ g opacny
trend zejména u varianty MeOBAPM-S nez v experimentu 3, tzn. ze v experimentu 4
parametry ®p, Dpsy, gp dosahovaly podstatné vysSich hodnot a ®npg nizSich hodnot
u varianty MeOBAPM oproti MeOBAP ¢i kontrolam. MuZe to byt zpisobeno pfili§ nizkou

koncentraci latky MeOBAP pod prahem jeji u€innosti na zhaSeci procesy za stresu suchem.

Analyza cytokinini
Analyza endogennich koncentraci cytokininli prokazala vyznamnou roli iSoprenoidnich
cytokininti (cZ a iP typy) pii stresu suchem, pficemz MeOBAPM vyznamné ovliviiuje jejich
biosyntetickou drahu. Doslo k vyraznému naristu c¢Z typu (cZ, cZR, cZROG) i iP typu (iP,
iPR, iPR5"MP) cytokinini pii stresu suchem, coz naznacuje (iPR5'MP), ze jejich biosyntéza
byla dokonce stimulovdna. Mesylaty cytokinind jsou nejspiSe rostlinou dobie
metabolizovany a vyuzity k syntéze mT typt s protektivnimi G¢inky. Celkovy pool tZ (tZ,
tZ9G) typt poklesl pfi stresu suchem, v ptipad¢ tZ se jednalo o zanedbatelnou inhibici po
osetfeni MeOBAP a MeOBAPM, v ptipadé tZ9G zde sehraly roli oboji, stres suchem véetné
pusobeni exogenné aplikovanych MeOBAP a MeOBAPM.

Zeatin se vyskytuje ve dvou izomerech, zatimco tZ byl shledan bioaktivni latkou, cZ,

ktery byl dlouhou dobu povazovan za neaktivni nebo piitomny ve slabé aktivnich formach,
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ma udajné slaby biologicky ucinek. Navzdory piedpokladané neaktivité cZ byla opakované
zaznamenana pritomnost volnych cZ bazi v rostlinnych pletivech. Nékteré rostlinné druhy
obsahuji detekovatelné mnozstvi riznych cytokininovych cZ typt, a to prilezitostné i1 jako
prevazujici skupinu celkovych cytokininti (Gajdosova a kol., 2011).

Ve studii Gajdosova a kol. (2011) byla potvrzena heterogenita v hladinach cytokininti
typu cZ a tZ béhem senescence v nejmladsich zelenych a nejstar§ich senescentnich listech
rostlin Arabidopsis starych 65 dni. Ve srovnani s nejmladS$imi zelenymi listy bylo mnozstvi
cZ typu ve starych listech 1,6 vyssi. Hladina tZ typt se snizila 1,3x. V senescentnich listech
ptfedstavovaly cZ typy témét 30 % celkového obsahu cytokinint (Gajdosova a kol., 2011).

V souladu s poklesem obsahu tZ typt a narustem cZ typt pozorovanych v nasi praci,
studie Mackovd a kol. (2013) popsala téZ vyrazny pokles tZ typid a jeho ribosidu
u transgennich rostlin tabaku (Nicotiana tabacum L.) pii stresu suchem. Hladiny
bioaktivnich cytokinint (tZ, iP a jejich odpovidajici ribosidy a dihydrozeatin) se silné snizily
v listech WT (wild-type); v kofenech WT se vyrazny pokles tZ shodoval s mirnym zvySenim
iPR. Pokles bioaktivnich cytokininii byl mensi v listech rostlin W6:CKX1, které jsou
tolerantnéjsi k suchu. Pokles tZ bylo v celé rostliné doprovdzeno zvysenim iPR. V listech
vysoce tolerantnich rostlin k suchu 35S:CKX1 byl pokles ribosidu tZ v kofenech také
kompenzovan zvySenim iPR. Na rozdil od poklesu tZ a jeho ribosidu u rostlin WT
a W6:CKXI1 se obsah odpovidajicich metabolitli ¢Z po stresu suchem zvysil (Mackova
akol., 2013). Ve studii Mehmood a kol. (2021) doslo ke snizeni obsahu aktivniho cytokininu
tZ u rostlin sezamu (Sesamum indicum L.) soubézné se zvySenim obsahu iP za sucha, coz
naznacuje casteCné metabolick¢é omezeni biosyntézy cytokinind v listech pfi stresu
z nedostatku vody. Snizeni endogenniho obsahu tZ mize byt diisledkem nizsi konverze iP
na tZR (Mehmood a kol., 2021), ale miZe byt také zplsobeno aktivaci cytokininoxidazy,
u které bylo prokazano, Ze se zvySuje pii stresu z nedostatku vody u jinych rostlinnych druhti
(Brugiere et al., 2003).

Cytokininy typu cZ ptevladaji ve vyvojovych stadiich spojenych s omezenym rtstem,
ale zachovalou schopnosti fyziologickych procest. Predpoklada se, Ze cytokininy typu cZ
maji funkci regulator zodpovédnych za udrZeni bazalni cytokininové aktivity spole¢né
s omezenim rustu nezbytnych pro preziti v nepfiznivych podminkéch, coz podporuje
nasledné zotaveni rostlin (GajdoSova a kol., 2011). cZR a cZOG se vyznamné podilely na
zachovani obsahu chlorofylu v listech ovsa (Gajdosova a kol., 2011). Reverzibilni inaktivace
cytokinini procesem O-glukosylace umoziiuje rostlindm rychle reagovat na naruSenou

hormonalni homeostazu zptisobenou stresem (Klos a kol., 2022).
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U mT typt doslo k obrovskému nariistu mT, mTR a mT7G a mT9G u suché
1 mokré varianty oSetfené latkami MeOBAP a zejména MeOBAPM odrazejici schopnost
rostliny zmetabolizovat si exogenn¢ aplikované latky na biologicky aktivni latky
s protektivnim ucinkem. Ve studii Klos a kol. (2022) byla u segmentu listd inkubovanych
ve tm¢ znatelnd téz vyraznd akumulace volnych mT bazi a jeho ribosidu pozorovéana
u oSetfeni mesylatem (MeOBAPM). Mesylaty cytokinin jsou tedy nejspiSe pfijimany
a metabolizovany rostlinou snadnéji nez odpovidajici volné baze (pf. MeOBAP) a to pfi
umélé senescenci i stresu suchem, vypovidajici o jejich univerzalni protektivni roli v riznych
stresovych podminkéch. Dilezity je také fakt, Ze i pii takto vysokych koncentracich mT typt
(tisice pmol/g FW), nejsou tyto koncentrace toxické a maji naopak ochranny ucinek na
funk¢nost PSII a zachovani obsahu chlorofylu. Ve studii Tarkowska a kol. (2003) aplikace
BAP v koncentraci 10* M na oddélené listy pSenice vedla k poklesu obsahu chlorofylu
oproti koncentraci 10° M. Naopak pii aplikaci methoxytopolinovych latek o koncentraci
10 M doslo ke zvyseni obsah chlorofylu oproti pouziti niz§i koncentrace 10° M.

V ptipadé aplikace exogennich cytokinint je vyhodné pouzit aromatické cytokininy,
napt. BAP nebo mT, protoZe isoprenoidni cytokininy podléhaji rychlé degradaci enzymy
deaktivujicimi cytokininy — cytokininoxidazami/dehydrogenazami (CKX) (Mrizova a kol.,
2013). Siroce pouzivany aromaticky cytokinin BAP je vsak v rostlinach rychle
N-glukosylovéan a nahromadéné N”- a N°-glukosidy mohou inhibovat riist (Werbrouck et al.,
1996). Naproti tomu jeho hydroxylovany derivat, mT, je deaktivovan glukosylaci na
postrannim fetézci. Vznikly O-glukosid slouzi jako zdsobni forma cytokininti, ktera mize
byt postupné hydrolyzovana, ¢imz se uvoliuje aktivni slou¢enina (Werbrouck et al., 1996)
a vyrazng se prodluzuje tc¢inek cytokininli (Pferostova kol., 2018).

Souhrnné lze fici, Ze testované latky mély vyznamné ochranné u¢inky na intaktni
rostliny jeCmene bé¢hem stresu suchem. Vyznamné sniZovaly degradaci fotosyntetickych
pigmenti a zpomalovaly poskozeni funkce PSII. Nekteré fotosyntetické parametry

4

oSetrenych rostlin byly dokonce ptiznivéjsi nez u piislusnych kontrol.
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6 ZAVER
V prvnich experimentech byl optimalizovan postiik rostlin je¢mene, pouziti vhodného
smacedla a jeho koncentrace a aplikace a také byl hledan vhodny postup pro vypocet obsahu
vody v perlitu.

Stres suchem byl aplikovan na zaklad¢ ¢tyfech pokust, pii kterych bylo stanoveno
mnozstvi zalivky tak, aby zalévané rostliny nebyly ve stresu suchem ani z pfilisného zaliti
a soucasn¢ aby rostliny vystavené suchu byly dostatecné, nikoli vSak letalné, stresované.

Neinvazivni metody méfeni pro zachovani intaktnosti rostlin umoznily stanoveni
relativniho obsahu chlorofylu, méfeni celych spekter odrazivosti pro vypocet indext
odrazivosti NDVI a PRI, méfeni velmi rychlé fluorescenéni indukce a vypocet parametrti
Fv/Fwm, (dV/dt)o, Vi a ABS/RC a v neposledni fadé také vyhodnoceni parametri pomalé
fluorescencni indukce ®ps)i, Pnpg, @f,p @ gp. Pro potvrzeni obsahu chlorofylu byla pouzita
invazivni metoda extrakce pigmentl zoddélenych listh se spektrofotometrickym
stanovenim. Posledni ¢ast prace je tvorena vyhodnocenim analyzy endogenniho obsahu
cytokininti vV odebranych listech.

Z vyhodnocenych dat vyplyva, Ze aplikované cytokininové derivaty vyznamné snizily
degradaci fotosyntetickych pigmentli a oddalily poskozeni funkcnosti PSII Vv intaktnich
listech je¢émene béhem zasychani rostlin. Postiik vybranymi cytokininovymi derivaty mél
také vyrazny vliv na nasledny metabolismus cytokinini v listech, nejvyznamnéj$i nartst
v endogenni koncentraci byl zaznamenéan u cZ, iP a mT typl. Je¢men vyuziva aplikované
cytokininy pfeménou na metatopoliny k syntéze potfebnych cytokininovych typt, které
disponuji protektivnimi uc¢inky na fotosynteticky aparat a riist rostlin.

Nové nasyntetizované cytokininové derivaty se tak zdaji byt slibnymi latkami
podilejicimi se na zachovani rostlinné fitness ve stresovych podminkach. Zejména
cytokininové mesylaty rozpustné ve vodé (absence toxického DMSO) by mohly byt
nasledné vyuzity v zemé&deélské praxi. | ptes pozitivni vysledky, je nutnd optimalizace pouZiti

latek v polnich podminkéch jako komer¢nich agrochemikalii.

48



7 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Abdelhakim, L. O. A., E. Rosenqvist, B. Wollenweber, I. Spyroglou, C. O. Ottosen &
K. Panzarova (2021) Investigating combined drought- and heat stress effects in wheat under
controlled conditions by dynamic image-based phenotyping. Agronomy-Basel, 11.

Agovino, M., M. Casaccia, M. Ciommi, M. Ferrara & K. Marchesano (2019)
Agriculture, climate change and sustainability: The case of EU-28. Ecological Indicators,
105, 525-543.

Ali, M. S. & K. H. Baek (2020) Jasmonic acid signaling pathway in response to abiotic
stresses in plants. International Journal of Molecular Sciences, 21.

Anjum, F., M. Yaseen, E. Rasul, A. Wahid & S. Anjum (2003) Water stress in barley
(Hordeum vulgare L.). Il. Effect on chemical composition and chlorophyll contents.
Pakistan Journal of Agricultural Sciences, 40, 45-49.

Anwar, A., Y. M. Liu, R. R. Dong, L. Q. Bai, X. C. Yu & Y. S. Li (2018) The
physiological and molecular mechanism of brassinosteroid in response to stress: A review.
Biological Research, 51.

Aremu, A. O., L. Plackova, M. W. Bairu, O. Novak, L. Sziicova, K. Dolezal, J. F.
Finnie & J. Van Staden (2014) Endogenous cytokinin profiles of tissue-cultured and
acclimatized 'Williams' bananas subjected to different aromatic cytokinin treatments. Plant
Science, 214, 88-98.

Baker, N. R. & E. Rosenqvist (2004) Applications of chlorophyll fluorescence can
improve crop production strategies: An examination of future possibilities. Journal of
Experimental Botany, 55, 1607-1621.

Bertell, G. & L. Eliasson (1992) Cytokinin effects on root-growth and possible
interactions with ethylene and indole-3-acetic-acid. Physiologia Plantarum, 84, 255-261.

Bieleski, R. L. (1964) The problem of halting enzyme action when extracting plant
tissues. Analytical biochemistry, 9, 431-442.

Bota, J., H. Medrano & J. Flexas (2004) Is photosynthesis limited by decreased
Rubisco activity and RuBP content under progressive water stress? New Phytologist, 162,
671-681.

Brugiere, N., S. P. Jiao, S. Hantke, C. Zinselmeier, J. A. Roessler, X. M. Niu, R. J.
Jones & J. E. Habben (2003) Cytokinin oxidase gene expression in maize is localized to the
vasculature, and is induced by cytokinins, abscisic acid, and abiotic stress. Plant Physiology,
132, 1228-1240.

49



Cackett, L., L. H. Luginbuehl, T. B. Schreier, E. Lopez-Juez & J. M. Hibberd (2022)
Chloroplast development in green plant tissues: The interplay between light, hormone, and
transcriptional regulation. New Phytologist, 233, 2000-2016.

Chaves, M. M., J. Flexas & C. Pinheiro (2009) Photosynthesis under drought and salt
stress: regulation mechanisms from whole plant to cell. Annals of Botany, 103, 551-560.

Chernyad'ev, Il (2009) The protective action of cytokinins on the photosynthetic
machinery and productivity of plants under stress (review). Applied Biochemistry and
Microbiology, 45, 351-362.

Chernyad'ev, Il & O. F. Monakhova (1998) The activity and content of ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase in wheat plants as affected by water stress and kartolin-
4. Photosynthetica, 35, 603-610.

Colebrook, E. H., S. G. Thomas, A. L. Phillips & P. Hedden (2014) The role of
gibberellin signalling in plant responses to abiotic stress. Journal of Experimental Biology,
217, 67-75.

Das, K. & A. Roychoudhury (2014) Reactive oxygen species (ROS) and response of
antioxidants as ROS-scavengers during environmental stress in plants. Frontiers in
Environmental Science, 2.

Demmig-Adams, B. (1990) Carotenoids and photoprotection in plants: A role for the
xanthophyll zeaxanthin. Biochimica Et Biophysica Acta, 1020, 1-24.

Demmig-Adams, B. & W. W. Adams (1996) Xanthophyll cycle and light stress in
nature: Uniform response to excess direct sunlight among higher plant species. Planta, 198,
460-470.

Dobrev, P. I. & M. Kaminek (2002) Fast and efficient separation of cytokinins from
auxin and abscisic acid and their purification using mixed-mode solid-phase extraction.
Journal of Chromatography A, 950, 21-29.

Dolezal, K., 1. Popa, V. Krystof, L. Spichal, M. Fojtikova, J. Holub, R. Lenobel, T.
Schmiilling & M. Strnad (2006) Preparation and biological activity of 6-benzylaminopurine
derivatives in plants and human cancer cells. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 14, 875-
884.

Dwivedi, S. K., S. Kumar, S. Mondal, N. Malviya & R. Dubey (2014) Physiological
basis of cytokinin induced drought tolerance in wheat (Triticum aestivum L.). Journal of
AgriSearch, 1.

Farooq, M., A. Wahid, N. Kobayashi, D. Fujita & S. M. A. Basra (2009) Plant drought
stress: Effects, mechanisms and management. Sustainable Agriculture, 153-188.

50



Ferioun, M., N. Srhiouar, S. Bouhraoua, N. ElI Ghachtouli & S. Louahlia (2023)
Physiological and biochemical changes in Moroccan barley (Hordeum vulgare L.) cultivars
submitted to drought stress. Heliyon, 9.

Fu, J. M. & B. R. Huang (2001) Involvement of antioxidants and lipid peroxidation in
the adaptation of two cool-season grasses to localized drought stress. Environmental and
Experimental Botany, 45, 105-114.

Gajdosova, S., L. Spichal, M. Kaminek, K. Hoyerova, O. Novak, P. 1. Dobrev, P.
Galuszka, P. Klima, A. Gaudinova, E. Zizkova, J. Hanu§, M. Danéak, B. Travni¢ek, B.
Pesek, M. Krupicka, R. Vankova, M. Strnad & V. Motyka (2011) Distribution, biological
activities, metabolism, and the conceivable function of cis-zeatin-type cytokinins in plants.
Journal of Experimental Botany, 62, 2827-2840.

Gamon, J. A. & B. Bond (2013) Effects of irradiance and photosynthetic
downregulation on the photochemical reflectance index in Douglas-fir and ponderosa pine.
Remote Sensing of Environment, 135, 141-149.

Gamon, J. A., O. Kovalchuck, C. Y. S. Wong, A. Harris & S. R. Garrity (2015)
Monitoring seasonal and diurnal changes in photosynthetic pigments with automated PRI
and NDVI sensors. Biogeosciences, 12, 4149-4159.

Ghaffar, A., N. Hussain, R. Ajaj, S. M. Shahin, H. Bano, M. Javed, A. Khalid, M.
Yasmin, K. H. Shah, M. Zaheer, M. Igbal, Z. U. Zafar & H. U. R. Athar (2023)
Photosynthetic activity and metabolic profiling of bread wheat cultivars contrasting in
drought tolerance. Frontiers in Plant Science, 14.

Ghotbi-Ravandi, A. A., M. Shahbazi, M. Shariati & P. Mulo (2014) Effects of mild
and severe drought stress on photosynthetic efficiency in tolerant and susceptible barley
(Hordeum vulgare L.) genotypes. Journal of Agronomy and Crop Science, 200, 403-415.

Gupta, S., V. P. Agarwal & N. Gupta (2012) Efficacy of putrescine and benzyladenine
on photosynthesis and productivity in relation to drought tolerance in wheat (Triticum
aestivum L.). Physiology and Molecular Biology of Plants, 18, 331-336.

Haisel, D., J. Pospisilova, H. Synkova, R. Schnablova & P. Batkova (2006) Effects of
abscisic acid or benzyladenine on pigment contents, chlorophyll fluorescence, and
chloroplast ultrastructure during water stress and after rehydration. Photosynthetica, 44,
606-614.

Hasanuzzaman, M., L. Shabala, T. J. Brodribb, M. X. Zhou & S. Shabala (2022)
Understanding the role of physiological and agronomical traits during drought recovery as a

determinant of differential drought stress tolerance in barley. Agronomy-Basel, 12.

51



Hassan, I. A. (2006) Effects of water stress and high temperature on gas exchange and
chlorophyll fluorescence in Triticum aestivum L. Photosynthetica, 44, 312-315.

Havaux, M. & F. Tardy (1999) Loss of chlorophyll with limited reduction of
photosynthesis as an adaptive response of Syrian barley landraces to high-light and heat
stress. Australian Journal of Plant Physiology, 26, 569-578.

Hoyerova, K., A. Gaudinova, J. Malbeck, P. I. Dobrev, T. Kocabek, B. Solcova, A.
Travnickova & M. Kaminek (2006) Efficiency of different methods of extraction and
purification of cytokinins. Phytochemistry, 67, 1151-1159.

Hudecek, M., V. Nozkova, L. Plihalova & O. Plihal (2023) Plant hormone cytokinin
at the crossroads of stress priming and control of photosynthesis. Frontiers in Plant Science,
13.

Husain, T., A. Fatima, M. Suhel, S. Singh, A. Sharma, S. M. Prasad & V. P. Singh
(2020) A brief appraisal of ethylene signaling under abiotic stress in plants. Plant Signaling
& Behavior, 15.

Jan, S., R. Singh, R. Bhardwaj, P. Ahmad & D. Kapoor (2020) Plant growth regulators:
a sustainable approach to combat pesticide toxicity. 3 Biotech, 10.

Kalaji, H. M., A. Jajoo, A. Oukarroum, M. Bresti¢, M. Ziv¢ak, I. A. Samborska, M.
D. Cetner, I. Lukasik, V. Goltsev & R. J. Ladle (2016) Chlorophyll a fluorescence as a tool
to monitor physiological status of plants under abiotic stress conditions. Acta Physiologiae
Plantarum, 38.

Khalvandi, M., A. Siosemardeh, E. Roohi & S. Keramati (2021) Salicylic acid
alleviated the effect of drought stress on photosynthetic characteristics and leaf protein
pattern in winter wheat. Heliyon, 7.

Kieber, J. J. & G. E. Schaller (2014) Cytokinins. Arabidopsis Book, 12, e0168.

Klos, D., M. Dusek, E. Samolova, M. Zatloukal, V. Nozkova, N. Nesnas, L. Pla¢kova,
R. Koprna, Z. Spiéek, H. Vylic¢ilova, O. Plihal, K. Dolezal, J. Voller, A. Kadlecova, M.
Strnad & L. Plihalova (2022) New water-soluble cytokinin derivatives and their beneficial
impact on barley yield and photosynthesis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 70,
7288-7301.

Koprna, R., N. De Diego, L. Dundalkova & L. Spichal (2016) Use of cytokinins as
agrochemicals. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 24, 484-492.

Kouril, R., P. llik, J. Naus & B. Schoefs (1999) On the limits of applicability of
spectrophotometric and spectrofluorimetric methods for the determination of chlorophyll a/b
ratio. Photosynthesis Research, 62, 107-116.

52



Lawlor, D. W. (2002) Limitation to photosynthesis in water-stressed leaves: stomata
vs. metabolism and the role of ATP. Annals of Botany, 89 Spec No, 871-85.

Lazar, D. (2015) Parameters of photosynthetic energy partitioning. Journal of Plant
Physiology, 175, 131-147.

Lazar, D., P. Susila & J. Naus (2006) Early detection of plant stress from changes in
distributions of chlorophyll a fluorescence parameters measured with fluorescence imaging.
Journal of Fluorescence, 16, 173-176.

Li, R.-h., P.-G. Guo, B. Michael, G. Stefania & C. Salvatore (2006) Evaluation of
chlorophyll content and fluorescence parameters as indicators of drought tolerance in barley.
Agricultural Sciences in China, 5, 751-757.

Li, W. Q., L. Herrera-Estrella & L. S. P. Tran (2016) The Yin-Yang of cytokinin
homeostasis and drought acclimation/adaptation. Trends in Plant Science, 21, 548-550.

Lichtenthaler, H. K. (1987) Chlorophylls and carotenoids — Pigments of
photosynthetic biomembranes. Methods in Enzymology, 148, 350-382.

Lichtenthaler, H. K., C. Buschmann & M. Knapp (2005) How to correctly determine
the different chlorophyll fluorescence parameters and the chlorophyll fluorescence decrease
ratio R-Fd of leaves with the PAM fluorometer. Photosynthetica, 43, 379-393.

Lichtenthaler, H. K., A. Gitelson & M. Lang (1996) Non-destructive determination of
chlorophyll content of leaves of a green and an aurea mutant of tobacco by reflectance
measurements. Journal of Plant Physiology, 148, 483-493.

Ling, Q. H., W. H. Huang & P. Jarvis (2011) Use of a SPAD-502 meter to measure
leaf chlorophyll concentration in Arabidopsis thaliana. Photosynthesis Research, 107, 209-
214,

Mackova, H., M. Hronkova, J. Dobra, V. Tureckova, O. Novak, Z. Lubovska, V.
Motyka, D. Haisel, T. Hajek, I. T. Prasil, A. Gaudinové, H. Storchova, E. Ge, T. Werner, T.
Schmiilling & R. Vankova (2013) Enhanced drought and heat stress tolerance of tobacco
plants with ectopically enhanced cytokinin oxidase/dehydrogenase gene expression. Journal
of Experimental Botany, 64, 2805-2815.

Mafakheri, A., A. Siosemardeh, B. Bahramnejad, P. C. Struik & E. Sohrabi (2010)
Effect of drought stress on yield, proline and chlorophyll contents in three chickpea cultivars.
Australian Journal of Crop Science, 4, 580-585.

53



Maind, P., L. Hallik, J. Penuelas, T. Nilson, P. Duce, B. A. Emmett, C. Beier, M.
Estiarte, J. Garadnai, T. Kalapos, I. K. Schmidt, E. Kovacs-Lang, P. Prieto, A. Tietema, J.
W. Westerveld & O. Kull (2010) Responses of the reflectance indices PRI and NDVI to
experimental warming and drought in European shrublands along a north-south climatic
gradient. Remote Sensing of Environment, 114, 626-636.

Masson-Delmotte, V., P. Zhai, A. Pirani, S. L. Connors, C. Péan, S. Berger, N. Caud,
Y. Chen, L. Goldfarb & M. Gomis (2021) Climate change 2021: The physical science basis.
Contribution of working group | to the sixth assessment report of the intergovernmental
panel on climate change. IPCC, Geneva, Switzerland, 2.

Maxwell, K. & G. N. Johnson (2000) Chlorophyll fluorescence — A practical guide.
Journal of Experimental Botany, 51, 659-668.

Mehmood, M., M. Perez-Llorca, A. Casadesus, S. Farrakh & S. Munne-Bosch (2021)
Leaf size modulation by cytokinins in sesame plants. Plant Physiology and Biochemistry,
167, 763-770.

Mihaljevi¢, 1., M. Viljevac Vuleti¢, V. Tomas, D. Horvat, Z. Zduni¢ & D. Vukovié
(2021) PSII photochemistry responses to drought stress in autochthonous and modern sweet
cherry cultivars. Photosynthetica, 59, 517-528.

Mirosavljevi¢, M., V. Mom¢ilovié, P. Canak, V. Aéin, B. Jockovi¢ & B. Vujosevié
(2018) Variation in NDVI values and relationship with grain yield in two-rowed winter
barley. Ratarstvo i povrtarstvo/Field and Vegetable Crops Research, 55, 118-124.

Mrizova, K., E. Jiskrova, S. Vyroubalova, O. Novak, L. Ohnoutkova, H. PospiSilova,
I. Frébort, W. A. Harwood & P. Galuszka (2013) Overexpression of cytokinin
dehydrogenase genes in barley (Hordeum vulgare cv. Golden Promise) fundamentally
affects morphology and fertility. Plos One, 8.

Miller, M. & S. Munné-Bosch (2021) Hormonal impact on photosynthesis and
photoprotection in plants. Plant Physiology, 185, 1500-1522.

Nikolaeva, M. K., S. N. Maevskaya, A. G. Shugaev & N. G. Bukhov (2010) Effect of
drought on chlorophyll content and antioxidant enzyme activities in leaves of three wheat
cultivars varying in productivity. Russian Journal of Plant Physiology, 57, 87-95.

Nonami, H. (1998) Plant water relations and control of cell elongation at low water
potentials. Journal of Plant Research, 111, 373-382.

Novak, O., E. Hauserova, P. Amakorova, K. Dolezal & M. Strnad (2008) Cytokinin
profiling in plant tissues using ultra-performance liquid chromatography-electrospray

tandem mass spectrometry. Phytochemistry, 69, 2214-2224.
54



Novak, O., P. Tarkowski, D. Tarkowska, K. Dolezal, R. Lenobel & M. Strnad (2003)
Quantitative analysis of cytokinins in plants by liquid chromatography-single-quadrupole
mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, 480, 207-218.

Nyachiro, J. M., K. G. Briggs, J. Hoddinott & A. M. Johnson-Flanagan (2001)
Chlorophyll content, chlorophyll fluorescence and water deficit in spring wheat. Cereal
Research Communications, 29, 135-142.

Oguz, M. C., M. Aycan, E. Oguz, I. Poyraz & M. Yildiz (2022) Drought stress
tolerance in plants: Interplay of molecular, biochemical and physiological responses in
important development stages. Physiologia, 2, 180-197.

Osakabe, Y., K. Osakabe, K. Shinozaki & L.-S. Tran (2014) Response of plants to
water stress. Frontiers in Plant Science, 5.

Osugi, A. & H. Sakakibara (2015) Q&A: How do plants respond to cytokinins and
what is their importance? Bmc Biology, 13.

Oukarroum, A., S. El Madidi, G. Schansker & R. J. Strasser (2007) Probing the
responses of barley cultivars (Hordeum vulgare L.) by chlorophyll a fluorescence OLKJIP
under drought stress and re-watering. Environmental and Experimental Botany, 60, 438-446.

Oukarroum, A., S. El Madidi & R. J. Strasser (2006) Drought stress induced in barley
cultivars (Hordeurn vulgare L.) by polyethylene glycol, probed by germination, root length
and chlorophyll a fluorescence rise (OJIP). Archives Des Sciences, 59, 65-74.

Pachauri, R. K., M. R. Allen, V. R. Barros, J. Broome, W. Cramer, R. Christ, J. A.
Church, L. Clarke, Q. Dahe & P. Dasgupta (2014) Climate change 2014: Synthesis report.
Contribution of Working Groups I, Il and Il to the fifth assessment report of the
Intergovernmental Panel on Climate Change. IPCC, Geneva, Switzerland, 151 pp.

Pandey, V. & A. Shukla (2015) Acclimation and tolerance strategies of rice under
drought stress. Rice Science, 22, 147-161.

Penuelas, J., I. Filella & J. A. Gamon (1995) Assessment of photosynthetic radiation-
use efficiency with spectral reflectance. New Phytologist, 131, 291-296.

Plihalova, L., H. Vylicilova, K. Dolezal, L. Zahajska, M. Zatloukal & M. Strnad (2016)
Synthesis of aromatic cytokinins for plant biotechnology. New Biotechnology, 33, 614-624.

Porra, R. J., W. A. Thompson & P. E. Kriedemann (1989) Determination of accurate
extinction coefficients and simultaneous-equations for assaying chlorophyll-a and
chlorophyll-b extracted with 4 different solvents — Verification of the concentration of
chlorophyll standards by atomic-absorption spectroscopy. Biochimica Et Biophysica Acta,
975, 384-394.

55



Pierostova, S., P. I. Dobrev, A. Gaudinova, V. Knirsch, N. Korber, R. Pieruschka, F.
Fiorani, B. Brzobohaty, M. Cerny, L. Spichal, J. Humplik, T. Van¢k, U. Schurr & R.
Vankova (2018) Cytokinins: Their impact on molecular and growth responses to drought
stress and recovery in Arabidopsis. Frontiers in Plant Science, 9.

Ray, D. K., P. C. West, M. Clark, J. S. Gerber, A. V. Prishchepov & S. Chatterjee
(2019) Climate change has likely already affected global food production. Plos One, 14.

Sakakibara, H. (2006) Cytokinins: Activity, biosynthesis, and translocation. Annual
Review of Plant Biology, 57, 431-449.

Seleiman, M. F., N. Al-Suhaibani, N. Ali, M. Akmal, M. Alotaibi, Y. Refay, T.
Dindaroglu, H. H. Abdul-Wajid & M. L. Battaglia (2021) Drought stress impacts on plants
and different approaches to alleviate its adverse effects. Plants-Basel, 10.

Sergiev, I. G., V. S. Alexieva, S. V. Ivanov, Moskova, 1l & E. N. Karanov (2006) The
phenylurea cytokinin 4PU-30 protects maize plants against glyphosate action. Pesticide
Biochemistry and Physiology, 85, 139-146.

Sharma, P., A. B. Jha, R. S. Dubey & M. Pessarakli (2012) Reactive oxygen species,
oxidative damage, and antioxidative defense mechanism in plants under stressful conditions.
Journal of botany, 2012.

Sims, D. A. & J. A. Gamon (2002) Relationships between leaf pigment content and
spectral reflectance across a wide range of species, leaf structures and developmental stages.
Remote Sensing of Environment, 81, 337-354.

Smirnoff, N. (1993) The role of active oxygen in the response of plants to water deficit
and desiccation. New Phytologist, 125, 27-58.

Sommer, S. G., E. Han, X. Li, E. Rosenqvist & F. Liu (2023) The chlorophyll
fluorescence parameter Fv/Fm correlates with loss of grain yield after Severe drought in
three wheat genotypes grown at two CO- concentrations. Plants, 12, 436.

Spichal, L. (2012) Cytokinins — recent news and views of evolutionally old molecules.
Functional Plant Biology, 39, 267-284.

Stamford, J. D., S. Vialet-Chabrand, I. Cameron & T. Lawson (2023) Development of
an accurate low cost NDVI imaging system for assessing plant health. Plant Methods, 19.

Stirbet, A., D. Lazar, J. Kromdijk & Govindjee (2018) Chlorophyll a fluorescence
induction: Can just a one-second measurement be used to quantify abiotic stress responses?
Photosynthetica, 56, 86-104.

56



Strasser R.J., Tsimilli-Michael M. & A. Srivastava (2000) The fluorescence transient
as a tool to characterize and screen photosynthetic samples. Probing Photosynthesis:
Mechanisms, Regulation and Adaptation. 445-483.

Svacinova, J., O. Novak, L. Plackova, R. Lenobel, J. Holik, M. Strnad & K. Dolezal
(2012) A new approach for cytokinin isolation from Arabidopsis tissues using miniaturized
purification: Pipette tip solid-phase extraction. Plant Methods, 8.

Tarkowska, D., K. Dolezal, P. Tarkowski, C. Astot, J. Holub, K. Fuksova, T.
Schmiilling, G. Sandberg & M. Strnad (2003) Identification of new aromatic cytokinins in
Arabidopsis thaliana and Populus x canadensis leaves by LC-(+)ESI-MS and capillary
liqguid chromatography frit-fast atom bombardment mass spectrometry. Physiologia
Plantarum, 117, 579-590.

Ullah, A., H. Manghwar, M. Shaban, A. H. Khan, A. Akbar, U. Ali, E. Ali & S. Fahad
(2018) Phytohormones enhanced drought tolerance in plants: a coping strategy.
Environmental Science and Pollution Research, 25, 33103-33118.

Verma, S., N. P. Negi, S. Pareek, G. Mudgal & D. Kumar (2022) Auxin response
factors in plant adaptation to drought and salinity stress. Physiologia Plantarum, 174.

Vylicilova, H., A. Husickova, L. Spichal, J. Srovnal, K. Dolezal, O. Plihal & L.
Plihalova (2016) C2-substituted aromatic cytokinin sugar conjugates delay the onset of
senescence by maintaining the activity of the photosynthetic apparatus. Phytochemistry, 122,
22-33.

Wang, J. R., X. Y. Zhang, Z. D. Han, H. X. Feng, Y. Y. Wang, J. Kang, X. J. Han, L.
F.Wang, C. Y. Wang, H. Li & G. Ma (2022) Analysis of physiological indicators associated
with drought tolerance in wheat under drought and re-watering conditions. Antioxidants, 11.

Werbrouck, S. P. O., M. Strnad, H. A. VanOnckelen & P. C. Debergh (1996) Meta-
topolin, an alternative to benzyladenine in tissue culture? Physiologia Plantarum, 98, 291-
297.

Wilhite, D. A. & M. H. Glantz (1985) Understanding: the drought phenomenon: The
role of definitions. Water international, 10, 111-120.

Yadav, S., P. Modi, A. Dave, A. Vijapura, D. Patel & M. Patel (2020) Effect of abiotic
stress on crops. Sustainable crop production, 3.

Yang, D.Q., Y. L. Luo, W. H. Dong, Y. P. Yin, Y. Li & Z. L. Wang (2018) Response
of photosystem Il performance and antioxidant enzyme activities in stay-green wheat to
cytokinin. Photosynthetica, 56, 567-577.

57



Yang, Y., R. Nan, T. Mi, Y. Song, F. Shi, X. Liu, Y. Wang, F. Sun, Y. Xi & C. Zhang
(2023) Rapid and nondestructive evaluation of wheat chlorophyll under drought stress using
hyperspectral imaging. International Journal of Molecular Sciences, 24, 5825.

Zhang, X. H., X. Z. Yu & D. M. Yue (2016) Phytotoxicity of dimethyl sulfoxide
(DMSO) to rice seedlings. International Journal of Environmental Science and Technology,
13, 607-614.

Zalud, Z., M. Trmka & P. Hlavinka (2019) Zemédélské sucho v Ceské republice —
Vyvoj, dopady a adaptace. Agrarni komora Ceské republiky.

Zivéak, M., M. Bresti¢, K. Olsovska & P. Slamka (2008) Performance index as a
sensitive indicator of water stress in Triticum aestivum L. Plant Soil and Environment, 54,
133-139.

58



8 PRILOHY

Dalsi vyhodnocené parametry zhaseni fluorescence (®», NPQ) a Ciselné hodnoty

detekovanych hladin cytokininti z experimentu 3.

Obr. 1. Parametry spocitané v ustaleném stavu pomalé fluorescen¢ni indukce ve stavu

adaptovaném na svétlo (®p, NPQ).

Tab. 1: Ciselné hodnoty detekovanych hladin cytokinind.
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Obr. 1: Parametry spocitané v ustaleném stavu pomalé fluorescenéni indukce ve stavu adaptovaném na svétlo
v experimentu 3. Maximalni kvantovy vytézek ve stavu pfizplisobeném svétlu za piitomnosti aktinického
svétla (®p) a nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu (NPQ) intaktnich listd jarniho je¢mene
(Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu suchem (S) po
14 dnech rustu, kdy byly 7. den aplikovany latky (vodat+smacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM)
foliarnim postiikem, R predstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny mediany naméfenych hodnot
a kvartily (n=6). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi K-MeOBAPM a DMSO-MeOBAP
vyznaceny ruznymi pismeny. Pro normalni data s rovnosti rozptylu testovano parovym t-testem, pro nerovné
rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).
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