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1 UVOD A CILE PRACE

V dusledku globalniho oteplovani na rostliny pusobi rizné stresy, mezi kterymi je sucho
jednim z nejzavaznéjsich. Sucho negativné ovliviyje rostliny v pribéhu celého zivotniho
cyklu. Stres suchem ptsobi zmenseni listové plochy a snizeni poCtu listd, klesa obsah
chlorofylu a dochazi k naruseni fotosyntetické aktivity, coz v konecném dusledku vede
k poklesu produkce i kvality plodin. Studium stresu suchem a moznosti jeho ovlivnéni je
dilezité k dosazeni vys§i produkce v zemédé€lstvi i za takto nepfiznivych podminek.
Vyznamnou zemédélskou plodinou pro studium stresu suchem je jeCmen 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 na zachovani struktury a funkce
fotosyntetického aparatu. Exogenni aplikace cytokinint a jejich derivati mize pfi stresu
suchem pusobit protektivneé, ale mize vykazovat i nékteré negativni ucinky. Pred aplikaci
v zemé&délstvi a polnich podminkach je dilezita nejprve optimalizace aplikace a pouziti
vhodné koncentrace.

Cilem bakalafské prace bylo vypracovat literarni reSersSi tykajici se problematiky
pusobeni sucha na rast rostlin a fotosyntézu a popsat ucinky cytokinint v reakci na stres
suchem. V experimentalni ¢asti byla cilem optimalizace aplikace nov€ nasyntetizovanych
derivatl cytokinina na intaktni rostliny jarniho jeémene (Hordeum vulgare L.), monitorovani
ucinkt aplikovanych latek na fyziologicky stav rostliny po vystaveni stresu suchem a jejich

vyhodnoceni.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Klimaticka zména

Zemédélstvi a klimaticka zména se vyznaCuji komplexnim vztahem pfic¢in a nasledk.
Zemédeélsky sektor produkuje znacné mnozstvi sklenikovych plynt, které ovliviiuji klima.
Narust koncentrace sklenikovych plyna v atmosféte, zvySovani teplot a zmény srazkového
rezimu maji vliv na objem, kvalitu a stabilitu zemédélské produkce i na zivotni prostiedi
(Agovino a kol., 2019).

Z vysledkl hodnoticich zprav Mezinarodniho panelu pro klimatickou zménu se sidlem
v Zenevé (Intergovernmental Panel on Climate Change) vyplyva, ze klimaticka zména jiz
ovliviiuje potravinovou bezpecnost. Vyhodnoceni mnoha studii poslednich desetileti, které
pokryvaji Sirokou Skalu regiona a plodin, ukazuje, Ze negativni dopady zmény klimatu na
vynosy plodin jsou Castéjsi nez pozitivni dopady (Pachauri a kol., 2014).

S kazdym dal§im navySenim globalni teploty je jasné patrné zvySeni intenzity
a Cetnosti teplotnich extrému, vCetné€ vin veder, vydatnych srazek, a také zemédélského
a ekologického sucha v nékterych regionech (Masson-Delmotte a kol., 2021).

Bylo zjisténo, ze teplota béhem vegetacniho obdobi na sklizenych plochach pro deset
nejpéstovanéjsich svétovych plodin (jeCcmen, maniok, kukufice, ryze, palma olejna, fepka,
¢irok, cukrova titina, sdja a pSenice) vzrostla 0 0,5 °C az 1,2 °C. Zmeéna klimatu v posledni
dobé 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
Globalni oteplovani a souvisejici vykyvy v pfirodnich podminkach maji za nasledek
pusobeni raznych abiotickych stresti 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 enviromentalni 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 pfistupt zabyvajicich se méfenim sucha jako fyzikalniho

jevu definovali sucho meteorologické, hydrologické a zemédélské. Pristup zabyvajici se
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suchem z hlediska nabidky a poptavky a sledujici dopady nedostatku vody, ktery se Sifi
socioekonomickymi systémy, definuje sucho socioekonomické (Wilhite a Glantz, 1985).
Meteorologické sucho je zpusobené dlouhodobym deficitem srazek, hydrologické
sucho je pokles pratokt fek a hladin vodnich ploch a zeméd¢lské sucho vznika v dasledku
nedostatku vlahy v pudé€ pro optimalni rist a vyvoj rostlin. Pida v sobé dokaze pojmout
obrovské mnozstvi vody a jeji vyznam v kolobéhu vody je s nastupem klimatickych extrémt

stale rostouci (Zalud a kol., 2019).

2.3 Reakce rostlin na sucho

Reakci rostlin na stav sucha je komplex procesu, které zavisi na fadé faktoru, jako jsou
konkrétni mira dostupnosti ptidni vlahy, nacasovani (vzhledem k vyvojovym fazim plodin)
a trvani deficitu & interakce s dal$imi faktory (napf. vysoké teploty vzduchu) (Zalud a kol.,
2019). Aby rostliny piekonaly nepfiznivé pusobeni stresu suchem, vyuzivaji urcité
mechanismy, které zvysuji jejich odolnost viici suchu (Seleiman a kol., 2021).

Rostlina reaguje na stres suchem biochemickymi (obsah antioxidanti, obsah
chlorofylu, akumulace prolinu, obsah hormont, sekundarnich metabolitd atd.),
fyziologickymi (aktivita priduchi, fotosyntéza, osmotickd rovnovaha, transpirace, obsah
vody v listech, pfenos vody) a morfologickymi zménami (snizeni listové plochy, poctu listd,
délka kofenu, starnuti listi, pfedCasné dozravani, zména rustovych stadii) (Oguz a kol.,
2022). Méni se pomér rastu nadzemnich Casti a kofent a dochazi k redukci odnozovani. Pti
pokracujicim suchu rostliny vadnou, staceji listy a odumiraji. Postupné mohou usychat
odnoze, dochazi k redukci kvitki a zrn a muze dochazet k zasychani konca klasa.
V konecném dusledku pak dochazi k poklesu kvality ¢i produkce suSiny a vynosu
(Zalud a kol., 2019).

Za podminek nedostatku vody muaze byt prodluzovani bunék vyssich rostlin potlateno
prerusenim toku vody z xylému do okolnich prodluzujicich se bunek. Za ptsobeni velkého
sucha rostliny zcela zastavi rist a hromadi v burikach rozpusténé latky pro zachovani
bunécného objemu a turgoru (Nonami, 1998). V reakci na stres z nedostatku vody iontové a
vodni transportni kanaly v membranach kontroluji zmény turgoru v buiikach a stimuluji
uzavieni stomat. Stomatalni aktivita ovlivnéna stresem ze sucha muaze ovlivnit pfijem COo,
a tim ovlivnit fotosyntézu a rast 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 karotenoidu a také negativné ovliviiuje fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII)
(Fu a Huang, 2001).

2.4 Fotosyntéza a sucho

Fotosyntéza spolu s bunéCnym rustem patfi mezi primarni procesy, které mohou byt
ovlivnény suchem. Oba procesy jsou ovlivnény v zavislosti na intenzit€¢, dob& trvani
a rychlosti vyvoje stresu. Pomalu aplikovany stres Casto vyvolava osmotické piizptisobent,
které je povazovano za dalezity mechanismus umoziujici udrzZeni piijmu vody a bunécného
turgoru za stresovych podminek (Chaves a kol., 2009). V disledku sucha mohou byt reakce
rostlin pfimé napf. snizeni dostupnosti CO2 omezenim difuze pres stomata a mezofyl,
a nepfimé zpusobené napf. oxidativnim stresem (Chaves a kol., 2009).

Redukce CO2 ma mimo jiné za nasledek vétsi podil elektrona pro tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS), stres suchem tak naruSuje rovnovahu mezi produkci ROS
a antioxida¢ni obranou (Farooq a kol., 2009). ROS vznikaji v transportnich elektronovych
systémech chloroplasti a mitochondrii. Jsou vysoce toxické a mohou poskodit mnoho
dilezitych bunécnych slozek jako jsou lipidy, bilkoviny, DNA a RNA (Smirnoff, 1993).
Kdyz produkce ROS vyznamné prevysi jeho vychytavani v burice, narusi tim rovnovahu
bunééné redoxni homeostazy a vznika prechodny nadbytek ROS znamy 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
témeét zastavi. Pokles hodnoty RWC, pii niz dochazi k inhibici vySe zminénych
metabolickych slozek, je siln€ zavisly na analyzovaném rostlinném druhu, pficemz nékteré
druhy vykazuji silnou inhibici pii stfedné nizké RWC (75 %) a jiné nejsou ovlivnény pfi
RWC <60 % (Bota a kol., 2004).

Pro posouzeni fungovani fotosyntézy 1ze méfit fluorescenci chlorofylu a tim sledovat
fotochemickou ucinnost. Mérenim velmi rychlé fluorescencni indukce (OJIP ktivka) l1ze
vypocitat obligatni fluorescenéni parametr Fv/Fwm, ktery odrazi maximalni kvantovy vytézek
fotochemie PSII (Stirbet a kol. 2018) a pifi stresu dochazi kjeho poklesu
(Baker a Rosenqvist, 2004).

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

prevysi energetickou potiebu chloroplastu, prebytecné svétlo se odvadi formou tepla
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prostfednictvim 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 enzymu zapojenych v procesech asimilace uhliku. Vedle
mnoha parametri pocitanych z méfeni fluorescence chlorofylu je vyznamny také Gentyho
parametr ®psy, ktery odrazi podil svétla absorbovaného chlorofylem spojenym s PSII
vyuzitého ve fotochemii. Jako takovy muze byt méfitkem rychlosti linearniho pfenosu
elektront, a tedy ukazatelem celkové fotosyntézy. Zatimco ®psn vyjadiuje podil
absorbované energie vyuzivané ve fotochemii, qp udava podil otevienych reak¢nich center
PSIIL. Pokles gp je zptusoben uzavienim reakénich 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 genotypt jeCmene pifi stresu suchem. Hodnota
minimalni fluorescence (Fo), relativni variabilni fluorescence v bodé J (V) a relativni
variabilni fluorescence ve bodé I (Vi) ukazaly postupny narast v reakci na stres suchem. Pii
silném suchu se tyto parametry u obou genotypu ve srovnani s jejich kontrolni skupinou
vyznamné zvySsily. Oukarroum a kol. (2007) studovali u€inky sucha a op&tovného zavlazeni
na 10 odradach je¢mene (Hordeum vulgare L.). Vysledky ukazaly nepatry 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 zavlazeni. Pomér Fv/Fum tedy neposkytoval
informace o toleranci nebo odolnosti studovanych odrid vici stresu suchem nebo po
opétovném zavlazeni (Oukarroum a kol., 2007). U odrad Triticum aestivum L. vystavenych
vodnimu stresu suchem zustal maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII az do posledni
tfetiny obdobi dehydratace téméf neovlivnén. Vyrazny pokles Fv/Fm nastal pii hodnoté
RWC 70 % a méné (Ziveak a kol., 2008). Pii ptisobeni sucha u stejného druhu rostliny
(Triticum aestivum L.) Hassan (2000) prokazal snizeni poméru Fy/Fum a hodnot parametra
Dpsi a qp, naopak u parametru NPQ doslo k narastu (Hassan, 2006). I Wang a kol. (2022)
ve studii dvou kultivarG Triticum aestivum L. prokazali, ze funkCnost PSII byla pfi
dlouhodobém suchu vyznamné snizena a doprovazena poklesem hodnot Fy/Fum a gqp. Naopak
hodnoty NPQ se zvysily v dusledku disipace svételné energie na energii tepelnou. Studie
Oukarroum a kol. (2006) testovala odolnost vii¢i suchu pomoci roztokii polyethylenglykolu
6000 (PEG) s ruznym osmotickym potencidlem na kliceni semen a rdstu semenackt
(seedling establishment) Sesti odrad jeCmene (Hordeum vulgare L.). Data ukazala, Ze stres

suchem vyvolany PEG 6000 ma jen maly vliv na hodnotu Fv/Fum, 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 zmétené OJIP kiivky, 1ze 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 disledku
inaktivace nékterych 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. tepelna disipace, aby
ochranily fotosynteticky aparat (Demmig-Adams a Adams, 1996).

Chlorofyl je pigment fotosyntetického aparatu, ktery absorbuje svétlo a pienasi
svételnou energii do reakéniho centra fotosystému. Chlorofyl a i b jsou nachylné
k vysychani pady (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 odriid pSenice zaznamenali v pocatecnim obdobi sucha
nejprve nizké ztraty vody z listli 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 genotypti jeCmene
(Hordeum vulgare L.) pti stresu suchem. U dvou genotypu tolerantnich k suchu se obsah
chlorofylu snizil o 10,7, resp. 1,6 %, zatimco u genotypu citlivych k suchu se obsah snizil
o 31,3, resp. 30,1 %. Ghotbi-Ravandi a kol. (2014) pfi silném stresu suchem prokazali
snizeni obsahu chlorofylu a a b u dvou genotypt jemene. Také obsah -karotenu se u obou
genotypu snizil v reakci na stres suchem (Ghotbi-Ravandi a kol., 2014). Studie Nyachiro
akol. (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 jeémene. Mnozstvi chlorofylu a a b se u obou kultivart lisilo. Vliv
postupujiciho sucha byl vyrazngjsi 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 % b&hem devitidenniho stresového obdobi. Celkovy obsah
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chlorofylu se u obou kultivarii snizil vzhledem ke kontrolnim rostlinam (Anjum a kol.,
2003).

Pomér chlorofylu a/b se cCasto pouziva k charakterizaci vyvojového stavu
fotosyntetického aparatu a izolovanych pigment-proteinovych komplexti. Ackoli je pomér
chlorofylu a/b v plné zelenych listech vyssich rostlin pomérné stabilni (pfiblizné 3), muze
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).

Meéfici pristroj 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 presna metoda, je také ¢asoveé narocna a destruktivni, mefeni
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 piistrojem SPAD-502. U poloviny genotypt se obsah chlorofylu
zvySil (pravdépodobné v dasledku 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 déle naznacila, ze
tolerantni genotypy jeCmene jsou schopny udrzet vyssi obsah chlorofylu v podminkach
stresu suchem (Hasanuzzaman a kol. 2022). Studie kultivari jecmene Morroco prokazala pfi
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 nékolika odrid psSenice mél tendenci se pfi stresu suchem zvySovat, zatimco
hodnoty u jinych odrid pfi stresu suchem vyrazné klesaly. Z vysledka Ize usuzovat, ze rizné
odriady pSenice vykazuji rozdily ve fotosyntetické kapacité pii stresu suchem, coz tUzce
souvisi s odolnosti vici suchu (Yang a kol. 2023).

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

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

Obsah pigmentu v listech mize poskytnout cenné informace o fyziologické funkénosti listu.
Meéfeni spektralni odrazivosti poskytuje rychlou a nedestruktivni metodu pro stanoveni
relativniho obsahu pigmenta v listech (Sims a Gamon, 2002).

Normalizovany vegetacni index (normalized difference vegetation index, NDVI) je
Siroce pouzivan pro hodnoceni biomasy, vynosu, fotosyntézy a pro hospodafeni rostlin
s dusikem (Mirosavljevi¢ a kol., 2018). Pfi studii 23 genotypt dvoutadého ozimého jeCmene
hodnoty NDVI v obdobi kveteni ve dvou vegetacnich obdobich pozitivné korelovaly
s vynosem zrna, po¢tem zrn a vyskou rostlin (Mirosavljevi¢ a kol., 2018). Ackoli je NDVI
dale vhodny pro zjistovani fotosyntetického potencialu, opomiji mnoho jemn¢jSich
fotosyntetickych reakci na stres, které vyplyvaji ze zmén fyziologické aktivity (napft. snizeni
fotosyntetické aktivity béhem kratkodobého stresu) (Gamon a kol., 2015).

Index fotochemické reflektance (photochemical reflectance index, PRI), pavodné
vyvinuty pro odhad zmén v obsahu pigmenti xantofylového cyklu, souvisi s pomérem
karotenoidi a chlorofylu v zelenych listech. PRI muize byt uCinny jako meéfitko zmén
ucinnosti vyuziti svétla pii fotosyntéze béhem senescence nebo v reakci na stres, pokud
ucinnost vyuziti svétla pii fotosyntéze koreluje s pomérem karotenoidu a chlorofylu. Takovy
vztah se zda byt pravdépodobny, protoze senescence a stres vedou ke zvySeni pomeéru
karotenoidu a chlorofylu a snizeni U€innosti vyuziti svétla pfi fotosyntéze (Sims a Gamon,
2002). Kombinace méfeni obou indexii muze poskytnout dopliiujici informace
o fotosyntetické aktivit¢ (Gamon a kol., 2015).

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

Studie Abdelhakim a kol. (2021) zkoumala potencial na teplo citlivych a tolerantnich
genotypu pSenice odolavat nepfiznivym stresovym podminkam. Ve fazi odnozovani byly
rostliny podrobeny ¢tyfem oSetfenim v kontrolovanych podminkéch: kontrola, sucho, teplo
a kombinovany stres sucha i tepla. Méfeni spektralni odrazivosti listl pfistrojem Polypen
RP410 (Photon System Instruments, Drasov, CR) bylo pouZito ke zkoumani vegetatnich
indexti. U vSech genotypt doslo ke snizeni hodnot PRI pii stresu suchem. Hodnota NDVI
pii stresu suchem se zvysSila u genotypu citlivych na teplo, naopak u genotypu tolerantnich

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

Fytohormony maji kliovy vliv ve vyvojovych procesech od iniciace organt az po jejich
starnuti, a to diky své roli regulatort ristu a vyvoje a také diky své ustiedni funkci v regulaci
fotosyntézy. Interakce mezi svétlem a fytohormony hraje dualezitou roli béhem vyvoje
chloroplastii zejména v ranych fazich vyvoje rostlin (Cackett a kol., 2022). Fytohormony
hraji vyznamnou roli v ochran¢ fotosyntetického aparatu za stresovych podminek, pfi¢emz
hormonalni interakce a komplementace jsou dulezité pro Casoprostorovou regulaci
fotosyntetickych procest na trovni celé rostliny (Muller a Munné-Bosch, 2021).

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

ABA hraje ustfedni roli v regulaci vztahu mezi stomatalni vodivosti a fotosyntézou
(Ullah a kol., 2018). Kdyz dojde ke snizeni vodniho potencialu v listovych bunkach, ABA
v reakci na stres suchem zpusobi uzavieni praducht, coz snizi ztraty vody transpiraci
(Osakabe a kol. 2014). Uzavirani stomat vede ke snizeni ptijmu CO2, coz ovliviiuje rychlost
fotosyntézy v rostlinach (Chaves a kol., 2009) a méni metabolismus fotosyntézy (Lawlor,
2002). Velmi dulezitymi fytohormony v 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). Vz4jemné propojeni mezi ROS,
antioxidanty a fytohormony tvoii v reakci na stresové podminky komplexni signalni sit,
v niz se zdaji byt hlavnimi regulatory fotosyntézy kyselina abscisova a jasmonova (Miller
a Munné-Bosch, 2021).

V poslednich letech ukazuji protektivni funkci za stresovych podminek také
cytokininy, které napomahaji k zachovani struktury a funkce fotosyntetického aparatu diky
své schopnosti fidit rozli¢né fyziologické procesy v rostlinach. Uginky cytokinind zahmuji
kvantitativni a kvalitativni regulaci proteind, enzymu (vCetné Rubisco), fotosyntetickych
pigmentl, pigment-proteinovych komplext, aktivit fotosystémi a fotosyntetické fixace

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

Cytokininy byly pivodné definovany jako chemickeé latky, které pii aplikaci s auxiny
indukuji proliferaci bunék a spoustéji diferenciaci kalusu. Cytokininy ale hraji klicovou roli
v mnoha aspektech ristu a vyvoje rostlin (Osugi a Sakakibara, 2015) jako je bunécné délent,
iniciace a rust vyhonu, starnuti listd, 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).

Prirozené 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 Ize v zavislosti na N°-substituentu rozdélit na isoprenoidni a aromatické
cytokininy. Isoprenoidni cytokininy jsou frans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ),
NO-(A%-isopentenyl)adenin (iP) a dihydrozeatin (DZ). Mezi aromatické cytokininy patfi
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, pouzivaji
slozité a komplexni mechanismy k tipravé endogennich hladin cytokinind, které vhodné fidi
signalni drahu cytokinina az k expresi gend. Nejnovéjsi poznatky poskytuji dikazy o tom,
ze rostliny mohou v uréitych obdobich stresu aktivovat aklimatizacni mechanismy
k potlaCeni signalizace cytokininii snizenim biosyntézy cytokinini a snizenim exprese
nékterych slozek signalizace cytokinini. To nasledné vede k morfologickym
a fyziologickym upravam, které rostlindm umozuji prezit 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 proteinti elektronového
transportniho Tfetézce, fotosyntetickych chlorofyl-proteinovych komplexti a Rubisco
(Chernyad'ev, 2009). Dale maji pozitivni vliv na zachovani chlorofylovych pigmenta
a integrity membran chloroplasti (Hudecek a kol., 2023). Priming s BAP pied vodnim
stresem vedl ke zvySeni obsahu pigmenti xantofylového cyklu u ¢tyf druht rostlin
vystavenych suchu (Haisel a kol., 2006). Foliarni aplikace (postfik) cytokinini zvysila
toleranci vici suchu u ¢ty druhti pSenice oddalenim suchem indukované senescence listl.
Zarovenl u oSetfenych rostlin s vodnim deficitem doSlo ke zvySeni celkového obsah

chlorofylu o 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 vyrazné snizily RWC u pSenice (Triticum aestivum L.), ale
postiik listi putrescinem a BAP hral klicovou roli pro udrzeni vyssiho stavu RWC.
V disledku vodniho stresu se také vyrazng snizil obsah chlorofylu, postrik listl putrescinem
a BAP vSak pomohl obsah chlorofylu zachovat (Gupta a kol., 2012). Exogenni aplikace
cytokininii podporuje fyziologicky pomér fytohormont a vytvari podminky pro adaptaci
rostlinnych bunék a pletiv na stres (Chernyad'ev, 2009).

2.5.2 Cytokininy v zemédélstvi

Pouziti prirodnich cytokinini a mnoha jejich derivatd nabizi fadu vyhod diky jejich
zanedbatelné cytotoxicite pro lidské buiky 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 divodu aplikace
nizkych koncentraci a jejich nizké cené. Narozdil od pesticidi jsou cytokininy rychle
odbouratelné latky bezpecné pro zivotni prostiedi (Chernyad'ev, 2009). Aplikace pesticida
muize vést k oxidativnimu stresu, inhibici fyziologickych a biochemickych drah, branit
fotosyntéze a negativné ovliviiovat vynosy plodin. Exogenni aplikace regulatort rastu
rostlin zmirfiuje negativni UCinky pesticida tim, ze stimuluje antioxidacni obranny systém
a zvySuje toleranci vicCi stresovym podminkam. Soucasné studie prokazaly ucinek
rostlinnych regulatord rastu pii podpore rastu rostlin vystavenych pesticidnimu stresu (Jan
a kol., 2020). Bylo zjisténo, ze fenylureovy cytokinin 4PU-30 zmirfiuje Skodlivé ucinky
zpusobené pusobenim glyfosatu indukci antioxidativnich obrannych systému v rostlinach
kukufice podobné jako ochranné latky aplikované po oSetfeni herbicidy (angl. herbicide
safeners) (Sergiev a kol., 2006).

Prestoze vSak ptirodni a nékteré syntetické cytokininy vykazuji uspokojivé vysledky,
vykazuji také nekteré negativni u€inky napf. na vyvoj kofent a optimalizace jejich a€inného
pouziti v polnich podminkach zistava vyzvou (Hudecek a kol., 2023).

Pro své pozitivni UCinky se staly cytokininy potencialnimi agrochemikaliemi, ale zatim
nenasly své stabilni misto mezi komer¢né vyuzivanymi regulatory rdstu rostlin, a to
predevsim kvali slozitosti jejich u¢inkd. Mnoho aspektd rustu a vyvoje rostlin je fizeno
interakcemi rtiznych skupin rostlinnych hormonti. Nékteré ucinky tak mohou byt vysledkem

zmeénéné rovnovahy mezi vzajemné se ovliviiyjicimi hormony (Koprna a kol., 2016).
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V zemédélstvi a v biotechnologiich je diky svym ucinkim, cenové dostupnosti a stabilité
Casto vyuzivan aromaticky cytokinin 6-benzylaminopurin (Dolezal a kol. 2006). U rostlin
pSenice oSetfenych postfikem BAP, ktery soucasné zvySoval hladinu endogenniho zeatinu,
byla zjisténa lepsi fotosyntetickd ucinnost na donorové i akceptorové strané reakénich center
PSII. U psenice oSetfené BAP byl zjistén vyssi efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII
ve stavu prizpusobeném svétlu (®@psn) 1 tmé (Fv/Fm), lepsi prenos elektronti za Qa, zvySena
rychlost transportu elektronti a nizsi relativni hodnota variabilni fluorescence v bodé J (Yang
a kol., 2018).

BAP mize mit za urCitych podminek ale také negativni vliv na vyvoj a rust rostlin,
protoze inhibuje prodluzovani a tvorbu postrannich kofent a stimuluje bobtnani kofenovych
Spicek (Bertell a Eliasson, 1992). To vede k hledani aromatickych derivati cytokinint, které
by nevykazovaly tyto negativni u€inky (Plihalova a kol., 2016).

Klos a kol. (2022) zkoumali Ctyfi noveé syntetizované soli cytokinini:
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 fadi rozpustn€jsi ve vodé nez vychozi
cytokininy a to i bez pouziti DMSO (dimethylsulfoxid). Nové soli cytokinini vyznamné
snizily degradaci chlorofylu a naruseni funk¢nosti fotosystému II v segmentech listu
jeCmene prochazejicich umélou senescenci a na rozdil od kanonickych cytokinint udrzovaly
vysoké koncentrace aktivnich cytokininovych metabolitd po ne€kolik dni. Tento ucinek byl
prisuzovan vyssi biologické dostupnosti mesylatovych soli rostlinou a zamezeni expozici
toxického DMSO (Klos a kol., 2022).

Vyhnuti se rozpoustédlu DMSO je zadouci kvili jeho negativnim uc¢inkiim na rostliny,
které zahrnuji rychlé snizeni obsahu bilkovin ve vyhoncich, snizeni koncentrace chlorofylu
a karotenoidii a zvySeni hladiny prolinu v rostlinnych burikach zplisobené 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., Stfibrna Skalice, CR)

= BAP 6-benzylaminopurin (VWR International s. r. o., Stiibrna Skalice, CR)

Latky MeOBAP a MeOBAPM (ve vodé rozpustna cytokininova sil) 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 ptsobeni
sucha. V prvnich 3 experimentech byly aplikovany latky s koncentraci 10* M a do BP byl
vybran 3. experiment s nejvhodné€jsi optimalizaci uvedenych postupd. V poslednim
4. experimentu byly pouzity latky skoncentraci 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 vy$si koncentraci (104 M)
Dvourady sladovnicky jarni je¢men (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) byl

vysazen ve dvou fadach po 8 semenech do kvétinacu s perlitem a zalévan Hoaglandovym

21



roztokem (fedén 10x ze zasobniho roztoku: 100 ml Hoaglandova roztoku + 900 ml
deionizované vody). Jedna polovina kvétinaca byla zalévana dostate¢né (varianta ,,mokra“
— M) a druha naopak vystavena suchu (varianta ,,sucha“ — S, viz. kapitola 3.2.1). Rust ve
fytokomore AR-100L3 (Percival Scientific, Perry, Iowa, 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 rozd€leny na pét variant a byly
foliarn€ aplikovany uvedené roztoky (bez oSetfeni, postiik deionizovanou vodou, postiik
0,5% DMSO, 10* M MeOBAP v 0,5% DMSO, 10* M MeOBAPM v deionizované vodg).
Strukturni vzorce a nazvy latek jsou uvedeny v kapitole 3.1. U vSech krom¢ ,,bez oSetieni®
bylo pouzito smagedlo MERO® 33528 (olej fepkovy — methylester 733 g/l, BAYER s.r.o0.,
Praha) v mnozstvi 1 ml na cca 300 ml aplikované latky. Postfik rostlin byl aplikovan 5% z
kazdé strany kvétinace. Po 14 dnech od vysevu (7 dni od postiiku) probehlo méfeni

intaktnich rostlin v§emi niZze uvedenymi metodami a byly odebrany vzorky na pozdéjsi

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

Obr. 2: Osetfené rostliny jarniho jeCmene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévané¢ (M) a vystavené
stresu suchem (S) po 14 dnech riistu, kdy byly 7. den aplikovany latky (voda+smacedlo =K, DMSO, MecOBAP,
MeOBAPM) folidrnim posttikem, R piedstavuje 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 rustu ve fytokomorte byla varianta M zalita
100 ml Hoaglandova roztoku, varianta S jiz zistala bez zalivky do konce experimentu.
Nasleduyjici 7. den byly nékteré rostliny z kvétinaca vytrhany tak, aby v kazdém kvétinaci
zustalo 10 rostlin (stejna asimilace vody ve vSech kvétinacich) a probéhlo oSetfeni
jednotlivymi roztoky. Varianta M byla 11. den zalita 150 ml Hoaglandova roztoku a 14. den

probéhlo méfeni.
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3.2.2 Obsah vody v pudé

Obsah vody v kvétinacich byl vypocten pro kazdou variantu na zakladé hmotnosti kvétinaca
s perlitem a hmotnosti biomasy. Pavodné jsme chtéli vypocitat standardni RWC,
tj. (hmotnost Cerstvé hmoty—hmotnost susiny)/(hmotnost plné turgescentniho listu—hmotnost
susiny), ktery uvazuje plné turgescentni vzorek. Nicméné po tfech hodinach umisténi rostlin
s korinky 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 pudni vlhkost nasledujicim zptisobem, tzn. hmotnostni procento vody
v kvétinaci pro kazdé oSetreni.

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 pred vysadbou semen od
hmotnosti mokrého perlitu, byla ziskana 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].

Pfi vysazeni vSechny kvétinae naplnény stejnym mnozstvim suchého perlitu.
Kvétina¢ se suchym perlitem byl zvazen a hodnota pouzita pro vypocet procentudlniho
obsahu vody v den postfiku a poté v den méteni. Tésné pred postiikem zvazena hmotnost
kvétinach s perlitem, vodou a biomasou. Z kazdého kvétinaCe vytrhany 2 reprezentativni
rostliny a vypocitan prumér jejich hmotnosti. Celkovy pocet rostlin v kazdém kvétinaci byl
vynasoben vypocitanym primérem pro piislusnou variantu a byla tak ziskana hodnota
hmotnosti biomasy a vypocitan procentualni obsah vody pro kazdy kvétina¢ v den postiiku

(Tab. 1) na zaklad€ vySe popsaného postupu [1].

Tab. 1: Pidni vlhkost (obsah vody v %) spocCitana u v§ech 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 pozdé€ji v den méfeni po zmeéteni rostlin vSemi metodami byly zvazeny kvétinace
s perlitem, vodou 1 biomasou, nasledné rostliny i s kofinkem a semenem z kazdého kvétinace
vytrhany a zvazena celkova biomasa jednotlivych variant. Poté zvazen kvétina¢ s vihkym
perlitem bez biomasy. Procentualni obsah vody (Tab. 2) v kvétinacich pfislusnych variant

vypocitan podle vyse zminéného postupu [1].

Tab. 2: Pudni vlhkost (obsah vody v %) spocitana u v§ech oSetienych variant v den méteni. 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 23,3 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 niz§i koncentraci (10°M)

Dvourtady sladovnicky jarni je¢men (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 predchoziho 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 zistalo 20 rostlin a probéhlo
oSetfeni jednotlivymi roztoky stejné jako v predchozim experimentu. Varianta M 12. den
zalita 100 ml Hoaglandova roztoku a 14. den prob&hlo métenti.

Pti vysazeni byly kvétinace se suchym perlitem zvazeny a hodnota pouzita pro vypocet
procentualniho obsahu vody v den postfiku a poté v den méreni. Tésné pred postiikem
zvazena hmotnost kvétinact s perlitem, vodou a biomasou a spocitan pocet rostlin v kazdém
kvétinaci pred vytrhanim na pocet 20 rostlin. Z rezervnich kvétinaca (R-M a R-S) byla
vytrhana veskera biomasa a pro variantu M i S vypocitana primérna hmotnost jedné rostliny
s kofinkem 1 semenem. Celkovy pocet rostlin v kazdém kvétina¢i byl vynasoben
vypocitanym pramérem pro piisluSnou variantu a byla tak ziskana hodnota hmotnosti
biomasy a vypocitan procentudlni obsah vody pro kazdy kvétinac¢ v den postriku (Tab. 3) na

zakladé vyse popsaného postupu [1].
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Tab. 3: Pidni vlhkost (obsah vody v %) spocitana u vech 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 [%]
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 pozdéji v den méfeni po zméfeni rostlin vSemi metodami byly zvazeny
kvétinace s perlitem, vodou 1 biomasou, nasledné rostliny i s kofinkem a semenem z kazdého
kvétinacCe vytrhany a zvazena celkova biomasa jednotlivych variant. Poté zvazen kvétinac
s vlhkym perlitem bez biomasy. Procentualni obsah vody (Tab. 4) v kvétinacich prislusnych

variant vypocitan podle vySe zminéného postupu [1].

Tab. 4: Pudni vlhkost (obsah vody v %) spocitana u v§ech oSetienych variant v den méteni. 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 [%]
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 méfeni zvazenim vsech rostlin
(vCetneé kotinkt a semen) v kvétinaci prislusné 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 rostlindich (WC, %) jednotlivych variant oSetfenych uvedenymi roztoky v den
méteni. Znazomény sucha (S) a mokra (M) varianta k danému oSetieni. 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

Mgieni pristroji SPAD a PolyPen probihalo za slabého svétla (9 umol m™ s™!) v laboratoti
pii pokojové teploté (23 °C) a relativni vlhkosti vzduchu 34 % na adaxialni stran€ uprostied
listu. Méfeni ptistrojem PEA bylo provedeno za stejnych podminek, ale rostliny byly pted
samotnym meéfenim nejprve pul hodiny zatemnény. Pro méfeni byl vybran prvni vyrostly
list na kazdé rostling.

Chlorofylmetr SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko) umoziiuje
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 piistrojem vypocitana srovnanim poméru intenzit detekovaného zateni
o vlnovych délkach 650 a 940 nm pii méfeni bez vzorku a se vzorkem. Méfeni probé&hlo
v péti opakovanich ve stfedni Casti kazdého méfeného listu a byl ziskan primér. Méfeno
bylo vzdy 8 rostlin z kazdé varianty.

Piistroj PolyPen (Photon System Instruments, Drasov, CR) umoziuje rychlé méfeni
celych spekter odrazivosti a nasledny vypocet indexti 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
hodnote 0 v dasledku mensi absorpce viditelného Cerveného svétla (Stamford a kol., 2023).
NDVI pocitano dle vzorce: NDVI = (R780-R630)/(R780+R630). PRI pocitano dle vzorce:
PRI = (R531-R570)/(R5314R570), kde Rx odpovida odrazivosti v dané vinové délce.
Pigmenty xantofylového cyklu hraji nejspise hlavni roli v absorpci svétla pii vinové délce
531 nm (Pefiuelas a kol., 1995). Konven¢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. Zmétfena spektra
odrazivosti jednotlivych rostlin byla korigovana korek¢ni kiivkou zméfenou se standardem
a az z korigovanych spekter byly spocitany uvedené parametry.

Pristroj PEA (Plant Efficiency Analyser — Hansatech Instruments, King’s Lynn, UK)
byl pouzit ke zméfeni velmi rychlé fluorescencni indukce (O-J-I-P) a pfislusny software
k naslednému vypoctu vybranych parametrt, tj. Fv/Fum, (dV/dt)o, Vya ABS/RC. Ke generaci
typické fluorescencni kiivky doslo po ozafeni vzorku adaptovaného na tmu saturaénim
svétlem (2 s, 1200 pmol m2 s 1), kdy z minimalni fluorescence Fo (vSechna reakéni centra

PSII jsou ,,oteviena™) fluorescence narostla az k vrcholu ,,P“ (maximalni fluorescence Fu,
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vSechna reakéni centra jsou ,uzaviena™“) se dvéma prechodnymi kroky ,J“ a ,I¢
(fluorescence F; a Fi, dochéazi k postupnému zavirani reakénich center) (Strasser a kol.,
2000). Analyza indukénich kiivek (OJIP) fluorescence chlorofylu poskytuje informace
o fotosyntetické kapacité a vitalité rostlinného materialu.

Pomér Fv/Fum (bé€zna 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
prisunu excitaci do RCII a nasledné rychlost redukce Qa na Qa™ (Strasser a kol., 2000). V;
(Fy — Fo)/Fy, kde F; je intenzita fluorescence v Case 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 fluorescenénim
zobrazovacim systémem FluorCam 800 MF (Photon System Instruments, Drasov, CR)
s dobou méfeni 25 minut pro kazdy vzorek. Jedna se o typ zobrazovaciho (imaging)
fluorometru, u kterého je fluorescencni signal pochézejici z méfené plochy vzorku
detekovan pomoci digitalni kamery. Vysledkem jsou mapy fluorescenéniho signalu z celych
listd, které umoznuji zachytit heterogenitu hodnot jednotlivych parametrti v ramci celého
listu v Case. Obrovské mnozstvi datovych bodu ziskanych z fluorescencniho 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 listd kazdé varianty. Byly vyhodnoceny vybrané parametry zhaseni fluorescence
chlorofylu, tj. ®p, ®psi, Pnrg, Crp a gp.

Koeficient fotochemického zhaSeni (qp) byl vypocten podle Lazara (2015) jako
(Fm'—Fy/(Fm'—Fo"), kde F; je aktualni fluorescence méfena tésné pred aplikaci pulzu, Fm’
odrazi maximalni fluorescenci a Fo" naopak minimalni fluorescenci pro vzorky adaptované
na svétlo. Kvantovy vytézek pro konstitutivni neregulované disipacni procesy byl vypocten
jako @, p = F/Fwm (Lazar, 2015). Kvantovy vytézek regulovaného nefotochemického zhaseni
fluorescence chlorofylu (®xpq) byl vypocten jako (Fy/Fm )—(F/Fwm) (Lazar, 2015) a aktualni
kvantovy vytézek fotochemie PSII (®psi) byl vypocten jako (Fm'—F)/Fm” (Lazar, 2015). @p

odrazi maximalni kvantovy vytézek ve stavu prizpusobeném svétlu za piitomnosti
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aktinického svétla (Fm'—Fo")/Fm’. Soucet Onpq, @psi a @rp se rovna jedné (Lazar, 2015). Ze
zméfenych hodnot byl také vypocitan parametr nefotochemického zhasSeni fluorescence
chlorofylu (NPQ) jako (FmM— Fm')/Fm” neboli ®@npq/ ®@rp (Lazar, 2015).

K meéfeni fluorescencnich signalti byly pouzity mikrosekundové meéfici zablesky
cerveného svétla v intervalech 20 ms, minimalni fluorescence chlorofylu (Fo) byla stanovena
v listech adaptovanych na tmu pomoci zableskti méficiho ¢erveného svétla (650 nm, trvani
10 ps). Pro stanoveni maximalni fluorescence chlorofylu ve stavu ptizptisobeném tmé (Fm)
byl aplikovan puls silného modrého svétla (2000 pmol fotonti m? s! trvani 800 ms). Po
relaxaci ve tmé (90 s) byly listy vystaveny dlouhé periodé aktinického svétla (650 nm, 100
umol fotonti m? s!, trvani 25 minut), kdy byly vypoéteny vSechny parametry analyzy
zhaseni. Béhem obdobi aktinického svétla bylo pouzito 17 saturacnich pulzi pro stanoveni
maximalni fluorescence ve stavu pfizptusobeném svétlu (Fm'). Prvni az Sesty saturacni 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 Ctyficetisekundovych

intervalech.

3.3.2 Invazivni (destruktivni) metody

3.3.2.1 Stanoveni obsahu chlorofylu

Chemikalie a roztoky
»  Uhlicitan hotecnaty

= 80% aceton

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

Metodika

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

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

Celkovy obsah chlorofylu a karotenoidi v rostlinném materialu byl vypocten dle
Lichtenthalera (1987). Ziskana hodnota [pug - ml'] byla vynasobena celkovym objemem
extraktu [ml] a podélena hmotnosti vzorku [mg], vysledna hodnota [ug - mg™'] popisuje

obsah chlorofylu na hmotnost jednotlivych listt.

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

autorkou bakalarské 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 mravenci 98% — 100% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
» Kyselina mravenci 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 rastovych regulatora
Univerzity Palackého (Olomouc, Ceska republika)
— baze (B) a ribosidy (R): [*Cs]cZ, [1°Cs]tZ, [*Hs]tZR, [?H3]DHZ, [?H3]DHZR,
[*HsliP, [*He]iPR,
—  N-glukosidy (NG): ['"N4]cZ7G, [*Hs]tZ7G, [*Hs]tZ9G, [*H3]DHZ9G, [*Hs]iP7G,
[*Hs]iP9G
—  O-glukosidy (OG): [*Hs]tZOG, [*Hs]|tZROG, [*H7]DHZOG
— nukleotidy (NT): [*Hs]tZRMP, [*H3]DHZRMP, [*H¢]iPRMP
* Modifikovany Bieleski pufr (75 % methanolu + 5 % kyseliny mravenci + 20 %
redestilované vody — 375 ml/500 ml methanolu + 25 m1/500 ml kyseliny mravenci +

100 m1/500 ml redestilované vody)
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50% kyselina dusi¢nd (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 sreverzni 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

M software s TargetLynx™

elektrosprejem ESI. Data zpracovana MassLynx"
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 lazeni Transsonic T310, ELMA® Schmidbauer GmbH (Singen,
Neémecko)

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 jeCmene (z kazdé varianty odebrano 5 listd u baze) byly
zmrazeny v kapalném dusiku, ulozeny pii -80 °C a nasledné rozdéleny do tfi technickych
opakovani o pfiblizné hmotnosti 10 mg FW. Vzorky byly extrahovany v 0,5 ml
vychlazeného modifikovaného Bieleskiho pufru (Bieleski, 1964; Hoyerova a kol., 2006) se
tfemi keramickymi kulickami a 10 pl smési izotopove znacenych cytokininovych standardu
(0,2 pmol bazi, ribosidi, N-glukosidi a 0,5 pmol nukleotidi a O-glukosidll) pro kontrolu
vytéznosti purifikaéniho kroku a validaci stanoveni (Novéak 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 supernatantd. Postup pouzity pro purifikaci cytokinin 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 odpateny do sucha
pomoci koncentratoru SpeedVac a nasledné rozpustény ve 40 ul 10% methanolu. Vzorky
byly analyzovany pomoci ultra-vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie v zapojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC -MS/MS) s trojitym kvadrupolem
a ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+) podle Svacinové a kol. (2012). Vzorky
byly separovany gradientovou eluci sestavajici z methanolu (A) a 15mM mravencanu
amonného (B; pH 3,95) za pouziti chromatografické kolony Acquity UPLC® BEH Shield
RP18 (1,7 pm; 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 pfislu§ného produktového iontu. Pii analyze byly nastaveny
parametry nasledovné: teplota zdroje 150 °C; teplota desolvatacniho plynu 600 °C; pratok
desolvatacniho plynu 600 I/h; napéti v kapilare 0,75 kV (Novak a kol., 2008). Vyhodnocenti
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

Studentiv t-test a Mann-Whitney Rank Sum test.

31



4 VYSLEDKY
Obsah chlorofylu, PRI a NDVI

7. den od posttiku intaktnich rostlin u suchych variant s padni vlhkosti 20 % (coz odpovidalo
zhruba 70% obsahu vody v rostlindich — zméfeno v experimentu 4) oSetfenych latkami
MeOBAP a MeOBAPM byl naméfen vyssi relativni obsah chlorofylu oproti kontrole (K-S)
a oSetfeni DMSO (DMSO-S) (Obr. 3). Stejné doslo k nartstu relativniho obsahu chlorofylu
u zalévanych variant, signifikantni bylo oSetfeni latkou MeOBAPM (MeOBAPM-M) oproti
kontrole (K-M). Nartst obsahu chlorofylu u suché i zalévané varianty oSetfené latkami
MeOBAP a MeOBAPM oproti kontrolam (K-S, K-M) a oSetfreni DMSO (DMSO-S, DMSO-
M) potvrdilo i spektrofotoskopické stanoveni obsahu chlorofylu po oddéleni lista (Obr. 4).
Tyto vysledky indikuji pozitivni pusobeni aplikovanych latek MeOBAP a MeOBAPM na
obsah chlorofylu pifi pusobeni stresu i pifi jeho absenci. Pomér chlorofylu a/b zistal
konstantni u obou variant a vSech typu oSetfeni s vyjimkou naristu poméru u zalévané
varianty oSetfenou latkou MeOBAP (MeOBAP-M) oproti DMSO (DMSO-M) indikujici
mensi obsah chlorofyl b. Také obsah karotenoidd byl vyssi u listd jeCmene oSetfenych
MeOBAP a MeOBAPM oproti piislusSnym kontrolam, coz bylo zfejmé 1 u zalitych variant
v mensim, byt signifikantnim rozdilu. U listd suché varianty oSetfenych latkami MeOBAP
a MeOBAPM (MeOBAP-S, MeOBAPM-S) se zvysil pomér chlorofylu ke karotenoidim
poukazujici na vyss§i obsah chlorofyli oproti karotenoidim. U zalévané varianty byl
pozorovan signifikantni narist tohoto poméru u listd oSetfenych latkou MeOBAP
(MeOBAP-M) oproti oSetieni latkou DMSO (DMSO-M). Vy§si 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 pii pomérné nizkych hladinach chlorofylu,
pfi stfednich a vysSich hladinach ve vegetaci neni citlivy na zmény obsahu chlorofylu
(Lichtenthaler a kol. 1996), v tomto pfipadé vSak bylo méfeni NDVI dostacujici a jeho
hodnoty korelovaly s obsahem chlorofylu. Naopak hodnoty indexu PRI vyznamné poklesly
u zalévané 1 suché varianty rostlin oSetfenych latkami MeOBAP a MeOBAPM (Obr. 3)
poukazujici na narast relativniho obsahu zeaxantinu, coz koreluje s nartistem obsahu

karotenoidi zméfenym u té€chto variant.
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Obr. 3: Parametry spocitané ze zmefené propustnosti a odrazivosti listu jeCmene. Relativni obsah chlorofylu
(SPAD), normalizovany vegetacni index (NDVI) a index fotochemické reflektance (PRI) v intaktnich listech
jarniho jeCmene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu
suchem (S) po 14 dnech rustu, kdy byly 7. den aplikovany latky (vodatsmacedlo = K, DMSO, MeOBAP,
MeOBAPM) foliarnim postiikem, R piedstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny priméry
naméfenych 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 testovdno Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).
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Obr. 4: Obsah fotosyntetickych pigmentii stanovenych spektrofotometricky v listech jeCmene. Obsah
chlorofylu (Chl) a+b, pomér Chl a/b, obsah karotenoidu (Car) a pomér Chl/Car (ug/mg FW) v listech jarniho
jeCmene (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, MecOBAP, MeOBAPM)
foliarnim postiikem, R piedstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny priméry namétenych hodnot
spocitané z biologickych replikati = SD (n=4-5). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi K-
MeOBAPM a DMSO-MeOBAP vyznaceny riznymi pismeny. Pro normalni data s rovnosti rozptylu testovano
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parovym t-testem, pro nerovné rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).
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Velmi rychla fluorescenéni indukce

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fum) byl podstatn€ vyssi u suché 1 zalévané
varianty oSetfené latkami MeOBAP a MeOBAPM oproti rostlinam neosetfenym (Obr. 5).
Nejvyznamnéjs§i negativni vliv, jesté vétsi nez samotné sucho, na fotochemii PSII mélo
DMSO. Potlaceni stresu suchem u oSetfenych variant byl také ziejmy i ostatnich parametrt
velmi rychlé fluorescen¢ni indukce (Obr. 5). Pfedev§im u suchych osSetfenych variant byla
pozorovana nizka hodnota parametri (dV/dt)o, Vya ABS/RC oproti kontrole (K-S) a oSetfeni
DMSO (DMSO-S). (dV/dt)o odrazi rychlost piisunu excitace do RCII a nasledné rychlost
redukce Qa, Vj taktéz indikuje zrychleni redukce Qa. Nartst téchto parametrii byva Casto
indikatorem stresu a je spjat i s vy$Sim relativnim zastoupenim antén PSII (nartst hodnoty
ABS/RC). Vyssi hodnota ABS/RC byla u neoSetfenych variant také doprovazena nizkymi
hodnotami parametru Fv/Fum, to svéd¢i o prednostnim poskozeni RCII, coz bylo nejvice
patrné u osetfeni latkou DMSO (DMSO-M, DMSO-S). Osetieni latkami MeOBAP
a MeOBAPM i v tomto pfipadé pusobilo na rostliny protektivné nezavisle na ptisobeni

stresu.
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Obr. 5: Vybrané parametry spocitané z ktivky velmi rychlé fluorescencni indukce zméfené na listech jeCmene.
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu piizpusobeném tm¢ (Fv/Fyv), pocateCni nartist rychlosti
akumulace fluorescence O-J (dV/dt), relativni variabilni fluorescence v bod¢ J (Vj), a zdanliva velikost antén
aktivniho RCII (ABS/RC) intaktnich lista jarniho jeCmene (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) folidrnim postiikem, R piedstavuje rostliny bez zasahu.
V grafu jsou vyneseny medidny naméfenych hodnot a kvartily (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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Pomala fluorescen¢ni indukce

Ve variantach suchych i zalévanych oSetrenych MeOBAP a MeOBAPM byla zméfena
aktivace ochrannych regulovanych nefotochemickych procest (narist ®npq) na rozdil od
neoSetienych rostlin (Obr. 6). U suchych variant oSetfenych MeOBAPM byl narast
nefotochemického zhaSeni doprovazen poklesem Gentyho parametru (®psn) (Obr. 6).
Koeficient fotochemického zhaseni (qp) narostl u suchych variant zeyména 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 ustdleném stavu pomalé fluorescencni indukce ve stavu adaptovaném na svétlo.
Aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Dpsir), kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni fluorescence
chlorofylu (®npeq), kvantovy vytézek pro konstitutivni neregulované disipacni procesy (®rp) a koeficient
fotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (qp) intaktnich listii jarniho jeCmene (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) folidarnim postfikem, R
predstavuje rostliny bez zasahu. V grafu jsou vyneseny medidny namétfenych hodnot a kvartily (n=6). Soucet
Dneg, Orsit @ Orp se Tovna 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) znazorfiuje reprezentativni méfeni parametrts Fy/Fu,
NPQ a qgp na celé plose intaktnich list u variant K, DMSO, MeOBAP a MeOBAPM.
Rostlina bez oSetieni (R) neni uvedena, protoze hodnoty byly podobné ke K. Z imagingu je
nejlépe patrny nartist parametru NPQ u listd stresovanych suchem a osetfenych latkou
MeOBAPM. Heterogenita listi napii¢ typem oSetieni a pisobenim sucha u parametra Fv/Fum
a gp nebyla u experimentu 3 vyrazné patrna.

DMSO

MeOBAP

MeOBAPM

Obr. 7: Zobrazeni reprezentativnich parametrii fluorescence chlorofylu Fv/Fy, 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) méteny
FluorCamem 800MF na celé plose intaktnich listd jarniho jeCmene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon)
zalévanych rostlin (modry bod) a rostlin vystavenych stresu suchem (Zluty bod) po 14 dnech rustu, kdy byly
7. den aplikovany latky (vodatsmacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) folidrnim postfikem
a fotografie mefenych listi 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/Fum a gp, narast NPQ) u vétsiny suchych variant. Zatimco u varianty MeOBAP jsou
rozdily mezi suchymi 1 mokrymi listy nejmarkantné;si, varianta MeOBAPM se jevi byt
nejhomogennéj§i. Suché varianty maji maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII,
parametr fotochemického zhaSeni i1 nefotochemické zhaseni srovnatelné s variantou
zalévanou. Vypocet pruimérnych hodnot z celé plochy listu (data neukazana) prokazal
dokonce lepsi hodnoty NPQ i gp oproti kontrole u varianty MeOBAPM-S. Naopak varianta
MeOBAP-S vykazovala nejvétsi pokles fotochemického zhaseni a maximalniho kvantového
vytézku fotochemie PSII a nartist nefotochemického zhaseni oproti zalévané varianté.

F V/F M NP Q Jp Foto

MeOBAP DMSO

MeOBAPM

Obr. 8: Zobrazeni reprezentativnich parametrii fluorescence chlorofylu Fyv/Fum, NPQ a qp 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 (qp) méfeny
FluorCamem 800MF na celé plose intaktnich listi jarniho je¢mene (Hordeum vulgare, L. conv. distichon)
zalévanych rostlin (modry bod) a rostlin vystavenych stresu suchem (zluty bod) po 14 dnech rustu, kdy byly
7. den aplikovany latky (vodat+smaCedlo = K, DMSO, MecOBAP, McOBAPM) folidrnim posttfikem
a fotografic métenych listli té¢sn¢ po vlastni zhaseci analyze.

Analyza cytokinina

Pti stresu suchem doslo k poklesu aktivnich i neaktivnich tZ typt cytokininl (tZ, tZ9G)
(Obr. 9). Celkovy pool tZ typt poklesl pfi stresu suchem nezavisle na oSetfeni prislu§nymi
latkami (Obr. 9). Prestoze 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 zanedbatelna. U cZ typu cytokinini naopak celkovy pool aktivnich i neaktivnich
forem vzrostl. Za stresu suchem narostla predev§im tvorba aktivnich (cZ, cZR) i1 nékterych

zasobnich a neaktivnich (¢cZOG, cZROG, ¢Z9G) cZ typu cytokinint a to zejména u listd
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osetfenych latkami MeOBAP a MeOBAPM (cZ, cZR, ¢Z9G). U iP typt doslo u suché
varianty k vyznamnému narustu 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 iPR5'MP miuze zvysit iPR/iP pool v zasychajicich listech.
Nejvétsi zvySeni koncentrace aktivnich ribosidi (iPR) bylo dosaZeno u suché varianty
oSetfené MeOB APM, poukazujici na jeho vyznamny vliv v regulaci iP biosyntetické drahy.
Rostlina v podminkach sucha nejspiSe syntetizuje 1P typy za ucelem ochrany
fotosyntetického aparatu a zachovani obsahu chlorofylu. IP typy jsou v cytokininové
biosyntetické draze dfive nez tZ typy, proto je jejich syntéza rychlejsi a mén¢ energeticky
narocna.

U mT typua doslo k obrovskému naristu volnych bazi (mT) i neaktivni formy (mT9G)
cytokinint u suché i mokré varianty oSetfené latkou MeOBAP i MeOBAPM, a to zde naopak
nezavisle na mife sucha, vétsi faktor hral spiSe typ oSetfeni (Obr. 9). Podstatné veétsi narast
mT, mT7G a mT9G u rostlin oSetfenych mesylatem indikuje u€innéj§i prijem a vyuziti
mesylatl v metabolismu rostliny nez v ptipad€ odpovidajici volné baze (MeOBAP). JeCmen
je tedy nejspise schopen dodany MeOBAP a MeOBAPM pouzit k syntéze mT forem, které
potom vyuziva ve svém metabolismu k rozlicnym ochrannym procesim. Dilezitym
zavérem z analyzy cytokinint je, ze hladina endogennich cytokinint neni téméf inhibovana
exogenni aplikaci nasich cytokininovych derivata, coz je Casty nezadouci efekt exogennich
aplikaci (Aremu a kol., 2014). Naopak exogenné aplikované derivaty cytokinint v nasem
pfipadé spiSe podporuji biosyntézu dalSich aromatickych cytokinini, které nasledné

vykazuji ochranné ucinky na fotosyntézu a rust rostlin.

40



*
g‘ a *
= o
w400 b . { I
= I
= F &
£ 200} b
E-; o & :[ . I x _T—_ 3‘: " I & 1:|<:
i. oo =2 ZE @l = = & = =
& N S b & L3 & bzl . = =
¢ ¥ o N ¥ ¥ & & &
& B S v
SO RERC
Gy
BiZ mZOG =Z9G & =
1000,00 . . " .
= 10000 z = = 4 b i i i I i
= : ] * * *
g 100 . . s H . ux al G .B | bbb
b=1 = = T a ]
'E_-—. 1,00 &g . = ; * s a . * [ E
- ] T -l T I * a o T
g 010 & : [
I om . . . : : . :
o ' 5 5 b i, & = 5 S -
R
= Sl
I P Q & el
1\9 ‘é’.‘\.' - 5\['9

3
WcZ BcZR 1 cZROG W eZ0G M eZ0G =

10,00
8,00 ot

6.00 I . T

4,00 * a % %

- b I iI I I

200 [Ts % %3] ot 1 * I i

% [kl gl I Iilz Fil I | ] i g gL
> .

=

iP-typy (pmolfg FAH

10000,00 -
1000,00 -
100,00 - 3 F *

10,00 - .
100 | a N
0,10

R
=2
*
=
[=%J

H *

mT-typy (pmolig FWW

3
BmT OmTE omT7G EmToG =

Obr. 9: Analyza endogenni koncentrace jednotlivych cytokininovych typt v listech je¢mene. Celkovy obsah
tZ-typut, cZ-typu, iP-typu a mT-typi cytokinini (pmol/g FW) v 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, McOBAP, MeOBAPM) folidarnim postfikem, R
predstavuje rostliny bez zasahu. tZ (trans-zeatin), tZOG (tZ O-glukosid), tZ9G (tZ 9-glukosid), cZ (cis-zeatin),
cZR (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 pruméry spocitané
z naméfenych hodnot pro biologické replikaty + SD (n=4-5). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi
K-MeOBAPM a DMSO-MeOBAP vyznaCeny riznymi pismeny. Statisticky signifikantni rozdily mezi
zalévanymi rostlinami (M) a rostlinami vystavenymi suchu (S) vyznaceny hvézdiCkou. Pro normdlni data
s rovnosti rozptylu testovano parovym t-testem, pro nerovné rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum
testem (P < 0,05). U grafu pro cZ-typy a mT-typy je pro vyneseni primérii namétenych hodnot pouzito
logaritmické méfitko.
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Obr. 10: Celkovy obsah jednotlivych cytokininovych typu (3. pmol/g FW) a relativni zastoupeni jednotlivych cytokininovych typt u
rostlin jeCmene. Znazornény tZ-typy, cZ-typy, iP-typy a mT-typy cytokininti v listech jarniho je¢mene (Hordeum vulgare, L. conv.
distichon) zalévanych rostlin (MOKRA) a rostlin vystavenych stresu suchem (SUCHA) po 14 dnech ristu, kdy byly 7. den aplikovany
latky (voda+smacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) folidrnim postfikem, rostlina bez osetteni (R) neni uvedena, protoze hodnoty
byly podobné ke K. tZ (trans-zeatin), tZOG (tZ O-glukosid), tZ9G (tZ 9-glukosid), cZ (cis-zeatin), cZR (cZ ribosid), cZROG (cZ ribosid
O-glukosid), cZ9G (cZ 9-glukosid), cZOG (cZ O-glukosid), iP (N6-isopentenyladenine), iPR (iP ribosid), iP9G (iP 9-glukosid), iPR5S'MP
(iPR 5'-monofosfat), mT (meta-topolin), mTR (mT ribosid), mT7G (mT 7-glukosid), mT9G (mT 9-glukosid).




S DISKUZE

Obsah chlorofylu, PRI a NDVI a velmi rychld a pomala fluorescen¢ni indukce
Stresové a adaptacni reakce rostlin izce souviseji s regulaci fotosyntézy, od zmén stomatalni
vodivosti az po indukci syntézy chloroplastovych proteind, coz se finaln€ projevuje ve
fenotypovych charakteristikach stresovanych rostlin vCetn€ jejich ristu a vynosu.
Cytokininy maji schopnost fidit rizné fyziologické procesy v rostlinach a ptisobit ochranné
prave za stresovych podminek (Chernyad'ev, 2009).

Soucasti stresové adaptace je zachovani fyziologického stavu fotosyntetickych
pigmentu (chlorofylt a a b, karotenoida a xantofyl) (Chernyad'ev, 2009). Pfi 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 udrzuji obsah chlorofylu v listu potlacenim katabolismu chlorofylu
(Vylicilova a kol., 2016). V nasi praci byla ztrata chlorofylu pozorovana 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
meéteni relativniho obsahu chlorofylu pfistrojem SPAD a Polypen, tak 1 pfi
spektrofotometrickém stanoveni. Potlaeni degradace chlorofylu v dasledku 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 postfiku (Dwivedi a kol., 2014). Zachovani obsahu chlorofylu
postiikem listd pSenice latkou BAP a putrescin potvrdila dale studie Gupta a kol. (2012),
kdy zaroven doslo k vyraznému snizeni obsahu chlorofylu v disledku vodniho stresu
u rostlin neosetienych.

Zmeny v obsahu chlorofylu nebyly doprovazeny zmeénami 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 pomeéru 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 patfi taktéz mezi dulezité ukazatele k hodnoceni odolnosti vici stresu
suchem u vysSich rostlin (Farooq a kol., 2009) a jejich obsah obecné klesa pomaleji nez
obsah chlorofyld (Sims a Gamon, 2002). Obsah karotenoid(l byl v nasi praci vyssi u listd
jeCmene oSetfenych MeOBAP a MeOBAPM oproti pfislusnym kontrolam ve shodé se studii
Haisel a kol. (2006), kde priming s BAP vedl ke zvySeni pigmentd xantofylového cyklu
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u Ctyf druht rostlin vystavenych suchu. Zvyseni poméru Chl/Car u listd oSetfenych latkami
MeOBAP a MeOBAPM oproti piisluSnym kontrolam opét znaci protektivni ucinky
aplikovanych latek pfi stresu suchem. Tyto vysledky také poukazuji na ochrannou funkci
karotenoidu, které jsou znamé svou antioxidativni aktivitou (Das a Roychoudhury, 2014)
a pomahaji rostlinam 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 vici stresu suchem (Oukarroum a kol., 2006;
Oukarroum a kol.,, 2007). Pfesto fada studii potvrdila pokles tohoto parametru pfi
dlouhodobém plisobeni sucha (Zivéak a kol., 2008; Wang a kol. 2022) a i v nasi praci doslo
k mirnému poklesu tohoto parametru pii stresu suchem. OSetieni rostlin latkami MeOBAP
a MeOBAPM vedlo k zachovani maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII
u suchem stresovanych nebo zalévanych rostlin, kde dos§lo dokonce ke zvySeni ucinnosti
fotochemickych reakci v PSIL. Pokles Fv/Fm u vzorka oSetfenych DMSO poukazuje na
snizené vyuziti svételné energie ve fotochemii PSII a tedy na inhibi¢ni pasobeni DMSO na
primarni fotosyntetické reakce.

Pokles hodnot NDVI 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 vy§§im obsahem chlorofylu. Pokles hodnot indexu PRI byl v souladu
se studii Abdelhakim a kol. (2021), kde doSlo ke snizeni PRI pfi stresu suchem u nékolika
genotypu pSenice.

Nizka hodnota parametra (dV/dt)o, Vy a ABS/RC u rostlin oSetfenych latkami
MeOBAP a MeOBAPM vystavenych suchu odrazela jejich vyrazné ptuisobeni proti stresu.
Naopak vysoka hodnota parametri 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 zvysSeni hodnot parametru (dV/dt)o pfi
testovani odolnosti odrid je¢mene vi¢i suchu pomoci latky PEG 6000. Ghaffar a kol. (2023)
prokazali zvySeni poméru ABS/RC pfi stresu suchem u kultivart pSenice. A studie Ghotbi-
Ravandi a kol. (2014) pii zkoumani reakce fotosyntetického aparatu u genotypu jeCmene
zaznamenala narust relativni variabilni fluorescence v bodé J (Vj) v reakci na stres suchem.
Ve studii Klos a kol. (2022) byly latky MeOBAP a MeOBAPM o stejné koncentraci 104 M
aplikovany na oddélené listy jeCmene vystavené senescenci tmou. V souladu s nasi praci

byly pozorovany nizké hodnoty parametra (dV/dt)o, Vs i ABS/RC oproti pfislusnym
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kontrolam. Z vysledkt 1ze usoudit, Ze aplikované latky ptsobi na vySe zminéné parametry
protektivné nezavisle na typu aplikovaného stresu.

Osetfeni intaktnich rostlin vystavenych suchu latkami MeOBAP a MeOBAPM
nepusobilo vyrazné protektivné na ®psi, narozdil od studie Klos a kol. (2022) vedlo
k aktivaci nefotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu a koeficient fotochemického
zhaseni naopak narostl u suchych variant oSetfenych latkou DMSO. Narust parametru ®npq
odrazi narGist parametru nefotochemického zhaseni (NPQ, data v pfiloze) pfi neménném
®¢p. Aktivaci xantofylového cyklu (konverze violaxantinu na zeaxantin) a disipaci
nadmérné excitaCni energie na teplo také podporuje nizka az zaporna hodnota PRI u variant
oSetfenych MeOBAP a MeOBAPM (Obr. 3). S nizkou hodnotou PRI koresponduje 1 nizsi
hodnota Gentyho parametru ®@psiy u téchto variant, takova shoda jiz byla popséana diive
u douglasky pfi raznych svételnych intenzitach (Gamon a Bond, 2013). Pokles Gentyho
parametru u suchych MeOBAP a MeOBAPM variant byl zptisoben poklesem parametru
fotochemického zhaseni (Obr. 6) a tedy niz§im zastoupenim otevienych RC PSII, nebot
maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII na svétle (®p, data v piiloze) 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, ®psy, Onpg a gp 0pacny
trend zejména u varianty MeOBAPM-S nez v experimentu 3, tzn. Ze v experimentu 4
parametry ®p, ®psny, qp dosahovaly podstatné vysSich hodnot a ®npg nizsSich hodnot
u varianty MeOBAPM oproti MeOBAP ¢i kontrolam. Miize to byt zptsobeno pfilis nizkou

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

Analyza cytokininu
Analyza endogennich koncentraci cytokininii prokézala vyznamnou roli isoprenoidnich
cytokinint (cZ a iP typy) pfi stresu suchem, pfi¢emz MeOBAPM vyznamné ovliviiyje jejich
biosyntetickou drahu. Doslo k vyraznému naristu c¢Z typu (cZ, cZR, cZROG) i iP typu (iP,
iPR, iPR5"MP) cytokinind pii stresu suchem, coz naznacuje (iPR5"MP), Ze jejich biosyntéza
byla dokonce stimulovana. Mesylaty cytokinini jsou nejspiSe rostlinou dobfe
metabolizovany a vyuzity k syntéze mT typu s protektivnimi ucinky. Celkovy pool tZ (tZ,
tZ9G) typt poklesl pfi stresu suchem, v ptipadé tZ se jednalo o zanedbatelnou inhibici po
oSetfeni MeOBAP a MeOBAPM, v pfipadé€ tZ9G zde sehraly roli oboji, stres suchem vcetné
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 pfitomny ve slab& aktivnich formach,
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ma udajné slaby biologicky ucinek. Navzdory predpokladané neaktivité cZ byla opakované
zaznamenana piitomnost volnych cZ bazi v rostlinnych pletivech. Nekteré rostlinné druhy
obsahuji detekovatelné mnozstvi riznych cytokininovych cZ typt, a to pfilezitostné i jako
prevazujici skupinu celkovych cytokinint (Gajdosova a kol., 2011).

Ve studii GajdoSova a kol. (2011) byla potvrzena heterogenita v hladinach cytokinint
typu ¢Z a tZ béhem senescence v nejmladsich zelenych a nejstarSich senescentnich listech
rostlin Arabidopsis starych 65 dni. Ve srovnani s nejmlad$imi zelenymi listy bylo mnozstvi
cZ typu ve starych listech 1,6x vyssi. Hladina tZ typu se snizila 1,3 . V senescentnich listech
predstavovaly cZ typy témeét 30 % celkového obsahu cytokinini (Gajdosova a kol., 2011).

V souladu s poklesem obsahu tZ typu a narustem cZ typtu pozorovanych v nasi praci,
studie Mackova a kol. (2013) popsala téz vyrazny pokles tZ typi a jeho ribosidu
u transgennich rostlin tabaku (Nicotiana tabacum L.) pii stresu suchem. Hladiny
bioaktivnich cytokinint (tZ, iP ajejich 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 cytokinini byl mensi v listech rostlin W6:CKX1, které jsou
tolerantn&jsi k suchu. Pokles tZ bylo v celé rostliné doprovazeno 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 metaboliti c¢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 1P za sucha, coz
naznaCuje CasteCné metabolické omezeni biosyntézy cytokinini v listech pfi stresu
z nedostatku vody. SniZzeni endogenniho obsahu tZ muze byt dusledkem nizsi konverze iP
na tZR (Mehmood a kol., 2021), ale mize byt také zptisobeno aktivaci cytokininoxidazy,
u které bylo prokazano, ze se zvySuje pii stresu z nedostatku vody u jinych rostlinnych druhti
(Brugiere et al., 2003).

Cytokininy typu c¢Z prevladaji ve vyvojovych stadiich spojenych s omezenym ristem,
ale zachovalou schopnosti fyziologickych procesi. Predpoklada se, ze cytokininy typu cZ
maji funkci regulatord zodpovédnych za udrzeni bazalni cytokininové aktivity spole¢né
s omezenim rustu nezbytnych pro pfeziti v nepfiznivych podminkach, coz podporuje
nasledné zotaveni rostlin (GajdoSova a kol., 2011). cZR a ¢ZOG se vyznamn¢ podilely na
zachovani obsahu chlorofylu v listech ovsa (Gajdosova akol., 2011). Reverzibilni inaktivace
cytokininii procesem O-glukosylace umoziiuje rostlinam rychle reagovat na narusenou

hormonalni homeostazu zptisobenou stresem (Klos a kol., 2022).
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U mT typa doslo k obrovskému naristu mT, mTR a mT7G a mT9G u suché
1 mokré varianty oSetfené latkami MeOBAP a zejména MeOBAPM odrazejici schopnost
rostliny zmetabolizovat si exogenné aplikované latky na biologicky aktivni latky
s protektivnim t¢inkem. Ve studii Klos a kol. (2022) byla u segmentd listli inkubovanych
ve tmé znatelnd téz vyrazna akumulace volnych mT bazi a jeho ribosidu pozorovana
u oSetieni mesylatem (MeOBAPM). Mesylaty cytokininti jsou tedy nejspise piijimany
a metabolizovany rostlinou snadnéji nez odpovidajici volné baze (pi. MeOBAP) a to pfi
umélé senescenci i stresu suchem, vypovidajici o jejich univerzalni protektivni roli v riznych
stresovych podminkach. Dilezity je také fakt, ze i pfi 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 pfi aplikaci methoxytopolinovych latek o koncentraci
10* M doslo ke zvyseni obsah chlorofylu oproti pouziti niz§i koncentrace 10~ M.

V pripadé aplikace exogennich cytokinint je vyhodné pouzit aromatické cytokininy,
napi. 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-glukosylovan a nahromadéné N’- a N°-glukosidy mohou inhibovat riist (Werbrouck et al.,
1996). Naproti tomu jeho hydroxylovany derivat, mT, je deaktivovan glukosylaci na
postrannim feté€zci. Vznikly O-glukosid slouzi jako zasobni forma cytokinind, ktera mize
byt postupné hydrolyzovana, ¢imz se uvoliuje aktivni slou¢enina (Werbrouck et al., 1996)
a vyrazné se prodluzuje Gc¢inek cytokinina (Pferostova kol., 2018).

Souhrnné lze fici, ze testované latky meély vyznamné ochranné ucinky na intaktni
rostliny je¢mene béhem stresu suchem. Vyznamné snizovaly degradaci fotosyntetickych
pigmentl a zpomalovaly poskozeni funkce PSII. Nekteré fotosyntetické parametry

oSetfenych rostlin byly dokonce pfiznivéjsi nez u ptislusnych kontrol.
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6 ZAVER
V prvnich experimentech byl optimalizovan postfik rostlin jeCmene, 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 zaklade ctyfech pokusi, pii kterych bylo stanoveno
mnozstvi zalivky tak, aby zalévané rostliny nebyly ve stresu suchem ani z ptiliSného 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 indexu
odrazivosti NDVI a PRI, méfeni velmi rychlé fluorescen¢ni indukce a vypocet parametru
Fv/Fum, (dV/dt)o, Vy a ABS/RC a v neposledni fadé také vyhodnoceni parametrd pomalé
fluorescenc¢ni indukce ®@psi, Pnrg, Pr,p a gp. Pro potvrzeni obsahu chlorofylu byla pouzita
invazivni metoda extrakce pigmentd z oddélenych listd se spektrofotometrickym
stanovenim. Posledni ¢ast prace je tvorena vyhodnocenim analyzy endogenniho obsahu
cytokininll v odebranych listech.

Z vyhodnocenych dat vyplyva, ze aplikované cytokininové derivaty vyznamneé snizily
degradaci fotosyntetickych pigmenti a oddalily poskozeni funk¢nosti PSII v intaktnich
listech jeCmene béhem zasychani rostlin. Postiik vybranymi cytokininovymi derivaty mél
také vyrazny vliv na nasledny metabolismus cytokinina v listech, nejvyznamnéjsi narast
v endogenni koncentraci byl zaznamenan u cZ, iP a mT typd. JeCmen vyuziva aplikované
cytokininy pfeménou na metatopoliny k syntéze potfebnych cytokininovych typl, které
disponuji protektivnimi ucinky na fotosynteticky aparat a rast 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 zemédélské praxi. I pres pozitivni vysledky, je nutna optimalizace pouziti

latek v polnich podminkach jako komercnich agrochemikalii.
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8 PRILOHY

Dalsi vyhodnocené parametry zhaseni fluorescence (®», NPQ) a <¢iselné hodnoty

detekovanych hladin cytokininti z experimentu 3.

Obr. 1: Parametry spocitané v ustaleném stavu pomalé fluorescencni indukce ve stavu

adaptovaném na svétlo (®p, NPQ).

Tab. 1: Ciselné hodnoty detekovanych hladin cytokinind.

59



0.780 0.780 ¢
B
0.770 | 0.770 } I
. "
& 0.760 | 0.760
0.750 | 0.750
0.740 0.740
S D S D> D S ) & S S
¥ ¥ O 8§ ¥ Y &S
S QQ’ od Q ) Q;Y"
Q ﬁt\t‘ QQ% é\t' é)
KS W
0.500 0,500 .
0.400 | 0,400 }
_ o |
o 0300 [ a 0.300 F I a 2
% I
' 0,200 | 0,200 f
0.100 0.100 |
0.000 0.000
S pe) b=) pe) p)
T I ¥ &8
& & & s & &

Obr. 1: Parametry spocitané v ustdleném stavu pomal¢ fluorescen¢ni indukce ve stavu adaptovaném na svétlo
v experimentu 3. Maximalni kvantovy vyt€zek ve stavu ptizpisobeném svétlu za piitomnosti aktinického
svétla (®p) a nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu (NPQ) intaktnich listi jarniho jeCmene
(Hordeum vulgare, L. conv. distichon) zalévanych rostlin (M) a rostlin vystavenych stresu suchem (S) po
14 dnech rastu, kdy byly 7. den aplikovany latky (vodatsmacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM)
foliarnim postfikem, R pfedstavuje rostliny bez zdsahu. V grafu jsou vyneseny mediany naméfenych hodnot
a kvartily (n=06). Statisticky signifikantni rozdily mezi dvojicemi K-MeOBAPM a DMSO-MeOBAP
vyznaceny riznymi pismeny. Pro normdlni data s rovnosti rozptylu testovano parovym t-testem, pro nerovné
rozptyly testovano Mann-Whitney Rank Sum testem (P < 0,05).

60



19

Tab. 1: Ciselné hodnoty detekovanych hladin cytokininti v listech 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 (vodatsmacedlo = K, DMSO, MeOBAP, MeOBAPM) foliarnim postiikem, R piedstavuje
rostliny bez zdsahu. tZ (trans-zeatin), tZOG (tZ O-glukosid), tZ9G (tZ 9-glukosid), cZ (cis-zeatin), cZR (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 tabulce jsou vyneseny priméry spocitané z naméfenych hodnot pro biologické replikaty £ SD (n=4-5).
< LOD = pod limitem detekce.

typy cytokinini [pmol'g FW]

tZ tZO0G tZ29G cZ cZOG cZR cZROG cZ9G
R-M 0,13 =002 037 =005 336 =020 055025 108,60 = 2407 0,49 =013 3,20 = 0.66 0,19 =003
K-M 0,16 =002 041 =013 3.93=1.01 0,71=023 12462 = 17,18 0,89 =036 224 =057 0.29 =007
DMSO-M 0,12= 0,03 0,38 = 0,04 3,59 =088 065=024 115381770 0,66 =014 269=041 023002
MeOBAP-M < L0OD 0,27 = 0,06 142 =056 053 =021 8241 =448 0,57 = 0,10 209=019 032 =007
MeOBAPM-M < LOD 0,28 = 0,02 1.46 £ 033 051013 73,65 £ 927 0,78 = 034 1.81 £ 021 032+010
R-S 0,15 = 0,11 041 =011 071 = 0,08 1,71 = 0,13 273,58 = 85,02 1.91 = 0,70 725 =089 0,05 = 0,04
K-S 0.05=002 0,38 = 0,04 0,97 =019 1.02 = 041 213.09 = 46,43 0,99 =027 5,68 = 097 0,09 =003
DMSO-S < LOD 0.3% = 0,06 1.04=020 144095 171,13 = 40,42 1710353 496 = 0,49 014 =006
MeOBAP-S < L0OD 0,36 = 0,04 1,10 = 0,27 1,18 = 0,58 182,73 = 2514 270=176 408 =049 033 =010
MeOBAPM-S < LOD 0,50 = 0,13 0,88 = 022 328+ 1.59 23350 £ 37,75 2,70 =047 437+ 0.81 042 =008

typy cytokinini [pmol'g FW]

iP iPR iP9G iPR5'MP mT mTR mI7G mt9G
R-M 142 = 089 0.87=032 1.07=035 1.35 =059 1.05 =032 <LOD < LOD 0,63 =008
K-M 131 =053 136 =037 1,20 = 0,63 < LOD 251=071 <LOD < 10D 062=020
DMSO-M 1.17=0.2% 1,29 = 048 123 =072 <LOD 149105 <LOD < LOD 468 =055
MeOBAP-M 217=046 149 =038 0,93 = 0.14 < LOD 40,30 = §.84 282=057 0,18 = 0.03 153968 = 222 46
MeOBAPM-M 122078 123 =033 033 =036 <LOD 672,52 = 89,54 1520 =233 203=051 394497 £ 30732
R-S 491 =239 3.67= 151 1.72= 101 3.66 =093 199 =202 <LOD < LOD <LOD
K-S 316= 158 295 =050 191=127 209=073 1120352 <LOD < 10D < LOD
DMSO-S 292178 343 =063 1,67 = 0,80 1,53 = 0,57 217 0,69 <LOD < LOD 267=08%
MeOBAP-S 344 =063 478 = 1.50 1.21 = 040 < LOD 31,66 = 13.26 369 =156 <LOD 846,65 = 150,93

MeOBAPM-S 234=123 §11=146 0,94 = 0.31 1.67 =043 104353 = 153.86 49.05 = 3.05 1,07 =020 430233 = 15925




