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Vliv glycin betulinu na kli¢eni vybranych druhu

Souhrn

Vodni deficit a zasoleni patfi mezi hlavni abiotické stresory, které ovliviuji rostliny
v mnoha ohledech jak v pfirozenych, tak i uméle vytvotrenych ekosystémech. A pravé kliceni a
rané vyvojové faze rostlin jsou k témto nepfiznivym podminkam velmi citlivé. Jednou
z moznosti, jak mohou rostliny ptekonavat stres suchem, je aplikace osmoticky aktivnich latek.
Mezi tyto latky patii i glycin betulin.

Cilem prace bylo pozorovat a zhodnotit vliv glycin betulinu na kli¢ivost a rast ranych
vyvojovych fazi rostlin v podminkach sucha nebo zasoleni u modelovych rostlin Lepidium
sativum L., Valerianella locusta L. a Lactuca sativa L., vyhodnotit piipadné toxické Gcinky
glycin betulinu u zvolené koncentra¢ni fady. Dale sledovat vliv vodniho stresu a zasoleni
simulované rozdilnymi koncentracemi roztokti NaCl, PEG a glycin betulinu na kli¢ivost semen
vybranych modelovych rostlin.

Laboratorni pokus diplomové prace ,,Vliv glycin betulinu na kli¢eni vybranych druha “
byl zalozen na Katedfe botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU v Praze. Pokus byl rozdélen
do Ctyf etap — test toxicity u fefichy seté pfi odstupniovanych koncentracich glycin betulinu
(0 g-1*; 0,014 g-1'%; 0,049 g-1"%; 0,07 g1, 0,091 g-1"; 0,112 g-1%; 0,14 g-17%; 0,49 -1 0,7 g1
0,91g:1*a1,12 g-I'Y), test toxicity u kozlicku polni¢ku v odstupiiovanych koncentracich glycin
betulinu (0 g-1*; 0,14 g-1"%; 0,49 g-1'%; 0,7 g-1'*; 0,91 g1t a 1,12 g-I"Y), semena polnicku klicici
Vv podminkéach zasoleni, které bylo simulovano 100 mM NaCl spolu s odstupfiovanymi
koncentracemi glycin betulinu (0 g-I'%; 0,14 g-1"%; 0,49 g1, 0,7 g-1"%; 0,91 g-l*a 1,12 g-IY) a
kliceni semen salatu v podminkach sucha simulovaném 10% a 30% PEG 6000 (vodni deficit)
a vodni deficit (10% PEG) s odstupiiovanymi koncentracemi glycin betulinu (0 g-I?;
0,091 g-I'%; 0,14 g1, 0,7 g:-1"a 1,12 g-I"h). Do Petriho misky s filtra¢nim papirem bylo p¥idano
5 ml roztoku. A na nasaknuty filtra¢ni papir bylo poté umisténo 30 semen, kazda varianta méla
5 opakovani. Pokus probihal v fizenych podminkach, kdy Petriho misky byly umistény do
inkubatoru, ve kterém méla semena nastavené vhodné podminky pro kli¢eni.

Byla sledovana primérna kli¢ivost semen (SG), energie kli¢eni (GE), rychlost kliceni
(GR), index kli¢ivosti (GI) a pramérny pocet vykli¢enych semen. Dale byla méfena pramérna
délka kofink nad 2 mm, délka hypokotyli a hmotnost FW a DW piepocitana na hmotnost
jedné rostlinky v mg.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze glycin betulin pozitivné ovlivnil kli¢eni semen.
Nejvhodnéjsi podminky pro kli¢eni byly sledovany u pokusu se semeny fetichy a saldtu. Méné
pfiznivé podminky byly poté zjistény u polni¢ku oSetieného pouze glycin betulinem. A naopak
nejméne priznivé podminky byly zjistény u kli¢icich semen polnicku v podminkach zasoleni.

Dle navrhovanych hypotéz bylo potvrzeno, ze glycin betulin neinhibuje kliceni semen.
Téz aplikace osmoticky aktivni latky — glycin betulin pozitivné ovlivnila kli¢eni polnicku
v zasolenych podminkach. | kdyZz semena v téchto podminkach kli¢ila, byla ovlivnéna



toxickymi uéinky ionti Na* a Cl". Byla prokazana i posledni hypotéza, ze glycin betulin ovlivni
kli¢eni a rist v podminkéach vodniho deficitu.

Klicova slova: glycin betulin, abiotické stresory, kli¢eni, riist



Effect of glycin betuline on germination of selected
species

Summary

Water deficit and salinity are the main abiotic stressors that influence plants in many
ways in both natural and artificial ecosystems. These unfavorable conditions mostly affect the
germination and early stages of plant development. One of the ways how plants cope with
drought is creation of osmotically active substances. Glycine betulin is one of them.

This work's main goal was to observe and evaluate the effect of glycine betulin on
germination and growth of plants in the early stages of plant development in drought and saline
conditions. The observed plants were Lepidium sativum L., Valerianella locusta L. and Lactuca
sativa L. Possible toxicity of glycine betulin was evaluated for selected concentration row in
model plants. Furthermore, to observe the influence of different concentrations of NaCl, PEG,
and glycine betulin on germination of selected model plants.

The laboratory experiment of this thesis — "Effect of glycine betulin on germination of
selected plants™ was based on the Department of Botany and Plant Physiology, Faculty of
Agrobiology, Food and Natural Resources, University of Life Sciences in Prague. The
experiment was conducted in four stages — test of toxicity for graded concentrations of glycine
betulin (0 g1 0.014 g-1%; 0.049 g1 0.07 g1 0.091 g1 0.112 g1 0.14 g1 0.49 g1,
0.7 g1%,091 gltand 1.12 g1?) on watercress; test of toxicity for graded concentrations of
glycine betulin (0 g-1?%; 0.14 g'1%; 0.49 g1 0.7 g1t 091 g1t and 1.12 g1?) on lamb’s
lettuce; seed germination of lamb’s lettuce in saline conditions, which was simulated 100 mM
NaCl with graded concentration of glycine betulin (0 g-1?%; 0.14 g1, 0.49 g1t 0.7 gl
0.91 gltand 1.12 g1?') seeds of lettuce in drought conditions simulated by 10% and 30%
PEG 6000 and 10% PEG with graded concentration of glycine betulin (0 g-1'; 0.091 g-1';
0.14 g1% 0.7 gltand 1.12 g1?%). 5 ml of solution was added to Petri dishes with filtration
paper. Thirty seeds were placed on soaked filtration paper, and each variant was done in five
repetitions. The experiment was conducted in controlled conditions — Petri dishes were placed
in incubators, where are good conditions for seed germination.

Average seed germination (SG), germination energy (GE), speed of germination (GR),
germination index (GI), and the average number of germinated seeds were monitored.
Furthermore, the average length of roots over 2 mm, the length of hypocotyls, and the weight
of FW and DW adjusted to the weight of one plant were measured.

The obtained results show that glycine betulin had a positive effect on seed germination.
The most suitable conditions for germination were observed in an experiment with watercress
and lettuce seeds. Less favorable conditions were then found in lamb's lettuce with only glycine
betulin. Contrary, the least favorable conditions were found for germinating lamb's lettuce seeds
in salinity conditions.

In accordance with the suggested hypothesis it was confirmed that glycine betulin does
not inhibit germination. Also, the application of an osmotically active substance — glycin betulin



positively affected the germination of lamb's lettuce in saline conditions. Even though the seeds
germinated under these conditions, they were affected by the toxic effects of Na* and CI" ions.

The last hypothesis that glycine betulin has an impact on germination and growth in
water-deficient conditions was also confirmed.

Keywords: glycin betuline, abiotic stress, germination, growth
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1 Uved

Zmény klimatu jsou jednim z velmi diskutovanych témat soucasnosti. Jednim z obort,
kterému tyto zmény zpusobuji fadu problému, je zeméd¢€lstvi. Nejzavazngjsi rizika spojena
s proménlivosti a zménou klimatu predstavuji zejména vyrazné vykyvy v mnozstvi a rozlozeni
srazek béhem roku, které se zadinaji projevovat i na tGizemi Ceské republiky. Tyto zmény
zpusobuji zemédélciim znacné Skody projevujici se na kvalité a vynosech plodin.

Na rostliny béhem jejich vyvoje pusobi celd fada vnéjSich a vnitinich ¢initela, které
néjakym zpasobem vice ¢i méné ovliviuji jejich rist. Stresory jsou obecné déleny na abiotické
a biotické. Sucho a zasoleni jsou hlavnimi abiotickymi stresory, které ovliviiuji rostliny
v mnoha ohledech a které vzhledem k jejich vyskytu a rozsahu v nékterych oblastech mohou
pusobit zna¢né ekonomické skody. VSechny tyto stresory ovliviiuji hospodateni rostlin s vodou.
Voda ma na rozdil od mineralnich zivin v ekosystému velmi rychly kolobéh a jeji zasoba
v rostlinach i v pud¢ staci jen na omezenou dobu. Pro udrzeni maximalni rychlosti ristu je tieba
udrzovat pln¢ turgescentni stav bunck. Prvnimi rostlinnymi orgdny, na kterych jsou
pozorovatelné viditelné zmény vlivem vodniho deficitu, jsou listy. Toto mize byt problém
hlavn¢ pfi péstovani listovych zelenin. Pfi dlouho trvajicim vodnim deficitu dochazi
K nevratnym zménam a v posledni fazi az k ahynu celé rostliny.

Semena piedstavuji zcela zasadni fazi zivota rostlin — rostliny se semeny rozmnozuji,
Sifi na nova stanovisté a zajistuji preziti rostlin v nepfiznivych podminkach. Semena jsou
nejcitlivéjsi ke stresovym podminkam pravé v obdobi kliceni a vzchazeni. Stesové faktory se
na semenech projevuji snizenim kli¢ivosti, ztratou vitality vedouci k redukci vzchazivosti a
rustu kli¢enct.

Pod vlivem abiotickych stresori akumuluji nékteré rostliny ve svych bunkach
osmoticky aktivni latky, které ptispivaji ke zlepSeni vodniho stavu v rostling. V této diplomové
praci byla vénovana pozornost Géinku glycin betulinu na kli¢eni a rust ranych fazi rostlin
v podminkéch vodniho deficitu nebo zasoleni. Byly vybrany tii druhy semen listovych zelenin
— feficha seta 'Danska’, kozlicek polnicek 'Larged Leaved' a locika seta 'Kral Maje'.

| vzhledem k progn6zam odhadujicim, Ze se na nasem uzemi budeme muset stale ¢ast&ji
potykat s delsim obdobim bez destovych srazek, 1ze brat pravé osmoprotektanty jako vhodné
latky k udrzeni zZivotaschopnosti rostlin béhem kli¢eni, a to po dobu, kdy budou vystaveny
vodnimu deficitu nebo zasoleni.



2  Védecka hypotéza a cile prace

Zasoleni a vodni deficit jsou hlavnimi abiotickymi stresory, které ovliviiuji zivot rostlin.
Kli¢eni a rané vyvojové faze rostlin jsou k témto stresorim nejcitlivejsi. Proto v souc¢asné dobé
probiha vyzkum nejriiznéjSich ucinnych latek, které by omezily dopady stresort na zakladni
fyziologické procesy. Z toho diivodu byla v této diplomové praci vénovana pozornost vlivu
glycin betulinu na kli¢eni vybranych druhi rostlin v podminkach sucha nebo zasoleni.

Cile diplomové préce l1ze shrnout do nasledujicich bodu:
e Vyhodnotit piipadné toxické ucinky glycin betulinu u zvolené koncentrac¢ni fady
kli¢icich rostlin.
e Sledovat a vyhodnotit t¢inek glycin betulinu na kli¢eni a rlist v podminkach sucha
a zasoleni u vybranych druhii.

e Sledovat vliv rozdilnych koncentraci roztokli NaCl, PEG a glycin betulinu
na kli¢ivost semen vybranych modelovych rostlin.

Na zakladé vySe zminénych cill je mozné stanovit tyto navrhované hypotézy:
e Glycin betulin neinhibuje kliceni rostlin.
e Glycin betulin ovlivni kliceni a rst v podminkach zasoleni.
e Glycin betulin ovlivni kliceni a rist v podminkéach vodniho deficitu.



3 Literarni reSerse

3.1 Kliceni

Kliceni je komplexni proces, béhem kterého se musi semeno fyzicky obnovit po
vysuSeni zranim, obnovit trvalou intenzitu metabolismu, dokoncit nezbytné bunééné zmény,
které umozni rust zarodku, a ptipravit v§e pro rast budouci rostlinky (Rajjou et al. 2012;
Nonogaki et al. 2010). Podle Seré (2019) je kli¢eni obnoveni metabolické aktivity semen, které
vede k prodluzovani radikuly (kofinku) a hypokotylu (¢lanek poddélozni) u embrya. Kli¢ek
(radikula) protrhne osemeni a semeno, vizualné vykli¢i. ,,Fyziologické kliceni vSak zacina, jiz
pfed uvolnénim klicku, a to se za¢atkem prodluzovani embryonalnich bunék. Rostouci embryo
Cerpa ziviny ze zasobnich latek (Skrob, glycidy a lipidy), které postupné spotiebovava.
Zakotvenim klicku v substratu a uvolnénim plumuly zosemeni piechdzi vyvijejici se
semenadek na autotrofni vyzivu* (Bentsink & Koornneef 2008; Sera 2014).

Proces kli¢eni zacina piijmem vody tzv. bobtnanim semene. Pfijem vody je aktivovana
fada fyziologickych procest. (McDonald 1994). Voda je semen nasakovana ve tfech fazich.
Prvni faze bobtnani je velmi rychla, kdy dochazi k intenzivnimu nasakovani vody (vlastni
bobtnani). Poté nasleduje druhd a po ni tieti faze. Tieti faze nastane tehdy, kdyz se kotfinek
zarodku prodlouzi natolik, Ze protrhne kryci vrstvu semene tzv. testu (Bewley 1997). Pti kli¢eni
dochazi k pfeméné semene na vzeslou rostlinku. Zatimco semeno je vybaveno dostate¢nou
zasobou zivin, které jsou nutné pro vykliceni, mladad rostlinka je zavisld na vnéjSich
podminkach (Lambers et al. 2008).

3.2 Prubéh kliceni

Zralé semeno obsahuje vyrazné méné vody (5-15 %) oproti rostlinnym pletiviim a jeho
Zivotni aktivitou je jen slabé dychani (Bewley et al. 2013). V tomto latentnim stavu jsou semena
schopna prezit rizné neptiznivé podminky jako je sucho, extrémni teploty, nedostatek kysliku,
zasoleni a tma. Kliceni je komplexni proces, ktery za¢ind pfijmem vody suchym semenem
a konci tehdy, kdyz ¢ast embrya nejcastéji kofinek vyroste natolik, ze narusi obalové vrstvy
semene (Bewley & Black 1994).

Semeno ptijma vodu ve tfech fazich (obrazek 1). V prvni fazi dochazi k intenzivnimu
nasavani vody, jde 0 takzvané vlastni bobtnani (imbibici). Prvni stadium pi#ijmu vody suchymi
semeny je kritickym obdobim kli¢eni (McDonald 1994). Ve druhé fazi dochazi ke sniZeni
pfijmu vody semenem a zdroven je udrZzovano dosavadni mnoZstvi vody v semeni. Tato faze je
kone¢na pro mrtvd a dormantni semena. Tteti faze nastava po dovrSeni procesu kliceni, kdy
kofinek prorusta obalovymi vrstvami semene, a pfijem vody se opét zvysi (Finch-
Savage & Leubner-Metzger 2006; Nonogaki et al. 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koornneef%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22303244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243337/#i1543-8120-70-1-1-b69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243337/#i1543-8120-70-1-1-b69

mnoZstvi
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pocatek viditelného kI’CoL/

v

faze I. fyzikalni piijem vody - bobtnani
faze Il. zakladni biochemické pochody = aktivace enzymi

faze II1. fyziologicky piijem
Obrazek 1: Piijem vody semeny pii kli¢eni (Bewley & Black 1978, upraveno)

»Mnoha semena jsou schopna pfijmout vzhledem ke své pivodni hmotnosti znacné
mnozstvi vody. Jakmile semeno nabobtna, dokaze si vodu udrZet po ur¢itou dobu. Pii bobtnani
semene dochazi k obnoveni metabolické aktivity zarodku, v¢éetné¢ dychani “ (Koizumi et al.
2008).

Jednou z prvnich zmén, ke které¢ dochazi v prubéhu bobtnani, je obnova dychani. Po
prudkém pocéatecnim narustu piijmu kysliku rychlost spotieby klesa az do té doby, nez kotinek
proroste obalové vrstvy. Poté nastane dal$i rychly narust v pfijmu kysliku. Uvniti semene je
uloZeno embryo (zarodek) a veSkeré zasobni latky, které semeno pottebuje pro pocatecni rist
a vyzivu zarodku (Bewley 1997). Dokonceni procesu kli¢eni vyzaduje rustovy potencial
embrya K piekonani odolnosti endospermu a obalovych vrstev (testa), které je fizeno
hormonalni rovnovahou mezi ABA a GB (Sechet et al. 2016).

K tomu, aby semena nekli¢ila, 1 kdyZ jsou podminky pro kli¢eni ptihodné, ale nejsou
dostacujici, slouzi dormance semen (Lambers et al. 1998).

V laboratornich podminkach se za vyklicené semeno povazuje takové, u kterého je
viditelny kofinek, ktery prorazil povrchovou vrstvu semene, testu (osemeni) a je dlouhy 1-3
mm (Sera 2019).

3.3 Typy kliceni

Bunky radikuly a hypokotylu se zacinaji prodluzovat a délit diive nez buiiky plumuly
(meristematicky zaklad vrcholu stonku). Plumula za¢iné obvykle intenzivné riist
aZ po zakotveni primarniho kofinku v ptidé. Ziviny potfebné pro riist v této fazi ziskava kli¢ici
embryo ze zasobnich latek, které jsou ulozeny v zasobnich pletivech nebo v embryu samém
(Copeland & McDonald 1999). Existuji dva typy kli¢eni — hypogeické a epigeické. Nasledujici
Cast kapitoly bude zpracovana podle Whalley et al. 1999; Tillich 2007 a Ever & Eichhorn 2013.



3.3.1 Dvoudélozné rostliny

3.3.1.1 Hypogeické kliceni

Pii hypogeickém Kkliceni (obrazek 2) se intenzivné prodluzuje epikotyl (prvni
naddélozni ¢lanek) a délohy zastavaji pod zemi. Pokud jsou zasobni latky ulozené v délohach,
funguji cotyledony zaroven jako zasobni organy, a to az do odebrani veskerych Zivin a posléze
odumiraji. Tento typ klieni je typicky pro hrach sety (Pisum sativum L.), jirovec madal
(Aeusculus hippocastanum L.) a bob obecny (Vicia faba L.).

Epicotyl

Pisum sativum L.

Obrazek 2: Hypogeické kli¢eni hrachu (Ever & Eichhorn 2013, upraveno)

3.3.1.2 Epigeické kliceni

Tento typ kli¢eni je evoluc¢né primitivnéjsi nez kli¢eni hypogeické (Copeland &
McDonald 1999). Pti epigeickém kli¢eni (obrazek 3) dochazi k intenzivnimu prodluzovani
hypokotylu (poddélozni ¢lanek) a délohy jsou vyneseny nad povrch pudy. AZ na nékteré
vyjimky plni délohy funkci zasobnich organd, jsou v nich uloZeny zasobni latky. Po jejich
vycerpani délohy zezelenaji a zaCinaji fotosyntetizovat. U fazolu slouzi délohy pouze jako zdroj
zasobnich latek a po jejich vycerpani délohy odumiraji. Epigeické kliceni je typické pro fazol
zahradni (Phaseolus vulgaris L.), okurku setou (Cucumus sativus L.) a len zahradni (Linum
ussitatissimum L.).



Hypocotyl

Lateralni koreny

Phaseolus vulgaris L.

Obrazek 3: Epigeické kliceni u fazolu (Ever & Eichhorn 2013, upraveno)

3.3.2 Jednodélozné rostliny

3.3.2.1 Hypogeické kliceni

Jednodélozné rostliny maji pouze jednu délohu (scutellum), ktera zdstava v obilce
pritisténa k endospermem, ze kterého Cerpa potiebné ziviny. U téchto rostlin nejprve vyrista
primarni kofen z radikuly, pozdé&ji se objevi zaklady adventivnich kofent, které vyrustaji z baze
stébla. Po zakrnéni primarniho kofene pievezmou funkci kotfeny adventivni. Dale nad povrch
pudy vyrusta koleoptile (blanita pochva), uzavirajici uvniti zaklady prvnich listt (obrazek 4).
Tento typ kliceni je typicky pro ¢eled’ lipnicovité (Poaceae).

3.3.2.2 Epigeické kliceni

Zvlastni typ kli¢eni (obrazek 5) probiha u cibule (Allium cepa L.), ktera ma velmi
dlouhou d€lohu, jejiz spodni a stfedni ¢ast se zac¢ina prodluzovat a protahovat. Poté se zakiivi
a vV misté ohybu prordzi nad povrch pudy. Zaroven je z osemeni vytlaovan primarni koten.
Vrcholova ¢ast délohy zustava uvniti endospermu. Tato ¢ast délohy ¢erpa ziviny z endospermu,
zatimco nadzemni ¢ast zezelena a fotosyntetizuje. Posléze se d¢loha narovnava a dostava se
celd nad zem. Zahy poté zacinaji vznikat adventivni kofeny.



SPrvni list

Koleoptile

Zea mays L.

Obrazek 4: Hypogeické kli¢eni u kukutice (Ever & Eichhorn 2013, upraveno)
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Obrazek 5: Epigeické kliceni u cibule (Ever & Eichhorn 2013, upraveno)



3.4 Faktory ovlivitujici kliceni semen

3.4.1 Vnéjsi faktory

3.4.1.1 Voda

Pro kliceni je pfitomnost vody nezbytnd, dehydratované semeno musi nejprve nasat
dostate¢né mnozstvi vody (nabobtnat), aby mohly byt aktivovany metabolické a biochemické
procesy. Voda také aktivuje fadu zékladnich fyziologickych pochodu kli¢eni. Semena jsou
velmi citliva na piili§ rychlé bobtnani, chlad a nedostatek kysliku (McDonald 1994). Rychlost
pfijmu vody neni v prub¢hu kliceni konstantni. K nejintenzivnéj$Simu piijmu vody semenem
dochazi bezprosttedné poté, co s ni ptijde do styku. Rychlost absorbce vody je mino jiné zavisla
na osmotickém tlaku a teploté. K dalSimu nérustu ptijmu vody dochazi, jakmile kotinek embrya
protrhne osemeni. Rychlost bobtnani semen zavisi na mnozstvi dostupné vody v ptide a na
tvrdosti (popf. prostupnosti) osemeni pro vodu (Sera 2012).

Iu mrtvych semen mtize dojit k jejich zbobtnani, tato semena vsak nevykli¢i (Nonogaki
et al. 2010). I kdyZ jsou piitomny vSechny ostatni faktory, nenastane kliceni bez vody nebo
vlhkosti. Nedostatek vody snizuje kli¢ivost a zptisobuje zpozdéni v zah4jeni kliceni (Al et al.
2017)

3.4.1.2 Teplota

Dalsim dulezitym faktorem, ktery ovliviuje kliCeni je teplota. Semena riznych druhti
jsou schopna kli¢it v ur¢itém rozsahu teplot (Song et al. 2005). VétSina semen rostlin naseho
vegetacniho pasu kli¢i nejlépe pii 16-24 °C (,,pokojova teplota®). Pii teplotdch pod bodem
mrazu nebo teplotich vyrazné vyssich (35 °C) se kli¢eni zpomaluje nebo ustava tplné (Sera
2014). U ngkterych druhti semen ma na klicivost vliv i kratkodobé vystaveni semen vyssi
teploté (borovice, sekvoje, eukalypty), tyto druhy rostou v mistech s pravidelnymi pozary
(Vega et al. 2009). Naopak nekteré druhy potiebuji k vykli¢eni pifedsetové osetieni chladovou
stratifikaci (ovocné dieviny) (Kermode 2005).

3.4.1.3 Svétlo

Svétlo na rozdil od pfedchozich faktorim neni vZdy nutnou podminkou pro kliceni.
,»Svetlo pisobi na kliceni semen prostfednictvim fytochromového systému v zavislosti
na vinové délce, intenzité nebo délce trvani (Georghiou & Kendrick 1991). Kazdy rostlinny
druh upfednostiiuje jiné naroky* (Sera 2014). U mnoha rostlinych druht kli¢i semena stejné
na svétle 1 ve tmé, zatimco nékteré druhy ke kli¢eni pottebuji bud’ svétlo nebo tmu (Baskin &
Baskin 1988). Semena mizeme podle citlivosti ke svétlu délit na pozitivn€, negativné a
neutralné fotoblastické. Pozitivné fotoblastické druhy semen ke svému kli¢eni nutné potiebuji
svételny stimul. Naopak U negativné fotoblastickych semen je svétlem kli¢eni inhibovano.
Semena s neutralni citlivosti ke svétlu jsou schopné kli¢it na svétle i ve tmé (Takaki 2001).



3.4.1.4 Kyslik

Pomér kysliku a oxidu uhlicitého je dalsim dilezitym faktorem pro kliceni semen.
Nedostatek kysliku, nebo naopak zvysené mnozstvi oxidu uhlicitého inhibuje proces kliceni
(Bewley & Black 1994). Jednou z prvnich zmén pii bobtnani je obnova respiracni aktivity,
ktera mtze byt detekovana béhem nékolika minut. Po prudkém pocatecnim narustu spotieby
kysliku, rychlost klesé az do té doby, nez kofinek pronikne obalovymi vrstvami (Bewley 1997).

3.4.2 Vnitini faktory

3.4.2.1 Dormance semen

Dormance je definovana jako neschopnost zivotaschopného semene klicit, pfestoze jsou
ptiznivé podminky pro jeho kli¢eni. (Bewley 1997; Finch-Savage & Leubner-Metzger 2006).
Obdobi klidu je vrozena vlastnost semene, kterd je vymezena podminkami prostiedi, ve kterych
je semeno schopné kli¢it. Tyto podminky jsou alespon ¢astecné tfizeny rostlinnymi hormony,
atopiedevsim ABA a GA (Finch-Savage & Leubner-Metzger 2006). Dormance se
pravdépodobné vyvijela rizn€ napii¢ druhy, a to pfizplsobenim riznym stanoviStnim
a sezonnim podminkéam, takZe k vykliceni dojde, aZ kdyZ budou vhodné podminky pro zalozeni
nové generace rostlin (Vleeshouwers et al. 1995; Baskin & Baskin 2004; Fenner & Thompson
2005).

Dormnace semen je pfirozenym zptisobem umoziujici zachovani rostlinného druhu. Bouhzel
pii vyuzivani rostlin pro zemédélskou produkei ptsobi dormance negativné (Pazdert 2010).

RozliSujeme dva typy dormance, a to dormanci primarni a sekundarni. Dormance
primarni (vrozena) je typicka pro rostliny, jejichz semena nejsou schopna vykli¢it ihned po
dozrani na mateiské rostliné (Hilhorst 1995; Bewley 1997) Tento typ dormance se projevuje
bez ohledu na podminky prostiedi, chrani semena, aby nevyklic¢ila pted nastupem nepiiznivych
podminek pro rlst. Je navozena predevS§im inhibi¢nimi vlivy ABA, b&hem zrani semene na
matefské rostling (Finch-Savage & Leubner-Metzger 2006 ) Dokud nedojde k prolomeni nebo
pfekonani této dormance semeno nevyklici.

Semena, kterd primarni dormanci nikdy neméla (vnucend dormance), nebo kterd ji jiz
ukoncila (indukovana dormance) mohou vstoupit do stavu sekundarni (vyvolané) dormance.
V tomto stavu klidu mohou semena ziistdvat bud’ kratkodobé&, do obdobi zlepSeni podminek,
nebo douhodobé 1 po nekolik sezéon. Sekundarni vnucena dormance je stav vyvolaného obdobi
klidu, ve kterém je semeno udrzovano diky nevhodnym podminkam pro kli¢eni. To znamena,
ze k ukonceni ,,stavu nekliceni‘‘ dojde pouze tehdy, dokud nenastane vhodnd kombinace
pusobicich faktorti prostiedi. Indukovand sekundarni dormance se fyziologicky podoba
dormanci primarni. Aby se semeno ztéto dormance probudilo, nesta¢i Ktomu nastup
piiznivych podminek, ale je zapotiebi n&jaky ,.podnét navic** napiiklad svétlo (Sera 2012).

Zahajeni a ukonceni dormance je fizeno mnoha regulatory, jako jsou rostlinné hormony
a bilkoviny (Née 2017). Dormance a kli¢eni semen jsou odlisné fyziologické faktory. Pfechod
mezi dormanci a kli¢enim je zasadnim vyvojovym krokem v Zivotnim cyklu rostliny, ale také
dilezitym faktorem v zemé&délské vyrobé (Shu et al. 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243337/#i1543-8120-70-1-1-b27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243337/#i1543-8120-70-1-1-b69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243337/#i1543-8120-70-1-1-b69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3243337/#i1543-8120-70-1-1-b69

Baskin a Baskin (2004) rozliSuji pét typti dormanci:
1. Fyziologicka (PD)

U fyziologické dormance je dormantni stav udrzovan fyziologicky. Rozlisuji se
tf1 arovné a to lehka, stiedni a nehluboka fyziologicka dormance. Lehka dormance se
dale jesté de€li na pét typu dle pozadavki na teplotu.

2. Morfologicka (MD)

V semenech s morfologickou dormanci je embryo malé (nedostate¢né vyvinuté).
A¢ je jiz zarodek (embryo) plné diferenciovan (lze odlisit hypokotyl od radikuly),
semeno nevykli¢i v disledku pfili§ malé velikosti zarodku. K ukonceni této dormance
neni zapotiebi ptisobeni vnéjSich podnétli, semena jednoduse potiebuji ¢as, aby mohla
vyklicit.
3. Morfologicko — fyziologicka (MFD)

U semen stouto dormanci je dormance podminéna jednak nedostatecné
vyvinutym zarodkem (embryo), tak fyziologicky.
4. Fyzikalni (FYD)

Fyzikélni dormance je zplsobena ptitomnosti pro vodu nepropustnych vrstev
v obalech né¢kterych semen. Prolomeni této dormance spocivd v tom, Ze musi byt
naruseny obalové vrstvy semene, a to mechanicky nebo chemicky.
5. Kombinovana (FYD+FD)

Kombinovand dormance je spojeni dormance fyziologické a fyzikalni.

3.4.2.2 Fytohormony

Podstatnou roli pii kliceni semen hraji fytohormony. Jedna se predevsim o kyselinu
abcisovou (ABA), ktera je souc¢asti mechanizmu branici pfed¢asnému kli¢eni semen (Kermode
2005). Dalsi dtlezity fytohormon je kyselina giberelova (GAz), kterd se podili na ukonceni
dormance semen (Nonogaki 2014). Zmény v koncentracich téchto vySe uvedenych
fytohormond, jsou nezbytné pro zahajeni nebo udrzeni primarni dormance. Kromé toho
existuji cesty, které funguji nezavisle na biosyntéze téchto hormont (MacGregor et al. 2015).
Ackoli ABA a GA jsou primarni fytohormony, které antagonisticky ovliviiuji dormanci semen.
Nedavna zjisténi ukazuji, ze také auxiny hraji dlilezitou roli pfi zahdjeni a udrzeni dormance.
(Shu et al. 2016). Dalsi fytohormon, ktery podporuje kliceni, je etylén. Podle Matilla (2000)
u n€kterych druht rostlin produkce etylénu na zac¢atku imbibice ptispiva ke zruseni dormance.

3.4.2.3 Vliv matetské rostliny

Gutterman (2000) uvadi, ze pro kli¢eni je také vyznamny vliv matefské rostliny. Kli¢ici
semeno muze byt ovlivnéno umisténim zrajiciho semene v ramci kvétu, kvétenstvi ¢i plodu,
dale staifim matef'ské rostliny v dobé zrani semene a plisobenim vnéjSich podminek, které
pusobi na matetskou rostlinu.
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3.4.2.4 Ostatni vnitini faktory

Neschopnost kliceni mtze byt zpusobena dal§imi vnitinimi faktory — napiiklad
nepropustnosti povrchovych vrstev osemeni pro vodu ¢i plyny, jeho vyrazna mechanicka
pevnost nebo nedostate¢né vyvinuté embryo (Finch-Savavge & Leubner-Metzger 2006;
Smykal et al. 2014). Na kli¢eni ma také vliv zralost semen, jejich vitalita nebo genotyp.
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3.5 Stres rostlin

Vzhledem k tomu, Ze rostliny ziji pfisedlym zptisobem Zzivota, ktery jim neumoziuje
uniknout pfed plisobenim stresorti, vyvinuly rizné u¢inné obranné mechanismy potiebné
pro pteziti v jejich pfirozeném prostiedi. Pokud rostlina neni schopna zvladnout piisobeni
stresort, dochazi u ni ke zpomaleni Zivotnich funkci, poskozeni jednotlivych organii a v krajnim
ptipad¢ i k uhynuti ¢asti nebo rostliny samé (Schinokazi et al. 2015).

V biologickych systémech neni obvykle pojem stres vysvétovan jednotné. Protoze dle
Johnes & Johnes (1989) a Gaspara et al. (2002) je stres zménény fyziologicky stav zptisobeny
jinymi faktory, které maji tendenci ménit metabolickou rovnovahu.

Dle Nilsen & Orcutt (1996) a Orcutt & Nilsen (2000) je termin stres obvykle pouzivan
pro souhrnné oznaceni stavu, ve kterém se rostlina nachazi pod vlivem stresorti. Podle téchto
autortl je stres dynamicky komplex mnoha reakci. Obecné Ize stres definovat jako nepiiznivé
plsobeni enviromentalnich vlivii na rostlinu. Dle Levitta (1980) 1ze toto pojeti vysvétlit ve dvou
koncepcich. Prvni znich vychazi z prosté mechaniky. Cim vétsim stresem na rostlinu
pusobime, tim silnéj$i odezvu u rostliny zaznamename. Z toho vyplyva, ze ¢im vétsi stres
na rostlinu pisobi, tim vétsi bude poskozeni celého organismu. Podle druhé teorie predstavuje
stres jakoukoliv zménu vnéjsiho prostiedi, kterd mtize zpomalit nebo neptizniveé ovlivnit rist a
vyvoj rostlin (Hnilicka & Hnilickova 2016).

Dle Ashraf & Harris (2005) ma stres piesnou definici z fyzikalni védy, kdy jde o silu
na jednotku plochy, ktera jedna na zaklad€ materialu, navozuje napéti, a vede k morfologickym,
vyvojovym a metabolickym zménadm. Larcher (2001) konstatuje, Ze za stres mulZe byt
povazovana vyznamna odchylka od optimalnich podminek pro Zivot, nebo se miize jednat
0 stav ¢1 odpovéd’ na konkrétni situaci celého daného organismu.

Levitt (1980,1982) poprvé pouzil pojem stres a strain. Stres definoval jako tlak vnéjSiho
prostiedi, které na rostlinu ptisobi. Strain popsal jako fyziologickou zménu, ktera je vysledkem
pusobeni environmentalniho stresu. Podle autora lze strain (napéti, zatéz, deformaci) rozd¢lit
na reversibilni, vratnou (elastickou) nebo ireversibilni, nevratnou (plastickou) (Larcher 2003).
Levitt (1980) popsal lehky stres jako elastickou zatéz rostliny. Elasticka deformace reprezentuje
vratné zmény metabolismu pfi novych podminkéach. Pokud se efekt stresoru stava zna¢nym,

Zatimco Karnner et al. (2010) definoval stres jako zménu ve fyziologii, ke které dochazi,
pokud jsou druhy vystaveny neptiznivym podminkam.

Grimy (1979) chépe stres jako jakékoliv pisobeni prostiedi, které omezuje fotosyntézu
(napt. extrémni teploty, nedostatek vlahy ¢i zastinéni). V Grimové teorii lze pojem stres
nahradit za ,,extrémni podminky‘*.

Lichtenthaler (1996) a Karnner et al. (2010) vnimaji stres jako kazdy nepfiznivy stav,
ktery néjakym zptsobem ovliviiuje nebo blokuje rist rostlin.

Michal (1994) uvadi, ze anglicky vyraz ,stress‘‘ 1ze ptelozit jako ,,tlak, duraz, tisen ¢i
nesnaz* ‘. Jako technicky termin neoznacuje podnét, pfi¢inu nebo poskozeni organismu, ale jeho
stav. Stres je tedy stav, ve kterém se Zivy organismus nachazi pfi mobilizaci, obrannych,
napravnych procesech vici podnétim piesahujicim obvyklé rozpéti homeostaze. Toto pojeti
stresu je naprosto odlisné od Grimovy teorie z roku 1979. Stresové reakce maji obycejné tyz
charakter bez ohledu na druh podnétu (nejsou nijak specifické ve vazbé na pficinu stresu).

12



V odolnosti vuci podnétu se jedinci téhoz druhu zna¢né odliSuji. Odolnost vici stresu neni
striktné geneticky determinovana (muze byt do urcité miry individualné modifikovana).

Keddy (2007) definoval stres jako jakykoliv nepfiznivy faktor, ktery snizuje u rostlin
produkci biomasy. Ke stejné teorii pojeti stresu u rostlin doSel i Schinokazi et al. (2015).

Jansen & Potters (2017) mluvi o stresu jako o ,,znevyhodnujicim vlivu®, ktery plisobi
na rostlinu pomoci biotickych a abiotickych faktord.

Podle Larchera (2001) je nutné uvédomit Si, ze stres u rostlin obvykle nepiedstavuje
ustaleny stav, ale zpravidla se jednad o dynamicky komplex mnoha reakci a zavisi na tom, zda
na rostlinu ptisobi abioticky ¢i bioticky stresor. V pocatecnich fazich jsou tyto reakce a zmeény
vratné, ale pozd¢ji se mohou stat trvalymi.

Ve vétsiné piipadd jednotlivé stresové faktory neplsobi oddélen€, ale vétSinou
v kombinaci, proto je stresova fyziologie rostlin komplikovanégjsi. Komplikovanost je déna
mimo jiné také tim, Ze stresorem mohou byt ohrozeny pouze nékteré rostlinné organy, nikoliv
cela rostlina (Schulze et al. 2005). Podle Mittlera (2006) se Casto vliv stresorti na rostliny
hodnoti jednotlive, avSak v pfirozenych podminkach plisobi na rostliny zpravidla vice faktori
soucasn¢ (napf. vysoka teplota, vodni deficit). Oddélen¢ pusobici stresory mohou vyvolat
odlisné reakce a nemusi proto pfimo vést k uhynu rostliny v porovnani s jejich kombinaci, které
pro Zivot rostlin pedstavuji nepiekonatelnou piekazku (Schulze et al. 2005).

Larcher (2003) a Lichtenthaler (1996) rozd¢luji stresovou reakci do nékolika fazi:
poplachova, restituéni, rezistence a vycerpani. Ze schématu (obrazek 6) vyplyva, Zze
bezprostiedné po zacatku plsobeni stresoru nastava poplachova faze, ktera vyvolava stresovou
reakci a vede u rostlin ke zméné metabolismu (strainu). Pokud intenzita ptsobeni stresoru
nepiekroci letalni uroven, rostlina mobilizuje kompenzaéni mechanismy (restitucni faze). Faze
rezistence sméfuje ke zvySeni odolnosti vuci pusobicimu stresu. Rostlina v této fazi bud’
piekona stresové ptsobeni a dojde k u ni tzv. eustresu, ktery ma pozitivni vliv na vyvoj a rust
rostliny. Pokud rostlina neni schopna potlacit vliv stresu (dlouhodobé ptisobeni) nastava
poskozeni organismu (faze vycerpani), kdy dochazi k tzv distresu. A rostlina posléze hyne.

Lichtenthaler (1998) definoval pozitivni adaptivni stres spustény malou mirou stresoru
jako ,eustres” a negativni stres zptisobeny velkou mirou stresoru jako ,,distres.” Eustres
zpusobuje upravu metabolismu a vede k optimalnimu stavu pod novymi okolnimi podminkami.
Z tohoto pohledu miize mirny stres pozitivn¢ aktivovat bunéény metabolismus, a tak stimulovat
fyziologickou aktivitu rostlin. Tento typ stresu nezpusobuje u rostlin poskozeni i kdyz ptisobi
dlouhodobé. Dalo by se fici, Ze se jedna o pozitivni stres. Zatimco distres vede kK destruktivnimu
vlivu. Rovnovdha mezi témito stresy ur¢i, zda bude rostlina prospivat nebo hynout
(Jansen & Potters 2017).
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Obrazek 6: Faze stresu (Larchera 2003, upraveno)

3.5.1 Rozdéleni stresu rostlin

Bioticky stres (faktor) vznikd interakci mezi organismy, zatimco abioticky stres zavisi
na interakci mezi organismy a fyzikalnim prostiedim (Suzuki et al. 2014).
Stresor je abioticky, bioticky nebo komplex faktord, ktery vyvolava stres u rostlin.

Abioticky stres:
e Teplotni extrémy (vysoka teplota, chlad, mraz)
e Voda (sucho, nadbytek vody)
e Zafeni (UV, svétlo, ionizujici zafeni)
e Chemicky stres (zasoleni, deficit soli, tézké kovy, pesticidy)
e Vitr, pohyby pid
e Ostatni faktory (magneticke a elektrické pole)

Bioticky stres

Herbivofi

Parazitismus

Infekce

Konkurence, rivalita (Schulze et al. 2005)
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3.6 Vliv vodniho deficitu na rostliny

Rostlinné télo je z nejvétsi ¢asti tvofeno vodou (70-95 % vody), pfi¢emz nejnizsi obsah
vody maji semena (5-15 %). Voda v rostliné ovlivituje veSkeré procesy a ¢innost bunéénych
organel, chemické procesy, ale také urcuje kone¢ny vzhled rostliny. Dale voda v rostlinném
organismu plni funkci transportniho média, ma také funkci termoregulacni, poméha udrzovat
bunééné napéti (turgor) a tvoii prostiedi pro prib¢h fady biochemickych reakci v pletivech
rostlin (Ehlers & Goss 2003). Pomér mezi piijmem a vydejem vody uruje vodni bilanci
rostliny. Vodni deficit v rostlinné buiice mize vést ke zménam koncentraci rozpusténych latek
V cytoplazmé, naruseni integrity membrany, zméné objemu buiiky, naruseni gradiendd vodniho
potencialu, ztraté¢ turgoru a denaturaci bilkovin. Pfi Gplné ztraté veskeré volné vody z bunky
dochazi k dehydrataci. Schopnost rostliny, jak pfezit vodni deficit zavisi na odpovédi celé
rostliny. Odpoveéd’ miiZe trvat v fadech sekund, minut, ale také i n¢kolik hodin (Bray 1997).
Kdy?z je rostlinna buika vystavena nedostatku vody (vodnimu deficitu), dochazi k dehydrataci
bun¢k, coz podporuje snizeni turgoru bunék (k nulovym hodnotdm), sniZeni jejich objemu a
rostlina vadne. Je to spojeno s tim, Ze vodni potencial apoplasu je stale niz§i, oproti potencialu
symplastu. Buné¢na dehydratace, miize zpusobit, ze koncentrace iontll dosahne cytotoxickych
hladin (Taiz & Zeiger 2010). Vadnuti muze byt do¢asné —napf. v horkych letnich dnech rostliny
pfi transpiraci ztrati vic vody, nez mize z pidy odebrat. Pokud se nedostatek vody projevuje
docasnym vadnutim rostliny, nemiva to zpravidla za nasledek poskozeni rostliny (Solomon et
al. 2010). Béhem noci rostlina chybé&jici vodu doplni pfijmem vody z pidy. Stres zpisobeny
suchem Ize u rostlin stanovit méfenim vodniho potencidlu (Jones 2007). Vodni deficit 1ze
rozdélit do ti1 skupin na mirny, stfedni a silny. Pfi mirném vodnim deficitu dochazi k mirnému
poklesu vodniho potencialu do -0,5 MPa. Stfedni stres ma hodnoty vodniho potencialu od -0,5
do -1,5 MPa. Pti hodnotach pod -1,5 MPa jde o velmi silny stres, pii kterém listy zacinaji
vadnout (Hsiao 1973).

3.6.1 VIivna rast

Vodni stres zplisobuje mnoho fyziologickych, biochemickych a molekularnich zmén, které jsou
pozorovatelné na vSech rostlinnych organech (Sourour 2017). Jako prvni je nedostatek vody
patrny na nejstarSich organech (Farooq et al. 2009). Pokud je rostlina vystavena vodnimu stresu
dlouhodobé, za¢nou se u rostliny projevovat viditelné zmény (obrazek 7).

Rostlina vlivem vodniho deficitu zpomaluje nebo zastavuje sviij rust (listli, vrcholovych
a postrannich vyhontt), je zakrnél4, bled¢ zelend az svétle zluta. Listy Zloutnou, hnédnou jsou
mensi, pfedCasné opaddvaji, rostliny méné kvetou a plodi. Stresovana rostlina se snazi za
kazdou cenu udrzet plodnost, proto nastupuje do generativni faze rychleji, ¢imz se zkracuje
vegetacni doba. Pokud sucho pokracuje i naddle, rostliny vadnou a pfedcasné odumiraji.
Rostliny, které jsou vystaveny vodnimu deficitu jsou také mnohem vice nachylné k chorobam
a Skidctam (Guilioni et al. 2003; Agrios 2005).
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Obrazek 7: Poskozeni rostlin suchem (pfevzato od Kidely et al. 2013).

Vodni deficit negativné ovliviiuje mnoho metabolickych procest vcetné fotosyntézy
(Wang et al. 2018). Nejcitliveéjsi na nedostatek vody je rostlina v obdobi prodluzovaciho ristu
a deleni bunek. Jestlize v této fazi ma bunika nedostatek vody, prodluzovaci faze se predc¢asné
ukon¢i a stradajici rostlinné organy jiz nedorostou normalni velikosti a zlistanou zakrslé
(Kidela et al. 2013).

Kofeny jsou stresory ovliviiovany stéjné jako ostatni ¢asti rostlin. Citlivost kotent je
déana tim, ze v nich probiha rychly ptenos informaci do dalSich organti rostlin. V kofenech mtze
byt vyvoldna vlivem plsobeni stresorii lokélni stresova reakce, kterd se sekundarné projevi
na celé rostling (Lichtenthaler 1998).

Podle Sanchez-Blanco et al. (2014) na mirny vodni deficit reaguje rostlina zvySenym
ristem kofent do hloubky na tikor nadzemni ¢asti, silny vodni stres vsak jiz riist kofent snizuje,
protoze rostlina nemé dostatek asimilata.

Rostliny pii nedostatku vody upravuji pomér R:S (root : shoot ratio — kofen : nadzemni
Cast) ve prospéch kofenového systému (Gregory 2007). Velky vyznam v odolnosti rostlin viéi
suchu ma aktivita ,,aquaporini tedy transmebralnich spojl, které maji vliv na balanci
zasobovani jednotlivych ¢asti rostliny vodou béhem sucha (Bldha & Hnilicka 2007).

Kazda rostlina reaguje na sucho rizné€, zavisi na druhu, staii rostliny, mohutnosti
kofenového systému nebo na vegetacni fazi, ve které se rostlina pravé nachazi (Siddique et al.
2016).

Vlivem sucha se méni koncentrace kyseliny abcisové (ABA). Kyselina abscisova je
rostlinny stresovy hormon, ktery umoziiuje rostlinam piekonat nepifiznivé podminky —
napiiklad zasoleni nebo sucho. Hraje duleZitou roli pii klieni semen a pii jejich zrani.
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Podporuje uzavirani praducht, ¢imz se snizuje ztrata vody transpiraci a snizuje se tim padem
rychlost fotosyntézy (Keskin et al. 2010; Waseem et al. 2011). Pfi vodnim stresu vzrasta
Vv buiice mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS) a volnych radikall, coz mtze vést az
k poskozeni bunéénych struktur a oxida¢nimu stresu (Noctor et al. 2014). V piipadé nedostatku
vody je rostlina schopna regulovat osmoticky tlak (osmotické pfizpisobeni) akumulaci
nékterych latek napt. prolin, sacharidy nebo obranné proteiny tzv. dehydriny. Jejich exprese je
indukovana stresovymi faktory zpusobujici dehydrataci rostlinnych pletiv (sucho, chlad,
zasoleni nebo exogenni aplikaci ABA) (Kosova et al. 2005; Schinokazi et al. 2015).
Dehydriny jsou skupinou LEA proteint (z angl. Late Embryogenesis Abundant —
proteiny hojné pro pozdni embryogenezi) (Yu et al. 2018). Vyskytuji se v cytoplazmé, jadre,
mitochondriich a plastidech. Hlavni funkce dehydrinti je, Ze se vyznamné podileji na stabilizaci
membran, enzymil, nukleotidd v buiikach béhem abiotického stresu (Liu et al. 2017).

3.6.2 VIiv na klié¢eni

Kli¢eni semen je prvni fazi rlstu, kterd je citliva na nedostatek vody. Jakmile je embryo
semene hydratovano na 60 %, dochazi v semeni k aktivaci metabolickych procesi. Voda je
prvnim faktorem k zahajeni kliceni (Basra et al. 2003). Ptijem vody se zvySuje, kdyZ kofinek
embrya prorazi osemeni. Pfi vodnim deficitu je proces kliceni a vzchazeni redukovan, pti¢emz
jsou zna¢né mezidruhové rozdily mezi rostlinami (Springer 2005). Vlivem sucha je snizen
ptijem vody semenem b&hem bobtnani a dochazi k omezeni pfijmu iontt (Murillo-Amador et
al. 2002). Nizky vodni potencial, zejména na zacatku imbibice, zabranuje piijmu vody
semenem (Bansal et al. 1980). Vodni stres ovlivituje samotné kli¢eni, mize dojit ke zpozdéni
nebo omezeni kli¢eni ¢i dokonce k tiplnému zabranéni kli¢eni (Hardegree & Ermmerich, 1990).
Pro simulaci sucha se nejcastéji pouziva osmotikum polyethylenglykol (PEG). Toto osmotikum
bylo pouzito i pro nas pokus.

3.7 Vliv zasoleni na kli¢eni a rust

Zasoleni ovliviiuje zivot rostlin od kliceni semen, pies rast, kveteni az po reprodukéni
vyvoj (Flowers & Flowers 2005). Jedna se o jeden z vyznamnych faktor po vodnim deficitu,
ktery ovlivituje produktivitu a vynos rostlin. Zpocatku, salinititni stres potlacuje rast rostlin
ve formé osmotického stresu, po kterém nasleduje iontova toxicita zpiisobend ionty Na* a CI°
(Rahnama et al. 2010; James et al. 2011). Dale je ovlivnén piijem esencidlnich nutrientt
(Flowers & Flowers 2005). Stres zasolenim také u rostlin sekundarné vyvolava vodni deficit.
Rostliny po vystaveni stresu spoustéji fadu obrannych mechanismi, které jim umoznuji
napravit zptisobena poskozeni a ptizplisobit se zménénym podminkdm. Pokud neni rostlina
schopna ptizplsobit se, dochazi u ni ke zpomaleni zivotnich funkci, poskozeni jednotlivych
organd, sterilité, k uhynuti ¢asti rostlin nebo rostliny celé (Schinokazi et al. 2015).
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3.7.1 Vliv na rast

Vysoké koncentrace soli v kofenové zon¢ zptisobuje, ze dochézi ke snizeni vodniho
potencialu v okoli kotenti rostliny a pro rostlinu se stava obtiznéjsi pfijimat vodu a ziviny
(Schinokazi et al. 2015). V disledku toho rostlina absorbuje méné vody, a pokud je mira
transpirace vysSi nez rychlost pfijmu vody, rostlina zacina trpét vodnim deficitem. Dochazi
ke snizeni rychlosti fotosyntézy a snizeni rychlosti rastu. Zaroven, kdyZ je rostlina vystavena
zasoleni, za¢ina se u ni projevovat fada fyziologickych zmén (obrazek 8). Zpocatku se méni,
absorpce vody, zivin a propustnost membran (Prisco 1980). Tyto piedchozi zmény se odrazeji
ve vyzivové a vodni rovnovdze a podporuji zmény metabolismu: hormondlni rovnovahu,
vymeénu plynti a produkei reaktivnich forem kysliku (ROS). Reaktivni formy kysliku zptisobuji
oxidativni poskozeni membranovych lipidi, proteint a nukleovych kyselin. Na druhou stranu
ROS funguje jako kli¢ovy prvek signalni kaskady vedouci k uzavirani pruducht pro lepsi
hospodafteni rostliny s vodou (Hong et al. 1992; Prisco et al. 2016).

s

© Starnuti =

hormond, vyména
plynt, produkce
“ROS

" Vegetativni a _senescence |
reprodukeni
= Dlouzivy a délivy
’ Rovnova ha rast bunék

‘.

"\ f Balance Zivin a |
A |

Metabolismus

‘Absorpce vody a Zivin,
membranova propustnost
(permeabilita)

Salinita

Obrazek 8: Fyziologické zmény, které se projevuji, pokud je rostlina vystavena
zasoleni (Prisco et al. 2016, upraveno)

Stres vyvolany zasolenim Se projevuje jiz na bunééni trovni, kdy dochazi k bubieni
protoplazmy a k zastaveni délivého a douzivého ristu. Protoplazma umoziuje rostlinam snaset
zmény iontil. Odolné protoplasty jsou schopné piezit koncentraci 4 az 8 % NaCl. Zatimco
protoplasty citlivé k solim odumiraji v roztocich o koncentraci 1-1,5 % NaCl. (Lambert &
Turner 2000). Vyznamnym adaptac¢nim mechanizmem protoplazmy k zasoleni je to, Ze se ionty
soli nerovnomérné rozdéluji. Vétsina soli se ukladd ve vakuole, a proto je v cytoplazmé
koncentrace soli nizkd. Nerovnomérné rozdéleni soli v bufice zprozdiedkovavaji iontové
pumpy Vv cytoplazmé (Blaha et al. 2003). Nasledky poskozeni Ize pozorovat na vegetativnim a
reproduk¢énim rastu. V piipadé, ze je koncentrace soli pfiliS vysoka a dosahne u rostliny toxické
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urovné, dochazi k predasnému starnuti rostliny (senescenci) nebo thynu celé rostliny (Taiz &
Zeiger 2010).

Rostliny 1ze podle odolnosti vi¢i zasoleni rozdé€lit do dvou skupin — na halofytni
(slanobytné) a glykofytni (slanostfezné). Halofytni rostliny jsou schopné rust a dokon¢it sviij
Zivotni cyklus i pfi koncentracich soli kolem 300-400 mM (Flowers & Colmer 2008). Oproti
tomu glykofyty jsou rostliny nachylné k zasoleni. K inhibici ristu u téchto rostlin dochazi za
pomérmn¢ kratkou dobu, pokud je piekrocena koncentrace 100-200 mM NaCl (Munns &
Termaat 1986; Cheeseman 2015). Patii mezi né vétSina nasich zemédé€lskych plodin, jako je
salat, mrkev, polni¢ek (Shannon & Grieve, 1999). Rozsah poskozeni zavisi na fad¢ riznych
faktorii: druhu, genotypu, vyvojové fazi rostliny, délce trvani stresu a ktery rostlinny organ je
zasoleni vystaven (Munns 2005). Vizudlni pfiznaky poskozeni se na rostlindch projevuji
postupné. Listy vlivem zasoleni ztraceji turgor (vadnou), dochézi k zavirani priduchi a klesa
rychlost fotosyntézy (Chaves et al. 2009). Po n¢kolika dnech se poskozeni projevuje na starSich
listech. Starsi listy vlivem zasoleni piedcasné opadavaji a odumiraji. Mira odumirani listi je
rozhodujici pro pieziti celé rostliny. Podle Geilfuse (2018) se piiznaky toxity CI” na listech
projevuji jako chlordézy nebo okrajové nekrozy (obrazek 9). Po nékolika tydnech dochazi
K inhibici ristu vyhonu. Zasoleni také ovliviuje tvorbu kvétd a plodd (Munns & Tester 2008).

Zvysena koncentrace sodiku v pudé zptisobuje naruseni piijmu drasliku (Zorb et al.
2014). Draslik ma vyznamnou roli v udrzeni membranového potencialu a vliv na aktivitu
enzymdl.

R il v

Obrazek 9: Rostlina salatu poskozena zasolenim

Jakmile sodik pronikne do cytoplasmy, inhibuje funkci mnoha enzymu (Flowers et al.
2015). Z rostlinnych organti jsou na zasoleni citlivéjsi nadzemni organy — stonek a listy (Munns
& Tester 2008). I ptes pomérné vyssi toleranci kotenti vii¢i zasoleni dochazi i u tohoto organu
k inhibici ristu vlivem vys$$i koncentrace soli (Jbir et al. 2001). Podle Wang et al. (2008) jsou
k zasoleni nejvice citlivé kotenové vlasky, jejichz délka a hustota se zmensuje uz v pfitomnosti
25 mM NaCl. Kromé¢ toho zasoleni mize u rostoucich pletiv kotent, listu a stonkt brzdit déleni
bunék (Kudela et al. 2013).
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3.7.2 Vliv na kli¢eni

Na zasoleni jsou nejcitliveéjsi kli¢ici semena a rané vyvojové faze rostlin. Zasoleni, jako
abioticky stresor, zpiisobuje fadu poruch v semenech jiz v priabéhu nebo béhem kliceni (Koyro
& Eisa 2008). ZvySena koncentrace NaCl vede Kk postupné inhibici kli¢eni (Montafia et al.
Halofytni rostliny oproti glykofytliim jsou schopné setrvat v dormanci (obdobi klidu), pokud
jsou podminky pro jejich kliceni nepiiznivé (napt. vysoka salinita). K vykli¢eni dojde az
pfi snizeni urovné zasoleni. Z toho je patrné, Ze tolerance k zasoleni béhem klieni je
rozhodujicim faktorem pro uspésny vyvoj budouci rostliny (Atia et al. 2006). Zasoleni
ovliviiuje bobtnani semene v disledku niz§iho osmotického potencialu kli¢iciho média.
(Montarfia et al. 2014). Toxicita iontd ovliviiuje aktivitu enzymi, naruSuje hormonalni aktivitu
semen, snizuje mobilizace rezervnich latek ze zasobnich organd semene (Promila & Kumar
2000; Othman et al. 2006). Zasolenim byvaji ovlivnény 1 délozni listy (kotyledony) radikula
a hypokotyl (Wahid et al. 1998).

3.8 Osmoprotektanty

Jednou z cest, kterou se mohou rostliny branit negativnim dopadim vuci abiotickym
stresim (sucho, zasoleni), je syntéza hydrofilnich nizkomolekularnich metabolitt, které se
oznacuji jako kompatibilni soluty (osmoprotektanty) (Schulze et al. 2005). Osmoprotektanty
jsou definovany jako metabolity s nizkou molekularni hmotnosti, nejsou toxické pro buiiku,
jsou vysoce rozpustné, maji neutralni naboj (Flowers et al. 1977; Yancey 2005; Ahn et al.
2011). A vyskytuji ve vSech organismech (Slama et al. 2015). Podileji se na stabilizaci
bunéénych membran, proteinti, odbourdvani reaktivnich forem kysliku (ROS). Pomahaji
udrzovat turgor bunék a snizovat vodni potencial (Ashraf & Foolad 2007). Mimo jiné
vyrovnavaji tlak zptisobeny zvySenou koncentraci ionti mimo buiiku nebo ve vakuole kdy,
kompenzuji poruchy turgoru pii nedostatku vody (Munns & Tester, 2008). Vyhodou akumulace
osmolyt je, ze udrzuji hlavni fyziologické funkce bun¢k aktivni a mohou byt syntetizovany ve
vSech vyvojovych fazich rostlin (Slama et al. 2015). Jedna se o heterogenni skupinu latek, které
se mohou V bunce (hlavné v cytoplazm¢) akumulovat ve vysokych koncentracich, a piesto
nenaruSovat metabolické pochody (Nuccio et al. 1999; Hasegawa et al. 2000). Mezi osmolyty
patii mono-, di-, oligo- a polysachridy (sacharozu, glukéza, fruktdza, trehalozu, rafindza),
cukerné alkoholy — polyoly (mannitol, grycerol, sorbitol, pinitol), aminokyseliny (prolin),
kvartérni amoniové slouceniny (glycin betain, prolin betain, B-alanin betain, cholin-O-sulfat),
tercialni aminy (ectotion) a terciarni sulfoniové slouceniny 3-dimethylsulfoniopropionat —
DMSP) (Rhodes et al. 2002; Flowers & Colmer 2008).

3.8.1 Syntéza glycinu

Existuji tfi rizné cesty biosyntézy serinu, ktery je prekurzorem glycinu. Prvni cesta je
oznacovana jako fotorespiracni glykolatova cesta. Zatimco za tmy nebo v nefotosyntetickych
rostlinnych organech mohou byt vyuzity jiné drahy syntézy, které vSak nesouvisi s fotorespiraci
(Ros et al. 2014). Nefosforila¢ni glyceratova cesta (glycerat-serin nefosforila¢ni cesta), ktera
probiha v cytosolu a druha ,,fosforylacni cesta® (fosfo-hydroxypyruvatova), ktera probiha v
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plastidech. PfestoZe ob¢ cesty zacinaji stejnym substratem 3-fosfoglyceratem (3-PGA), probiha

jejich syntéza odliSnym zptisobem (Sekula et al. 2018).

3.8.1.1 Fotorespirace
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Obrazek 10: Schéma fotorespirace (Maurino & Weber 2013; Simkin et al. 2019, upraveno)

Fotorespirace (obrazek 10) je hlavni cestou syntézy glycinu v zelenych pletivech rostlin.
Fotorespirace probiha v chloroplastech, perixozomech a mitochondriich. Reakce je
(ribulosa-l,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa)
Vv chloroplastech. Ten pfi fotosyntéze karboxyluje RuBP (ribuldsa-l,5-bisfosfat) za vzniku dvou
molekul 3-fosfoglyceratu (Millar et al. 2015). Fosfogycerat je dale vyuzit pfi biosyntéze cukrii
(sacharidil) a dalSich organickych sloucenin v Calvinové cyklu (Bhattacharya 2019). Pokud je
ale nizkd koncentrace CO2 a vyss§i koncentrace Oz, chova se tento enzym jako oxygenaza, kdy
do reakce misto oxidu uhli¢itého vstupuje kyslik. Nastava oxidace a vedle jedné molekuly

------

katalyzovana vlivem enzymu Rubisco

uhliku) (Leegood et al. 1995). Fosfoglykolat (2-PG) je i v malé koncentraci pro rostlinu toxicky.
Pro odstranéni 2-PG a minimalizaci ztrat uhliku v Calvinové cyklu vyvinuli v§echny organismy
vyuzivajici ,,kyslikovou fotosyntézu* fotorespiracni cyklus (oxida¢ni fotosynteticky cyklus C2)
(Mallmann et al. 2014). Prvnim krokem fotorespiraéniho C2 cyklu, ktery zacina
v chloroplastech je defosforylace, odStépeni P za vzniku glykolétu. Tato reakce je katalyzovana
enzymem 2-fosfoglykolat fosfatizou (PGP) (Schwarte & Bauwe 2007). Glykolat je
z chloroplastu transponovan do peroxizomu, kde je glykolat oxidovan na glyoxalat pomoci
enzymu glykolat oxidazy (GOX), pfi¢emz je spotiebovavan kyslik a vznikéd peroxid vodiku.
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Peroxid je pomoci katalazy (CAT) v peroxizomu rozlozen na O2 a H2O (Esser et al. 2014;
Dellero et. al 2016). Nasledné je glyoxytat za pomoci glutamat-glyoxylat aminotransferasy
(GGAT) transaminovan na glycin. Z glycinu mtize sledem dal$ich reakci vznikat serin. Vznikly
glycin opousti peroxizom a vstupuje do mitochondrii. Tam dochazi ke vzniku serinu z dvou
molekul glycinu. V téchto reakcich je jedna molekula glycinu dekarboxylovana a deaminovana
komplexem glycin dekarboxylazy (GDC), za vzniku CO2, NH3 a NADH+H*(Douce et al.
2001). Zbyvajici methylenovy uhlik glycinu je pfeveden na tetrahydrofolat (THF) za vzniku
5,10-methylen-tetrahydrofolat (5,10-CH2-THF), ktery reaguje s druhou molekulou glycinu za
vzniku serinu, tato reakce je katalyzovana serin hydroxymetyl transferazou (SHMT) (Ros et al.
2014). Serin muze byt také vyuzit v dusikovém metabolismu bunky k syntéze dalSich
aminokyselin, bilkovin a jinych slozitéjsich latek (Jobe et al. 2019). Nebo opousti mitochondrii
a vraci se zpét do peroxizomu, kde je deaminovan serin-glyoxylat amninotransferazou (SGAT).
Deaminaci vznikd hydroxypyruvat, ktery je pomoci hydroxypyruvatreduktazy (HPR)
redukovan na glycerat v peroxizomech (HPR-1) nebo v mensi mife v cytosolu (HPR-2) (Timm
et al. 2011). Peroxisomalni, na NADPH zavisla, hydroxypyruvat reduktaza (HPR-1), je jeden
z nejaktivngjsich fotorespira¢nich enzymi, ktery muze snadno fungovat ve sméru
hydroxypyruvatové a serinové syntézy, napi. ve i tmé (Igamberdiev & Kleczkowski 2018)
Fotorespira¢ni cyklus je dokoncen, kdyz je glycerat transportovan do chloroplastu, kde je
fosforylovan glyceratkyndzou (GLYK) na 3-fosfoglycerat za spotieby energie v podobé
1 molekuly ATP. 3-fosfoglycerat se zapojuje v chloroplastech do Calvinova cyklu (Schwarte &
Bauwe 2007; Peterhansel & Maurino 2011).

3.8.1.2 ,Ne-fosforyla¢ni“ (glyceratova) cesta

Glyceratova cesta (obrazek 11) za¢ina v cytosolu, kdy je 3-fosfoglycerat defosforylovan
na glycerat pomoci 3-fosfoglycerat fosfatdzy (PGAP). Nasledné je glycerat oxidovan
na hydroxypyruvat pomoci emzymu glycerdt dehydrogenasy/hydroxypyruvat reduktazy
(HPR- 2). Posledni reakce je katalyzovana enzymem serin aminotransferazou (AH-AT). Diky
tomuto enzymu muze probihat syntéza obéma sméry a dat tak bud’ vzniku glycinu nebo serinu.
(Wulfert & Krueger 2018).

3.8.1.3 ,,Fosforylacni* cesta

Zatimco glyceratovd cesta syntézy serinu probiha v cytosolu, ,,fosforyla¢ni® cesta
(obrazek 11) probiha v plastidech. Prvni reakce ,,fosforyla¢ni* serinové cesty se ucastni enzym
fosfoglycerat dehydrogenazy (PGDH). Enzym PGDH oxiduje 3-fosfoglycerat (3- PGA)
meziprodukt glykolyzy na 3-fosfohydroxypyruvat (3-PHP) redukci NAD" na NADH. V dal§im
kroku syntézy je aminoskupina glutamatu pfevede na 3-PHP  enzymem
fosfoserinaminotransferazy (PSAT), vznika fosfoserin (Pser) a 2-oxoglutarat (2-OG). Nakonec
je fosfoserin defosforylovan na serin fosfoserin fosfatazou (Sekula et al. 2018). Serin vytvotfeny
Vv plastidech miize byt dale transportovan zpét do cysotolu, ve kterém pomoci enzymu AH-AT
muze vzniknout glycin.
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Obrazek 11: Glyceratova a ,,Fosforylacni* cesta syntézy serinu
(Igamberdiev & Kleczkowski 2018, upraveno)

3.8.2 Glycin betain (N, N, N-trimethylglycin)

Glycin betain (GB) je kvarterni amoniova sloucenina, ktera se pfirozené vyskytuje v
celé ftadé rostlin (napf. Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Poaceae, Asteraceae,
Convoluvaceae, Plambaginaceae, Portulacaceace), zvitat a mikroorganismi (Subbarao et al.
2001; Ashraf & Harris 2004). Rostliny pomaha chranit proti dehydrataci (Yancey 2005).
Molekula je dipolarni, s elekticky neutralnim ndbojemm a neutralnim pH. Je vysoce rozpustna
ve vodé a nezpusobuje toxicitu ani pii vysokych koncentracich. Glycin betain (obrazek 12)

HyC 0

HsC\N +

rd %
H4C

Obrazek 12: Chemicka struktura glycin betainu (Sakamoto & Murato 2002)
napomahd chranit organismus (rostlinu) pfed stresem zptisobenym zasolenim, suchem nebo pii
extrémnich teplotdich (Chen & Murata 2008). Akumulace GB stabilizuje strukturu
makromolekul a chrani cytoplazmu pied iontovou toxicitou (Subbarao et al. 2001). V nékterych
rostlinach se glycin betain nesyntetizuje jako je napi. Arabidopsis thaliana, Brassica spp, Oryza
sativa a Nicotiana tabacum (Rhodes & Hanson 1993). Zajimavosti je, Ze rostliny s vysokou
akumulaci glycin betainu produkuji malo prolinu a naopak (Tipirdamaz et al. 2006). Akumulace
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GB zavisi nejen na rostlinném druhu, odriidé€, organele, ale také na enviromentalnich faktorech,
které na rostlinu pusobi. K akumulaci glycin betainu dochazi predevsim v listech, kvétech,
semenech, kofenech, stoncich, ale i kotyledonech (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2008).
Koncentrace GB se ovSem v jednotlivych organech lisi. Obsah glycin betainu je nejvyssi
v mladych vyvijejicich se listech, naopak nejnizsi je v pribehu starnuti. V kotfenech je béhem
celého zivotniho cyklu rostliny obsah glycin betainu nizky (Rezaei et al. 2012).

Biosyntéza glycin betainu u rostlin nejcastéji probiha tzv. dvoufazovou oxidaci cholinu
(cholinova cesta). Za ovlivnéni dvou enzymu cholin monooxygenazy (CMO), kdy vznika
betain aldehyd, ktery je dale katalyzovan betain aldehyd dehydrogenazou (BADH) na glycin
betain (obrazek 13) (Ashraf & Foolad 2007). Tyto dva enzymy (CMO a BADH) se u rostlin
nachdzeji ve stromatu chloroplastti (Sakamoto & Murata 2002).

CH,OH 0, 2HO CHO H,0 (olole}

CH, CH CH

I . 2 P2
ch-fl‘l’-CP‘B 2Fd(red) 2Fd(ox) H3C-f:1’- CH, NAD* NADH+H* H3C-ll\l*-CH3

CH, CMO CH, CH,

Cholin Betain aldehyd Glycin betain
Obrazek 13: Syntéza glycin betainu (Ashraf & Foolad 2007, upraveno)

3.8.3 Betulin

Betulin (BE) je pentacyklicky triterpenicky alkohol lupanového typu (lup-20(29)-en-
3pB,28-diol). Vyskytujici se ve vné&jsi kiite mnoha druhti bfiz (Betula, Betulaceae), a to zejména
v Betula alba, B. pubescens, B. platyphylla a B. pendula (Lin et al. 2010; Dehelean et al. 2012).
Byl jednim z prvnich pfirodnich triterpenoidii ureny a izolovany jako ¢istd chemicka substance
v roce 1788 Lowitzem (Hordyjewska et al. 2019). Teprve az v roce 1952 byla stanovena pfesna
struktura BE (obrazek 14). Mnozstvi betulinu mize byt az 20-30 % (nebo dokonce témét 45 %)
hmotnosti suché kiry v zavislosti na druhu bfizy (Yogeeswari & Sriram 2005;
Kuznetsova et al. 2014). Mensi mnozstvi betulinu 1ze nalézt t€Z v rhizodermis kotfenti a listech
btizy (Siman et al. 2016). BE lze izolovat z biezové kiiry pomoci sublimace nebo extrakce
organickymi rozpoustédly (aceton, ethanol, chloroform), coz je také nejjednodussi zptsob,
jak tuto latku ziskat (Zdzisinska et al. 2010). Obsah betulinu v extraktech z ktiry riznych druhi
btiz je 70-80 %, zbyvajici ¢ast tvofi dalsi terpeny lupeol, kyselina betulinova (4-12 %),
betulinaldehyd nebo kyselina oleanolové (Krasutsky 2006). Betulin a kyselina betulinova (BA)
nejsou ve vodeé rozpustné. Mnozstvi BA (obrazek 14) izolované z rostlin je velmi malé
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0,5-2,5 %. Proto se vice uplatiuje syntéza z betulinu (Laszczyk et al. 2009). Derivaty
betulinu a kyseliny betulinové jsou rozpustnéjsi ve vode, v této diplomové praci byl pouzit
derivat betulinu (glycin betulin).

(a) CHj;

HsC CHj

(b) CH,

HsC CHs

Obrazek 14: Chemicka struktura a) betulin
b) kyseliny betulinové (Tsai et al. 2011; Soica et al. 2012)
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4 Metodika
4.1 Rostlinny material

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak sucho a zasoleni ovliviluje zakladni Zivotni
procesy rostlin jako je kliceni semen a rané vyvojové faze rostlin. Jako pokusné rostliny byly
vybrany feficha seta, kozlicek polnicek a locika seta (salat).

4.1.1 RefFicha seta 'Danska’ (Lepidium sativum L.-Eeled’ brukvovité-Brassicaceae)

Reficha (obrazek 15) se péstuje jako jednoleta. Listy jsou drobné, lysé, svétle zelené az
Sedomodie ojinéné, vyrazné lalo¢naté délené. Zvlastnosti jsou délozni listky, které jsou
trojdilné. V Iété vykvéta drobnymi bilymi az nacervenalymi kvéty. V dobé kveteni dosahuje
vysky az 60 cm. Plody jsou Sesule obsahujici drobna hnédo-rezava semena (Vogel 1996).

Obrazek 15: Reficha set4 (foto autor)
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4.1.2 Kozlicek polni¢ek 'Larged Leaved' (Valerianella locusta L.-Celed’ kozlikovité-
Valerianaceae)

Kozlicek (obrazek 16) je jednoleta rostlina vytvaiejici listové rizice ovalnych, tmaveé
zelenych listl s vyraznou nervaturou. Kvete drobnymi bledé modrymi kvéty. Plodem je nazka
(Biggs 2016).

Obréze 16: Kozli¢ek polnicek (foto autor)

4.1.3 Locika seta 'Kral Maje' (Lactucca sativa L. var. capitata L.-¢eled” hvézdnicovité-
Asteraceae)

Hlavkovy salat (obrazek 17) je jednoleta, chladuodolna zelenina. Vytvafi rizici listd,
které se zavijeji do pevné hlavky. Barva listd mize byt od svétle pfes tmavé zelenou az po
¢ervenou. Kvete drobnymi zlutymi kvéty. Plodem je nazka. Rostlina roni bilou §t'avu obsahujici
hotky lactucin (Vogel 1996).
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Obrazek 17: Locika seté (foto autor)

4.2 Charakteristika pokusu a podminka pro kli¢eni

Pokus byl zaloZen na Katedfe botaniky a fyziologie rostlin Ceské zemé&dglské univerzity
Vv Praze, Fakult¢ agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji. Pokus probihal v fizenych
podminkach, kdy Petriho misky byly umistény do kli¢idla — inkubatoru s chlazenim (Peltier),
ve kterych méla semena nastavené vhodné podminky pro kli¢eni (teplota 25 °C, tma a vlhkost

vzduchu 65 %).
4.3 OSetieni osiva

Pied zalozenim pokusu nebylo osivo fefichy a salatu chemicky oSetfeno. Pouze osivo
polni¢ku bylo oSetfeno 5% roztokem chlornanu sodného po dobu 10 minut a nasledné
proplachnuto destilovanou vodou.

4.4 Charakretistika pokusu

U vybranych druhti rostlin (salat, feficha a polnicek) byl hodnocen vliv glycin betulinu
na kli¢ivost a rtst v ranych vyvojovych fazich v podminkach sucha a zasoleni. Na dno kazdé
Petriho misky (o praméru 120 mm) byl vlozen filtracni papir. Na ten bylo napipetovano 5 ml
roztoku o pfislusné koncentraci. Pro lepsi rozmisténi semen byla z jednoho filtracniho papiru
vytvoiena Sablona, ktera byla vlozena pod spodni vicko Petriho misky. Semena byla na filtra¢ni
papir pfenasena pomoci pinzety v pravidelnych rozestupech. Do kazdé misky bylo vlozeno 30
semen. Petriho miska byla poté ptekryta hornim vickem, které bylo oznaeno piislusnou
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variantou. Od kazdé koncentrace bylo vzdy pouzito pét Petriho misek. Aby se piedeslo ztratam
vody, byly okraje misek utésnény parafilmem. Poté byly vSechny piemistény do klicidla.
U kazdé Petriho misky byl sledovan pocet klic¢icich (vykli¢enych) semen, métena délka kotinku
a hypokotylu. Naméfené hodnoty (v mm) byly zaznamenavany pro dalsi zpracovani. Zaroven
byly béhem kontrol dopliiovany roztoky, aby nedoslo k vyschnuti semen a filtra¢niho papiru.
Pii ukon¢eni pokusu byla vaZzena hmotnost ¢erstvé hmoty (FW). Poté byly semenacky vysuseny
V suSarn¢ a byla zvazena hmotnost susiny (DW). Celkem bylo na pokus pouzito 4800 semen a
160 Petriho misek.

4.5 Test toxicity u Fefichy seté

Pokus s niz&i koncentra¢ni fadou glycin betulinu 0,014 g-1?; 0,049 g1 0,07 g-1?;
0,091 g-11a 0,112 g-1"t byl zalozen 15. 10. 2019, po dvou dnech bylo provedeno prvni méfeni
a zaroven byl pokus ukonéen. Druha koncentra¢ni fada (0,14 g-l'l; 0,49 g-l'l; 0,7 g-l'l; 091gl
1a1,12 g-1") byla zalozena 3. 12. 2019 a pokus byl ukonéen po tiech dnech od zaloZeni (6. 12.
2019). U kontrolni varianty byla pro oba pokusy pouZita destilovana voda. Cely pokus probihal
Vv 55 Petriho miskach, ve kterych klicilo 1650 semen.

4.6 Test toxicity u kozlicku polnicku

Pokus s polni¢kem byl zalozen 29. 3. 2019 byly zvoleny nasledujici koncentrace glycin
betulinu: kontrola; 0,14 g-1*; 0,49 g-1"%; 0,7 g1 0,91 g-1* a 1,12 g-1"t. Méteni probihalo tieti
a Sesty den. Poté byly rostliny pfemistény na ¢tyfi dny do klimaboxu, kde rostlinky trochu
povyrostly. Pokus byl ukoncen po deseti dnech od zalozeni (8. 4. 2019). Na cely pokus bylo
pouziro 30 petriho misek a 900 semen polnicku.

4.7 Kozli¢ek polni¢ek v podminkach zasoleni

Efekt aplikace glycin betulinu v podminkach zasoleni byl u polnicku simulovan
100 mM NaCl. Bylo pouzito 30 Petriho misek, ve kterych kli¢ilo 900 semen polni¢ku. Bylo
vytvofeno pét koncentraci roztoka — 0,14 g-1, 0,49 g1, 0,7 g-1%, 0,91 g1t a 1,12 g1
Pro kontrolni variantu byla pouzita destilovana voda. Pokus byl zaloZen 5. 4. 2019 a trval stejné
jako u ptedchoziho pokusu deset dni. Méteni probihalo ¢tvrty, Sesty, sedmy a desaty den.

4.8 Locika seta v podminkach vodniho stresu

Sucho bylo simulovano pomoci 10% a 30% PEG 6000 (polyetylenglycol). Nejprve byl
zalozen pokus s 10 a 30% roztokem PEG. Nasledn¢ z 10% PEG spolu s glycin betulinem byly
vytvofeny &tyfi nasledujici koncentrace 0,091 g-1"%; 0,14 g-171; 0,7 g-1ta 1,12 g-1't. Pro kontrolni
varianty byla u obou pokusti pouzita destilovana voda. Pro tento pokus bylo pouzito 15 Petriho
misek s 450 semeny. Prvni ¢ast pokusu s locikou setou byla zalozena 9. 4. 2019. Klicici
rostlinky byly méfeny druhy a treti den. Na tfi dny byly Petricky premistény do klimaboxu a
v pondé¢li 15. 4. 2019 byl pokus ukoncen. Druha koncentra¢ni fada salatu byla zalozena 29. 10.
2019 ve 25 Petrickach se 750 semeny a cely pokus trval Sest dni. Prvni méteni probehlo druhy
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den od zalozeni a druhé méfeni se uskutecnilo ¢tvrty den pokusu, kdy byl pokus ukoncen (4.
11. 2019).

4.9 Sledované parametry kli¢ivosti semen

4.9.1 Kilicivosti semen (SG)

Kli¢ivost semen (seed germination) vyjadfuje procentualni mnozstvi vyklicenych
semen daného vzorku za vhodnych podminek v ¢ase vymezeném pro kliceni (tedy v obdobi,
kdy je kli¢eni ukonéeno) (Sera 2014).

Kli¢ivost semen (%): SG = G¢/S X 100
Gt pocet vyklicenych semen na konci kultivace
S celkovy pocet testovanych semen

4.9.2 Energie kliceni (GE)

Energie kliceni (germination energy) vyjadfuje procentudlni mnozstvi vykli¢enych
semen za ¢asovy tsek. Mimo jiné energie kli¢eni vypovida o0 intenzité a vyrovnanosti kli¢eni
(Bam et al. 2006).

Energie klic¢eni (%): SE = G¢/S x 100
Gt pocet vyklicenych semen ve dne t
S celkovy pocet testovanych semen

4.9.3 Rychlost kli¢eni (GR)

Rychlost kli¢eni (speed of germination) je pomér poctu vyklicenych semen na zacatku
a na konci stanovené doby, zpravidla byva vyjadien v procentech (Kader 2005; Sera 2019).

Rychlost kli¢eni (%): GR = G;/G¢ X 100
Gt pocet vyklicenych semen ve dne t
Gt pocet vyklicenych semen na konci kultivace

4.9.4 Index kli¢ivosti (GI)

Index kli¢ivosti: GI = Y:(G;/Dy)
Gt pocet vyklicenych semen ve dne t
Dt podet dnti (Sera 2014).

4.10 Zpracovani vysledkii

K vyhodnoceni statistickych vysledkt byly pouzity programy STATISTICA 12. Jako
metoda byla zvolena analyza rozptylu jednofaktorova, vicefaktorova ANOVA a Fisheriiv LSD
test, ktery je soucasti grafi. Stanovena hladina vyznamnosti byla a = 0,05. K vypoctim
parametra kli¢ivosti byl pouzit Microsoft Exel.
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5  Vysledky

V této diplomové praci byla vénovana pozornost glycin betulinu (GBet) a jeho vlivu

na kliceni a rané vyvojové faze rostlin v podminkach sucha nebo zasoleni. Jako
modelové rostliny byly vybrany feficha seta (Lepidium sativum L.), kozli¢ek polni¢ek
(Valerianella locusta L.) a locika seta (Lactuca sativa L.).

5.1 Vliv odstupiiovanych koncentraci GBet na kli¢eni Ferichy seté

5.1.1 Kli¢ivost semen (SG)

V grafu 1 je znazornéna prumérna klicivost semen fefichy seté (Lepidium sativum L.)
pfi riznych koncentracich glycin betulinu. Nejvys$i hodnota byla naméfena u varianty
0,091 g1t — 97 %. Naopak nejniz§i hodnota byla zjisténo u varianty 0,49 g-I"t — 84 %. Z grafu
je patrné, ze kli¢ivost semen byla u vSech variant vyrovnana.
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Graf 1: Kli¢ivost semen Lepidium sativum v zavislosti na koncentraci GBet

5.1.2 Pocet vykli¢enych semen

Tabulka 1 znazornuje pramérny pocet vykli¢enych semen pti riznych koncentracich
glycin betulinu u semen fefichy. Nejvice vyklicenych semen — 29 ze 30 — miZzeme pozorovat
hned u ti variant: 0,07 g-1%; 0,091 g-1t a 0,7 g-1t. Naopak nejméné vykli¢enych semen bylo
zaznamenano u varianty 0,14 g-1, u které vykli¢ilo pouze 25 semen ze 30. Z vysledki je patrné,
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ze rozdily v primérném poctu vyklicenych semen byly minimalni, vzdy vyklicilo vice jak 20
semen ze 30 moznych.

koncentrace glycin betulinu | 1. termin
kontrola 28
0,014 g:|” 28
0,049 g:| 27
0,07 gl 29
0,091 g:I 29
0,112 g 28
0,14 gl 28
0,49 gl 25
0,7 gl 29
0,91 gl 28
1,12 g7 27

Tabulka 1: Pocet vyklicenych semen u Lepidium sativum v zavislosti na koncentraci GBet

5.1.3 Délka korinku nad 2 mm

Graf 2 zobrazuje primérné délky kotinku nad 2 mm u kli¢icich semen fetichy pti
rtiznych koncentracich glycin betulinu. Nejdelsi kofinky byly naméfeny u varianty 0,014 g-1*
— 14,2 mm, a naopak nejkratsi byly u varianty 0,7 g1 — 10,3 mm. Rozdil mezi nejnizsi a
nejvyssi hodnotou ¢inil 4 mm. Na zakladé LSD testu byly zjistény prikazné rozdily s kontrolou
u variant 0,7 g-17; 0,14 g-17, 0,091 g-1%;0,112 g-1* a 0,014 g-1*t. Zatimco u ostatnich variant
nebyly zaznamenany prikazné rozdily v délkach kofinki nad 2 mm. LSD testem bylo dale

16
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0 0.014 0.049 007 0.091 0.112 0.14 0.49 0.7 0.91 1.12

koncentrace glycin betulinu [g-!]

Graf 2: Délka kotfinku nad 2 mm u Lepidium sativum v zavislosti na koncentraci GBet
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Zjisténo, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi variantou 0,014 g-1t a péti variantami
(0,091 g'l'l; 0,112 g~1‘1; 0,14 g~l'1; 0,49 g~l'1 a0,7 g-l'l). Dale byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil u varianty 0,07 g-1"%, ktera se lisila od variant 0,091 g-17%; 0,112 g1, 0,14 g-1%a 0,7 g-1' L.

5.1.4 Délka hypokotylu

Na nasledujicim grafu 3 jsou zaznamenany pramérné délky hypokotylu v mm u semen
fefichy pii riznych koncentracich glycin betulinu. U kontrolni varianty byla primérna délka
hypokotylu 5,6 mm. Nejdelsi hypokotyl — 7 mm — byl naméfen u varianty 0,014 g-1°%.

P#i koncentraci 0,049 g-1"t a 0,07 g-1'! byla primérna délka hypokotylu 6,8 a 6,9 mm.
U varianty 0,091 g-1"t doglo k poklesu hodnot na 5,5 mm, zatimco u koncentrace 0,112 g-1"'se
délka hypokotylu zvysila na 6,1 mm. U nizSich koncentraci se pruimérna délka hypokotylu
pohybovala od 3,8 do 4,8 mm. Z vysledkl je patrné, ze delsi hypokotyly byly u nizsi
koncentraéni fady s glycin betulinem, zatimco u vysSich koncentraci se primérna délka
hypokotylu snizila. Podle LSD testu nebyly mezi variantami 0,91 g-1"%; 0,091 g-1%; 0,112 g-1*
a kontrolou zjistény prikazné rozdily v délkach hypokotylu. Statisticky vyznamny rozdil
v délkach hypokotylu ve srovnani s kontrolou byl zjistén u sedmi sledovanych variant
(0,014 g-1%;0,049 g-1"%; 0,07 g-1%,0,14 g-17%; 0,49 g1t 0,7 g1t a 1,12 g-1"h). Dale byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi tfemi variantami (0,014 g-1%; 0,049 g-11 2 0,07 g-1?) a Sesti
néasledujicimi variantami (0,091 g-1"%; 0,14 g-17; 0,49 g1, 0,7 g-1%;, 0,91 g1t a 1,12 g-1%).
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Graf 3: Délka hypokotylu u Lepidium sativum v zavislosti na koncentraci GBet
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5.1.5 Cerstva hmotnost (FW) kli¢nich rostlinek

V grafu 4 je uvedena primérna hmotnost Cerstvé hmoty piepocitana na jednu rostlinu
v mg pii riznych koncentracich glycin betulinu. Primérné hmotnosti se pohybovaly od 8,5 do
11,8 mg. Nejvyssi hmotnosti dosahla varianta 0,014 g-1"! a naopak nejnizsi byla zjisténa u
varianty 0,7 g1 a 0,91 g-1"t. LSD testem nebyly zjistény statistické rozdily mezi kontrolou a
sedmi variantami (0,049 g-1; 0,112 g-1%; 0,14 g-1%; 0,49 g1 0,7 g-1%, 0,91 g-1ta 1,12 g-17%).
Zatimco u variant 0,014 g-1"%; 0,07 g-11 2 0,091 g-17 byly zjistény priikazné statistické rozdily
s kontrolou. U niz§ich koncentraci GBet (0,014 g-17%; 0,049 g1 0,07 g1 0,091 g1t a
0,112 g-1'Y) byly zjistény statisticky vyznamné rozdily s vys§imi koncentracemi GBet
(0,14 g1%0,49g1%0,7g1% 0,91 g1t a 1,12 g 1Y),
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Graf 4:Hmotnost FW kli¢nich rostlinek u Lepidium sativum v zavislosti na koncentraci
GBet u semen
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5.1.6 Hmotnost suSiny (DW) kli¢nich rostlinek

Graf 5 znazornuje primérnou hmotnost susiny vztazenou na jednu kli¢éni rostlinku pfi
raznych koncentracich glycin betulinu. Z grafu je patrné, ze nejvyssi hmotnost susiny 1,5 mg
byla zjisténa hned u &tyt variant — 0,049 g-1'%; 0,091 g-1%; 0,112 g1t a 0,49 g-1". Naopak
nejniz$i hmotnost 1,3 mg byla u varianty 0,91 g-1"%. LSD testem bylo zjisténo, Ze u vsech
koncentraci glycin betulinu nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil s kontrolni variantou.
Lisila se pouze varianta 0,091 g-1"t s variantou 0,91 g-1°.
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Graf 5: Hmotnost DW kli¢nich rostlinek u Lepidium sativum v zavislosti na koncentraci
GBet
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5.2 Vliv odstupiiovanych koncentraci GBet na kli¢eni kozlicku polnicku

5.2.1 Kilicivost semen (SG)

V grafu 6 je znazorné€na primérna kli¢ivost semen pfi riznych koncentracich glycin
betulinu u semen kozlicku polnic¢ku (Valerianella locusta L.). Nevyssi primérna kli¢ivost byla
zjisténa u varianty 0,7 g1 — 81 %. Naopak nejnizsi kli¢ivost byla zaznamenéna u varianty
0,91 g:11-66 %. U kontrolni varianty a varianty 0,49 g-1* byly zaznamenany hodnoty
kli¢ivosti 79 %. Pro varianty 0,14 g-1"t a 1,12 g-1"! byly hodnoty 76 % a 77 %. Rozdil mezi
nejvyssi a nejnizsi hodnotou &inil 15 %. Z vysledki je zfejmé, Ze az na variantu 0,91 g1 byly
rozdily v praimérné kli¢ivosti semen minimalni.
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Graf 6: Kli¢ivost semen Valerianella locusta v zavislosti na koncentraci GBet

5.2.2 Energie kli¢eni (GE)

V tabulce 2 jsou zaznamenany pramérné hodnoty energie kli¢eni semen kozlicku pti
riznych koncentracich glycin betulinu. Pfi prvnim méfeni byla nejvyssi hodnota u varianty
0,49 g-1t — 57 %. Naopak nejniz$i hodnota byla u varianty 0,91 g-1*, u které byla energie
kliceni 33 %. U dalsich sledovanych variant (0,14 g-1"; 0,7 g-1%; a 1,12 g-1) byly hodnoty GE
koncentrace glycin betulinu |GE 1. termin [%]|GE 2. termin [%]

kontrola
0,14 gl
0,49 gl
0,7 gl
091 gl
1,12 gl

Tabulka 2: Energie kliceni u Valerianella locusta v zavislosti na
koncentraci GBet
51 %; 39 %; 38 % a 48 %. Pti druhém méteni, které se uskutecnilo tfeti den od zalozeni pokusu,
doslo u vsech variant k narustu hodnot GE. Naméfené hodnoty se pohybovaly od 66 % do
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81 %, kdy nejvyssi hodnota byla zaznamenana u varianty 0,7 g-1* a nejniz§i u varianty 0,91
g-1"t. U ostatnich variant se hodnoty GE pohybovaly od 76 % do 79 %. Rozdil mezi nejnizsi a
nejvyssi hodnotou GE pii druhém méfeni €inil 15 %.

5.2.3 Rychlost kli¢eni (GR)

Na nasledujicim grafu 7 jsou uvedeny primérné hodnoty rychlosti kliceni semen
polnic¢ku pfi riznych koncentracich glycin betulinu. Nejvyssi rychlosti kli¢eni dosahla varianta
0,49 g1t — 73 %. Naopak nejnizs$i priimérnd rychlost kliceni 47 % byla zjisténa u varianty
0,7 g-1"t. U kontrolni varianty byla primérma rychlost kliceni 65 %. Rozdil mezi nejvyssi a
nejniz§i prumérnou rychlosti kliceni ¢inil 26 %.
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Graf 7: Rychlost kliceni Valerianella locusta v zavislosti na
koncentraci GBet

5.2.4 Index klicivosti (GI)

Graf 8 zobrazuje pramérny index Kli¢ivosti u semen polnicku. Naméfené hodnoty se

pohybuji od 19,7 do 29, pficemz nejvyssi hodnoty byly zjistény u varianty 0,49 g-1"! a nejnizsi
u varianty 0,91 g-1*,
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5.2.5 Pocet vyklicenych semen

V tabulce 3 jsou zaznamenany prumérné pocty vyklicenych semen pii rozdilnych
koncentracich glycin betulinu. Pfi prvnim terminu méfeni, které probéhlo treti den od zalozeni
pokusu, byl nejvyssi pocet vyklienych semen u varianty 0,49 g-17, u které vykli¢ilo 17 semen
ze 30. Naopak nejnizsi podet vyklicenych semen — 10 ze 30 — byl u varianty 0,91 g-1"%. Pfi
druhém terminu méfeni byl pocet vykli¢enych semen vys$si — 23 nebo 24 ze 30. Pouze u varianty
0,9 1 g-1" vyklicilo 20 semen ze 30, coz bylo nejméné vykli¢enych semen u druhého méfeni

koncentrace glycin betulinu|1. termin (2. termin
kontrola 15 24
0,14 gl 12 23
0,49 gl 17 24
0,7 gl 11 24
091 gl 10 20
1,12 gl 14 23

Tabulka 3: Pocet vyklicenych semen u Valerianella locusta pii riznych
koncentracich GBet

5.2.6 Délka korinku nad 2 mm

Na tomto grafu 9 jsou zaznamenany pramérné délky kofinku nad 2 mm pii dvou
terminech méfeni. Pfi prvnim terminu se prumérna délka kotink pohybovala od 3,6 do 5,14
mm. Kdy nejdelsi kofinek byl naméfen u varianty 0,7 g-1"! a naopak nejkratsi byl u kontroly.
Pii druhém méfeni byla nejdelsi primérna délka kotinku (16,3 mm) u varianty 0,49 g-17.
Naopak nejkratsi kofinek byl stejné jako u prvniho terminu zjistén u kontroly s primérnou
délkou 10,8 mm. P#i koncentracich glycin betulinu 0,14 g-1*%; 0,7 g-1%; 0,91 g1t a 1,12 g1
byly primérné délky kotinkid 13,9 mm; 12 mm; 11,7 mm a 14,6 mm. LSD testem nebyly pfi
prvnim terminu zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a péti sledovanymi
variantami. P¥i druhém terminu méfeni byly u variant 0,14 g-1"%; 0,49 g-1t a 1,12 g-1? zjistény
statisticky vyznamné rozdily s kontrolou. Zatimco u variant (0,7 g-1* a 0,91g-1") nebyly
zjiStény statisticky prikazné rozdily. U druhého méfeni byl dale zjistén rozdil u varianty
0,14 g-1"t s variantami 0,49 g-1'%; 0,7 g-1a 0,91 g-1"%. Rozdil byl zjistén i u varianty 0,49 g-1'
s variantami 0,14 g-1%; 0,7 g-1%;, 091 g-1ta 1,12 g1

U varianty 0,7 g-1"! byl prokazan statisticky vyznamny rozdil hned se tfemi variantami
0,14 g-1%1,12 g-112 0,49 g-1°%. Lisila se i varianta 0,91 g-1 s variantami 0,14 g-1%; 1,12 g-1t a
0,49 g1,

38



20

18

16

14

12

10

R nad 2 [mm]

—$— VARIANTA

6 0

—#— VARIANTA
0.14

4 —$— VARIANTA

0.49

2 —&— VARIANTA
0.7

—¢— VARIANTA
0.91

—#— VARIANTA
termin 1.12

Graf 9: Délka kotinku nad 2 mm u Valerianella locusta v zavislosti
na koncentraci GBet

5.2.7 Délka hypokotylu

Graf 10 znazoriuje primérné délky hypokotylu u klicnich rostlinek polnicku pii
riznych koncentracich glycin betulinu. U kontrolni varianty byla primérna délka hypokotylu
10,82 mm. Pii koncentracich 0,14 g-1* a 0,49 g-1"! byla priiméma délka hypokotylu vy3si —
12,23 mm a 13,65 mm. Priimérna délka hypokotylu u varianty 0,7 g-1" bylo 11,39 mm.

P#i koncentraci 0,91 g-1t a 1,12 g1 glycin betulinu byla priméma délka hypokotylu
LSD testem bylo zjisténo, Zze mezi kontrolou a variantami 0,14 g-1; 0,7 g-1 2 0,91 g-1"t nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil v primérnych délkach hypokotylt. Zatimco u variant
0,49 g-1* a 1,12 g1 byl prokazan rozdil v naméfenych hodnotach. V primérnych délkach
hypokotylu se podle LSD testu lisila i varianta 0,49 g-17's variantami 0,7 g-11 2 0,91 g-1"1. Déle
byly zjistény rozdily i mezi variantou 0,91 g-1%a 1,12 g-1™.
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Graf 10: Délka hypokotylu u Valerianella locusta v zavislosti na
koncentraci GBet

5.2.8 Cerstva hmotnost (FW) kli¢nich rostlinek

Graf 11 znazornuje praimérné hmotnosti ¢erstvé hmoty u rostlin kozlicku. Hmotnosti se
pohybovaly od 16,5 do 22 mg. Nejvyssi hmotnost byla zjiSténa u kontrolni varianty a
koncentrace 1,12 g-1"t. Naopak nejnizsi hmotnost byla u varianty 0,91 g-1"!. Na zakladé LSD
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Graf 11: Hmotnost FW kli¢nich rostlinek u Valerianella locusta v zavislosti na
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testu nebyl mezi kontrolou a rostoucimi koncentracemi glycin betulinu prokazan statisticky
vyznamny rozdil v hmotnostech FW.

5.2.9 Hmotnost suSiny (DW) kli¢nich rostlinek

V grafu 12 jsou zobrazeny prumérné hmotnosti susiny piepoc¢itané na hmotnost jedné
rostliny. Z grafu je patrné, Ze nejvy3si hmotnost byla u varianty 1,12 g-1"* — 0,59 mg a naopak
nejnizsi u varianty 0,91 g-1"t — 0,46 mg. Mezi kontrolou a v§emi nasledujicimi variantami nebyl
statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 12: Hmotnost DW kli¢nich rostlinek u Valerianella locusta v zavislosti na
koncentraci GBet
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5.3 Vliv odstupiiovanych koncentraci GBet na kli¢eni kozlicku polnic¢ku
v podminkach zasoleni

5.3.1 Kilicivost semen (SG)

Graf 13 znazornuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen u rostlin polnicku v podminkach
zasoleni. Vypocitané hodnoty se pohybuji od 71 % do 83 %, pfiCemz nejvyssi hodnoty byly
u tfi variant — kontrolni, 0,49 g-1t 2 0,91 g-1"t. Naopak nejnizsi hodnota byla u varianty 0,7 g-1°%.
U nésledujicich variant — 0,14 g-1; 0,49 g-1t a 1,12 g-1"t — byla priimérna kli¢ivost semen 79 %
a 75 %.
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Graf 13: Kli¢ivost semen Valerianella locusta v podminkach zasoleni

5.3.2 Energie kli¢eni (GE)

Z tabulky 4 je patrné, ze nejvyssi primérné hodnoty energie kli¢eni byly pfi poslednim
meéteni tedy desaty den od zaloZeni pokusu. Nejvyssi primérnd hodnota GE (83 %) byla zjiSténa

u ti variant — kontrolni, 0,49 g-1* 2 0,91 g-1"t. Naopak nejnizsi hodnota byla u varianty 0,7 g-1*
— 71 %. U varianty 1,12 g-I'* byla primérn4 energie kli¢eni 75 %.

koncentrace glycin betulinu ve 100 mM NaCl|GE 1. termin [%] |GE 2. termin [%] |GE 3. termin [%] |GE 4. termin [%)]
kontrola 48

0,14 gl 43

0,49 gl 25

07 gl

091 gl

1,12 glI?

Tabulka 4: Energie kliceni Valerianella locusta pii riznych koncentracich GBet v NaCl
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5.3.3 Rychlost kli¢eni (GR)

Graf 14 ukazuje, ze nejvyssi pramérna rychlost kliceni byla Sesty a sedmy den méfeni.
Naopak nejnizsi vysledky byly pii prvnim méfeni ¢tvrty den od zalozeni pokusu — od 13 % do
57 %. Pi prvnim méfeni rychlost kli¢eni s rostouci koncentraci glycin betulinu v NaCl klesala.
Pouze u varianty 0,91 g-1"! doslo k mirnému nérustu hodnot. Pfi $estém méfeni se primérna
rychlost kli¢eni pohybovala od 60 % do 89 %. U posledniho méfeni byla nevyssi primérna
kli¢ivost 94 % zjisténa u varianty kontrolni a 0,49 g-1"!. Naopak nejniz§i primérna hodnota GR

byla u varianty 0,91 g-1"%.
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Graf 14: Rychlost kliceni Valerianella locusta v podminkach zasoleni
5.3.4 Index Kklicivosti (GI)

Graf 15 zobrazuje pramérny index kli¢ivosti u semen polnicku v podminkach zasoleni.
Nejvyssi index kli¢ivosti byl u kontrolni varianty (39). Se zvySujici koncentraci glycin betulinu
s NaCl se index kli¢ivosti snizoval, nejniz$i hodnota (21) byla u variant 0,49 g-1* a 1,12 g-1"%.
U varianty 0,91 g-1" doglo ke zvyseni GI na 27.
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Graf 15: Index klicivosti Valerianella locusta v podminkach zasoleni
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5.3.5 Pocet vyklicenych semen

V tabulce 5 jsou zobrazeny primérné hodnoty vykli¢enych semen pii prvnim, druhém,
tretim a ctvrtém méfeni. Nejméné semen vyklicilo pfi prvnim méfeni, naopak nejvice pii méteni
poslednim, kdy vyklicilo ptes 20 semen ze 30.

koncentrace glycin betulinu ve 100 Mm NacCl | 1. termin | 2. termin | 1. termin | 4. termin
kontrola 14 22 24 25
0,14 g 13 18 21 24
049gl" 7 19 23 25
0,7gl" 3 14 18 21
091gl" 5 18 19 25
1,12gl? 2 13 18 23

Tabulka 5: Pocet vykli¢enych semen Valerianella locusta pii riznych koncentracich
GBet v NaCl

5.3.6 Délka korinkid nad 2 mm

Graf 16 zobrazuje primérnou délku kofinki nad 2 mm u rostlin polni¢ku pfi prvnim,
druhém, tfetim a &tvrtém terminu méfeni. Pii prvnim méfeni u koncentraci 0,14 g-1?%;
0,49 g-1%,0,7 g:1%;, 0,91 g-1ta 1,12 g- 1 byly délky kotinkd 2,9 mm; 2,2 mm; 2,3 mm; 2,2 mm
a2,2mm.

Pti druhém méfeni se délka kofinkd pohybovala od 2,3 mm do 5,3 mm. Pfi tfetim
terminu u kontrolni varianty se délka kotfinku sniZila na 5,1 mm, ale byla to potad nejvyssi
hodnota. Naopak nejkratsi kofinek 2,5 mm byl zjistén u varianty 0,91 g-1". P¥i poslednim
terminu byl nejdelsi kotinek opét u kontroly (5,79 mm) a nejkrat§i (2,6 mm) u varianty
0,91 g-I"t. Nejdelsi kotinky byly naméfeny u viech terminti u kontrolni varianty, kde pfi prvnim
méteni byla délka kofinku 4,7 mm a pii poslednim méteni 5,8 mm. LSD testem bylo zjisténo,
Zze u vSech termini méfeni existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou a vSemi
sledovanymi variantami. U prvniho terminu méfeni bylo LSD testem zjisténo, ze existuje
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou a viemi variantami (0,14 g-17; 0,49 g-1'%; 0,7 g-1%;
0,91 g1t a 1,12 g-1). Pii druhém méfeni byl statisticky vyznamny rozdil zji§tén u variant
0,14 g1t s variantou 0,49 g-1". U tietiho a &tvrtého méfeni byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil u varianty 0,14 g-1"!'s variantami 0,49 g-1"%; 0,7 g-1%; 0,91 g-1ta 1,12 g-1™%.
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Graf 16: Délka kofinku nad 2 mm u Valerianella locusta v zavislosti
na terminu méfeni

5.3.7 Délka hypokotylu

Graf 17 znazornuje pramérné délky hypokotylu u semen polnicku kli¢icich v roztoku
100 mM NaCl spolu s glycin betulinem. Primérna délka hypokotylu u vykli¢enych semen v
destilované vodé na konci pokusu byla 3 mm. U varianty 0,14 g-1* byla primérna délka
hypokotylu pii ¢tvrtém terminu méfeni 2,1 mm. U variant 0,49 g-17%; 0,7 g-1%; 0,91 g1t a
1,12 g-I"t byly priimérné délky hypokotylu na konci pokusu 1,6 mm; 1,8 mm; 1,6 mm a 1,75
mm. Nejvy$si primérna délka hypokotylu byla u kontroly, a naopak nejnizsi primérna délka
hypokotylu byla u varianty 0,91 g-1"! na konci pokusu. Pfi¢emz nejkratsi hypokotyly byly
naméfeny pii druhém terminu méfeni. U tfetiho a ¢tvrtého terminu doslo u vétSiny variant
k narustu délek hypokotyli. Pouze u variant 0,49 g-1ta 0,91 g-1" doslo u posledniho méfeni
k propadu hodnot na 1,62 mm. Na zakladé LSD testu bylo zji§téno, Ze u vSech méfeni existuje
statisticky vyznamny rozdil v délkach hypokotylu mezi kontrolou a sledovanymi variantami
(0,14 g-1%0,49 g-1%, 0,7 g-1%, 0,91 g-1t a 1,12 g-1'h). LSD testem bylo zjisténo, Ze pii druhém
méfeni nebyl mezi variantami zji$tén statisticky vyznamny rozdil. Zatimco u tfetiho méfeni byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi variantou 0,14 g-1* a variantou 0,7 g-1"%. Ligila
se i varianta 0,91 g-1"' s variantami 0,7 g-1"t @ 1,12 g-11. U posledniho méfeni byl zjistén rozdil
mezi variantou 0,14 g-1? se tfemi variantami (0,49 g-1%;, 0,91 g-1* a 1,12 g-1'h).
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Graf 17: Délka hypokotylu u Valerianella locusta v zavislosti na
terminu

5.3.8 Cerstva hmotnost (FW) kli¢nich rostlinek
Graf 18 znazornuje prumérné hmotnosti cerstvé hmoty u rostlin polnicku v podminkach

zasoleni. Nejvy3si hmotnost 5,1 mg byla zjisténa u varianty 0,14 g-1? a nejnizsi 3,4 mg u

cwwvr
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Graf 18: Hmotnost FW kli¢nich rostlinek u Valerianella locusta v
zavislosti na koncentraci GBet v NaCl
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testem nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v hmotnostech FW mezi kontrolou a v§emi
sledovanymi variantami (0,14 g-1"%; 0,49 g-17%; 0,7 g-1%, 0,91 g-1ta 1,12 g-17).

5.3.9 Hmotnost suSiny (DW) kli¢nich rostlinek

V grafu 19 jsou zobrazeny prumérné hmotnosti susiny rostlin polnicku. Hmotnosti se
pohybovaly od 0,37 do 0,57 mg, kdy nejvyssi hmotnost byla u varianty 0,91 g-1"* a naopak
nejnizs§i hmotnost byla zjiiténa u varianty kontrolni. Mezi kontrolou a variantami 0,14 g-1?%;
0,49 g1 2 0,7 g-1"t nebyl prokéazan statisticky vyznamny rozdil v hmotnostech susiny. Zatimco
u variant 0,91 g-1%a 1,12 g1 byl statisticky vyznamny rozdil s kontrolou prokazin. LSD
testem byl dale zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi variantou 0,7 g:1"! a variantou
0,91 g1t
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Graf 19: Hmotnost DW kli¢nich rostlinek u Valerianella locusta v
zavislosti na koncentraci GBet v NaCl

5.4 VIliv deficitu vody a rozdilnych koncentraci GBet na kli¢eni lociky seté

5.4.1 Kilicivost semen (SG)

Graf 20 zobrazuje primérnou kli¢ivost semen pfi deficitu vody nasimulovaném pomoci
10% PEG a rozdilnych koncentraci aplikovaného GBet. U semen lociky seté (Lactuca sativa
L.). Nejvyssi kli¢ivost byla u varianty 1,12 g-1" — 96 %. Poté nasledovaly varianty 0,14 g1
hodnota SG byla u stresované varianty (10% roztoku PEG) 49 %. Varianta 0,091 g1 méla
hodnotu SG 87 %.
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Graf 20: Klicivost semen Lactuca sativa vlivem deficitu vody a
rozdilnych koncentracich GBet

5.4.2 Enerdgie kli¢eni (GE)

V nasledujici tabulce 6 jsou zaznamenany primérné hodnoty energie kli¢eni pti prvnim
a druhém terminu méfeni. Pfi prvni terminu méfeni byla nevys$si primérna energie kliceni 88 %
zaznamenana u kontroly, naopak nejniz§i hodnota GE 45 % byla zjisténa u stresované varianty
(10% roztoku PEG). U druhého terminu byly hodnoty energie kli¢eni vyssi — od 87 do 96 %.
Pouze u stresované varianty (10% roztoku PEG) byla hodnota GE nejnizsi — 49 %.

vodni deficit (10% PEG) a rlizné koncentrace Gbet | GE 1. termin [%]|GE 2. termin [%]
kontrola 88 92
vodni deficit (10% Pec 48] 49|
0,091 g-I 69 87
0,14 gl 77 93
0,7 gl 68 92
112 gl g2 0§

Tabulka 6: Energie kli¢eni Lactuca sativa pti vodnim deficitu a rozdilnych
koncentracich GBet

5.4.3 Rychlost kli¢eni (GR)

V nasledujicim grafu 21 jsou uvedeny prumérné hodnoty rychlosti kli¢eni semen salatu,

cvwr

primérnd rychlost kli¢eni 74 % byla zjisténa u varianty 0,7 g-1". Rozdil mezi nejvyssi a nejnizsi
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primérnou rychlosti kliceni ¢inil 21 %. AZ na variantu 0,7 g-1 byly hodnoty SG pomérné
vyrovnané — od 74 % do 95 %.
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Graf 21: Rychlost kli¢eni Lactuca sativa pfi vodnim deficitu a rozdilnych
koncentracich GBet

5.4.4  Index Kklicivosti (GI)

Graf 22 zobrazuje prﬁmérny indeX klicivosti u semen salatu. Naméfené hodnoty se

Cvwr

GI byla zjisténa u stresovane varianty (10% roztoku PEG).

45

40
35
3
2
2
1
1
0

vodni deficit 0,091
(10% PEG)
koncentrace GBet v 10 % PEG [g-I]

Graf 22: Index Kkli¢ivosti Lactuca sativa pii vodnim deficitu a
rozdilnych koncentracich GBet
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5.4.5 Pocet vyklicenych semen

V této tabulce 7 jsou zaznamenany prumérné pocty vykli¢enych semen pii dvou
terminech méfeni. MlUzeme si vSimnout, ze pii prvnim métfeni vykli¢ilo nejvice semen
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u kontrolni varianty (24 ze 30 moznych), naopak nejméné u varianty stresované (10% roztok
PEG), kdy vykli¢ilo pouze 14 semen ze 30. U druhého méteni hned tfi varianty dosahly stejného
poctu vyklicenych semen, a to 28 ze 30. Nejvice semen vykli¢ilo u nejvyssi koncentrace
1,12 g1t — 29 ze 30. A naopak nejméné vyklienych semen bylo zaznamenano u varianty

stresované, u které vykli¢ilou pouze 15 semen za 30.

vodni deficit (10% PEG) a rzné koncentrace Gbet|1. termin | 2. termin
kontrola 26 28

vodni deficit (10% PEG) 14 15

0,091 g 21 26

0,14 g7’ 23 28

0,7 gl? 20 28

1,12 gl 25 29

Tabulka 7: Pocet vyklicenych semen Lactuca sativa pii vodnim deficitu a rozdilnych

koncentracich GBet

5.4.6 Délka korinku nad 2 mm

Graf 23 zobrazuje praimérné délky kotinku del§ich nez 2 mm pfi dvou terminech méfeni.
Pti prvnim méfeni se délka kotink pohybovala od 2,7 mm do 8,2 mm, kdy nejdelsi kofinek
byl u varianty kontrolni, naopak nejkratsi u varianty stresované (roztok 10% PEG). U variant
0,091 g1 0,14 g1 0,7 g1t a 1,12 g1 byla délka kofink 6,4 mm; 6,7 mm; 6,4 mm a
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Graf 23: Délka kofinku nad 2 mm u Lactuca sativa v zavislosti na terminu

7,9 mm. Pfi druhém méfeni byl nejdelsi primémy kofinek zaznamenan u varianty 0,14 g-1'
s délkou 39,7 mm. Naopak nejkratsi kofinek (5 mm) byl stejné jako u prvniho méfeni u
stresované varianty (roztok 10% PEG). Pfi prvnim méfeni byl LSD testem zjistén statisticky
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vyznamny rozdil mezi kontrolou a variantou stresovanou (roztok 10% PEG). U ostatnich
variant (0,091 g-1"%; 0,14 g-17%; 0,7 g-1t a 1,12 g-1"?) nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil
s kontrolou. Statisticky vyznamny rozdil byl dale zjistén u stresované varianty (10% PEG)
s variantami 0,091 g-1"%; 0,14 g-1%; 0,7 g-1a 1,12 g-1*t . P¥i druhém terminu byl zjistén rozdil
mezi kontrolou a variantami 0,091 g-1%; 0,14 g1t a 1,12 g-I"Y. Zatimco mezi kontrolou
a variantou 0,7 g-17* nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Dale bylo zjiiténo, ze mezi
variantami 0,091 g-1%; 0,14 g-1 a 1,12 g-1" existuje statisticky vyznamny rozdil s variantou
0,7 g-I't. Rozdily byly zjistény u varianty 0,091 g-1! svariantou 0,14 g-1* a 1,12 g™
Statisticky vyznamny rozdil byl i mezi variantou 0,14 g1 a dvéma dal§imi variantami —
0,7 g-1ta 1,12 g-1"L. Stejné jako u prvniho méfeni byl i u druhého méfeni u stresované varianty
zjistén statisticky vyznamny rozdil se v§emi variantami s GBet.

5.4.7 Délka hypokotylu

V grafu 24 jsou zaznamenany prumérné délky hypokotyld v mm pii dvou terminech
méfeni. U prvniho méfeni se praimérné délky hypokotyli pohybovaly od 1,2 mm do 2 mm.
Pii¢emz nejdelsi hypokotyl byl zjistén u kontrolni varianty, a naopak nejkratsi u koncentrace
0,14 g-I't. P¥i druhém méfeni doslo k vyraznému nartstu délek hypokotylu. Pouze u stresované
varianty (10% roztok PEG) se délka hypokotylu pfili§ nezvysila (2,3 mm). Naopak nejdelsi
hypokotyl 19 mm byl u varianty s nejvyssi koncentraci 10% PEG s GBet 1,12 g-1™.
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Graf 24: Délka hypokotylu u Lactuca sativa v zavislosti na terminu

Pfi prvnim terminu méteni nebyl na zakladé LSD testu zjiStén statisticky vyznamny
rozdil v délkach hypokotylu mezi kontrolou a péti sledovanymi variantami. U druhého méfeni
byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou, stresovanou variantou (10% roztok
PEG) a 1,12 g-I". Naopak u dvou variant (0,7 g1t a 0,14 g-1™') nebyl prokazan statisticky
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vyznamny rozdil v primérnych délkach hypokotyli. Statisticky vyznamny rozdil byl dale
zjistén u varianty 0,14 g-1I"! s variantami 0,091 g-1* a 1,12 g-I'l. Ligila se i varianta 0,091 g-1?
s variantami 0,14 g-1?a 1,12 g-1l. Déle byl u druhého terminu méfeni zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi stresovanou variantou (10% roztok PEG) a variantami 0,091 g-17;
0,14 g1% 0,7 g1t a 1,12 g 1'%

5.4.8 Cerstva hmotnost (FW) kli¢nich rostlinek

Graf 25 znazorfiuje primérnou hmotnost ¢erstvé hmoty piepocitanou na jednu rostlinu
v mg, kdy nejvyssi hmotnost zvazenych rostlin (16,86 mg) byla zjisténa u kontrolni varianty, a
snizovala i hmotnost ¢erstvé hmoty, kdy u varianty 0,7 g1 doséhla hodnot 11,9 mg. U varianty
1,12 g1 doslo k naristu hmotnosti FW na 15,14 mg. Mezi stresovanou variantou (10%
roztokem PEG) byl LSD testem zji§tén rozdil s variantami 0,091 g-17%; 0,14 g-1ta 1,12 g-1*
20 : : :
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Graf 25: Hmotnost FW kli¢nich rostlinek Lactuca sativa vlivem vodniho deficitu
a rozdilnych koncentracich GBet
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5.4.9 Hmotnost suSiny (DW) kli¢nich rostlinek

Graf 26 znéazoriiuje primérné hmotnosti susiny u kli¢nich rostlinek salatu v mg v
podminkach sucha. Hodnoty susiny se pohybovaly od 1,08 do 1,9 mg, kdy nejvyssi hodnota
byla navazena u koncentrace 0,7 g-1"* a nejnizsi u varianty kontrolni. Rozdil mezi nejnizsi a
nejvyssi primérnou hmotnosti suSiny ¢inil 0,82 mg. Z LSD testu vyplyva, Ze mezi kontrolou a
vSemi variantami byl prikazny statisticky vyznamny rozdil v hmotnostech suSiny. Statisticky
vyznamny rozdil byl zji§tén mezi variantou 0,091 g-1"a variantou 0,7 g-1°.
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Graf 26: Hmotnost DW kli¢nich rostlinek Lactuca sativa vlivem vodniho deficitu a rozdilnych
koncentracich GBet
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6 Diskuze

U vybranych rostlin — feficha seta (Lepidium sativum), kozlicek polnicek (Valerianella
locusta) a locika seta (Lactuca sativa) byl hodnocen vliv glycin betulinu na kli¢ivost a rist
ranych vyvojovych fazi rostlin v podminkach sucha a zasoleni. Pfedmétem méfeni byla
prumérna kli¢ivost semen (SG), energii kli¢eni (GE), rychlost kliceni (GR), index kli¢ivosti
(GI) a pramérny pocet vykli¢enych semen. Dale byla méfena pramérna délka koiinkd nad
2 mm, délka hypokotylti a hmotnost FW a DW piepocitana na hmotnost jedné rostlinky v mg.

Vodni deficit a zasoleni patii mezi abiotické stresory, které maji v globalnim méfitku
negativni dopady na zemédélskou produkci. Sucho se vyrazné projevuje i na tizemi nasi
republiky. Voda je jednou z nezbytnou podminek pro kliceni semen, je nezbytnou soucasti
metabolickych procesti a vytvaii vhodné podminky pro jejich prubéh. Pokud je vody nedostatek
dochazi ke snizeni kli¢ivosti a nasledné i ke zpozdéni kliceni a rustu mladych rostlinek
kotinkd a hypokotyld. Vodnim deficitem jsou rostliny postizeny kdykoliv béhem svého vyvoje,
avSak v ur¢itych etapach vyvoje, jako je kli¢eni nebo vyvoj mladé rostlinky, je pro né pisobeni
sucha kriticke.

Yancey (1994) ve svém vyzkumu dosel k zavéru, Ze pokud jsou rostliny vystaveny
nepiiznivym enviromentalnim podminkam jako je zasoleni nebo vodni deficit, rostlinné buiiky
se snazi pred stresem chranit akumulaci riznych organickych metabolitt, které jsou
oznacovany jako kompatibilni soluty ¢i osmoprotrektanty. Na jeho mySlenku ve svych pracich
navazala fada autoru jako Sakamato & Murata (2002), Ashraf & Foolad (2007), Chen & Murata
(2008), ktefi dosli k zavérim, ze mnoho rostlinnych druhd pfirozené akumuluje glycin betain
jako hlavni osmolyt, pokud jsou vystaveny abiotickému stresu. Vliv glycin betulinu nebyl
v rostlinach pfili§ zkouman, ma ale antioxidacni a antimikrobialni U¢inky. Podobnym
osmoprotektantem jako glycin betulin je jiz zminény glycin betain. Podle Ashraf & Foolad
(2007) mize GB kromé osmoprotektivni role chranit bunky pied zivotnim prostfedim neptimo.
Jedna se predevsim 0 pasobeni na jednotlivé enzymy a stabilizaci membranové integrity. Dale
chrani cytoplazmu, chloroplasty, fotosynteticky aparat a slouzi i jako lapa¢ kyslikovych
radikala (ROS).

Podle Hasegawa et al. (2000) zvySena akumulace glycin betainu mtze snizit poskozeni
rostlinnych bunék vyvolané stresem. Biosyntéza glycin betainu je indukovana stresovymi
podminkami a jeho koncentrace se mezi rostlinnymi druhy lisi. Pohybuje se od 40 do 400 pmol
(DW) v tzv ptirodnich akumulatorech za stresovych podminek (Rhodes & Hanson 1993).

6.1 Test toxicity u rerichy seté

Reficha, ktera kli¢ila v riiznych koncentracich GBet, mé&la primé&rné hodnoty kli¢ivosti
a pocet vykli¢enych semen vyrovnané, pouze u varianty 0,49 g-1" doslo k mirnému poklesu
hodnot. Muhammad & Hussain (2010) vyhodnocoval kli¢eni semen fefichy v roztocich NaCl
o ruzné elektické vodivosti a kli¢ivost semen se pohybovala od 83 do 38 %. Nejnizsi hodnota
SG byla zjisténa u vodovosti 15 dS/m NaCl, coz odpovida piiblizné¢ 32 mmol (Culkin 1896).
Khayyat et al. (2014) zkoumal kli¢eni fefichy a bazalky v roztoku chloridu sodného (25 a 50
mM). Ve svém praci dosel k zavéru, ze semena fefichy jsou mnohem vice odolna vuci
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salinitnimu stresu oproti bazalce, jejiz semena jsou k zasoleni Citlivéjsi. Semena fetichy dobie
klicila, coz je ztejmé i z primérného poctu vykli¢enych semen, kdy vyklicila vice jak polovina
pokusnych semen. Z primérnych délek kotinkt je patrné, ze mezi jednotlivymi koncentracemi
GBet existuji rozdily mezi jednotlivymi variantami. Nejkratsi a nejdelsi kotfinek byl naméten u
variant 0,014 g-1* — 14,2 mm a 0,7 g-1" — 10,3 mm. Pokud porovname nase vysledky z praci
Muhammada & Hussaina (2010), nase kofinky byly kratsi. Zatimco v praci Khayyata et al.
(2014) kofinky fetichy kli¢ici v roztoku HsBO3 dosahly podobnych vysledka jako na$ pokus.
Zajimavosti je, Ze u nizsich koncentraci GBet bylo u vSech variant viditelné kofenové vlaseni,
které u vyssich koncentraci GBet bylo pravdépodobné vys$simi koncentracemi GBet
inhibovano. K podobnym zavérim dosel ve své studii i Wang et al. (2008), ktery se zabyval
kofenovym vlasenim u kli¢icich rostlinek husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) pii riznych
koncentracich chloridu sodného. Zjistil, ze se zvysujici koncentraci NaCl dochazi u rostlinek
huseni¢ku ke snizovani délek kofenového vlaseni. U pokusu se dale zjistovala délka
hypokotylu. U niz§ich koncentraci GBet byl hypokotyl delsi, oproti vy$§im koncentracim GBet,
které mély kratsi hypokotyly.

U semen fetichy kratce po kontaktu s vodou dochazi k bobtnani slizovych obali, které
pomahaji semeni 1épe absorbovat vodu. Pokud jsou ovSem semena vystavena stresovym
podminkam, k bobtnani slizovych obali nedochazi (Behrouzian et al. 2014). Toto tvrzeni
potvrzuji i pokusy pracovnikd z Ustavu experimentalni botaniky AV CR, kteii zkouseli, jak
bude feficha kli¢it v 6% roztoku NaCl a 1% roztoku kyseliny citronové. Koncentrace soli byla
Vv tomto piipadé tak vysoka, ze nejenze po celou dobu pokusu nevyklicilo zadné semeno, ale
dokonce nedoslo ke zbobtnani obaltl. U roztoku s 1% kyselinou citronovou semena vyklicila,
ale kofinky méli jen par milimetrd (max. 2 mm). Zatimco u kontroly byly viditelné listky a
dlouhé¢ kotinky i hypokotyly (sdéleno ustné€). I u naseho pokusu po aplikaci GBet doslo ke
zbobtnani slizovych oballl, navic semena ani rostlinky netrpély Zadnymi chorobami a ptisobily
vitalnim dojmem. Farooq et al. (2008) uvedl, ze semena kukufice osetfena glycin betainem o
koncentracich (50,100 a 150 mg-1) byla odoIné&jsi vii¢i chladu béhem kligeni.

6.2 Test toxicity u kozlicku polni¢ku

U pokusu se semeny polnicku s GBet nejlépe klicila semena v destilované vod¢ a
v koncentracich 0,14 g-1"; 0,49 g-1%; 0,7 g-1t a 1,12 g-1"t. Oproti koncentraci 0,91 g-1*, kde i
pii druhém méfeni vykli¢ilo nejméné semen — 20 ze 30. U pramérné kli¢ivosti semen byly
hodnoty pomérné vyrovnané, pouze u varianty 0,91 g-1" kli¢ivost semen klesla na 66 %.
Obdobny trend byl zjistén i u energie kliceni, kde opét varianta 0,91 g-1"! vykazovala nejnizsi
naméfenou hodnotu. U rychlosti kli¢eni byla naopak nejvyssi hodnota namétena u varianty
méfeni u varianty 0,91 g-1"%, u které vykli¢ilo 20 semen ze 30. Naopak nejvice vyklicenych
semen bylo zjisténo u variant — kontrola, 0,49 g-1"t a 0,7 g-17, u t&chto variant vyklicilo 24
semen ze 30. Hodnoty indexu kli¢ivosti se pohybovaly od 19,7 do 29. Ambika et al. (2015)
zkoumal kli¢ivost semen paprik, které byly oSetfeny 10 mM glycin betainem. OSetiena semena
vykazovala lepsi klicivost a méla siln€jsi koteny.

U pramérnych délek kotinku byly pii prvnim terminu méfeni hodnoty téméf stejné. Az
pii druhém méfeni byly patrné rozdily v délkach kotinkt, kdy nejdelsi pramérna délka 16,3 a
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14,6 mm byla naméfena u variant 0,49 g-17? a 1,12 g-I'"l. Naopak nejkratsi kotinek byl zjistén
u kontrolni varianty — 10,8 mm. Pokud porovname primérné délky hypokotyli mezi
jednotlivymi koncentracemi Gbet, tak nejvyssi primérna hodnota byla naméfena u varianty
0,49 g-1t a 1,12 g-1* — 13,65 a 13 mm. Naopak nejkrat$i hypokotyl byl naméfen u varianty
0,91 g-1t — 9,83 mm. Co se tyka pramérnych hmotnosti FW a DW piepoditanych na jednu
kli¢ni rostlinku, mezi v§emi variantami nebyl zaznamenam rozdil v hmotnostech.

6.3 Kozicek polnicek kli¢ici v podminkach zasoleni

U dalsiho pokusu kli¢ila seminka polni¢ku v roztoku 100 mM NaCl, do kterého byl jako
v piedchozim pokusu piidan GBet o riznych koncentracich. Podle Kent & Lauchli (1985) solny
roztok zpomaluje kli¢eni semen, zpomaluje se i dlouzivy rist. Neumann et al. (1995) ve své
praci uvedl, Zze zasoleni muze inhibovat rust kofent, ¢imz je ovlivnén piijem vody a Zivin
z pudy. Zapata et al. (2003) se zabyval kli¢ivosti Semen deviti odrad salatu, na zakladé vysledka
dosel k zavéru, Ze salat je pomérné odolny vici zasoleni, semena jsou v solném roztoku
schopna klicit, ale kli¢ivost semen se snizuje. Kromé toho je kli¢ivost semen negativné
ovlivnéna piimymi toxickymi uéinky iontd Na" a CI, tak i osmotickymi a¢inky — snizenim
vodniho potencialu (Zhang et al. 2010). Pii pokusu se potvrdilo, ze i kdyz byl k solnému
roztoku ptidan GBet, semena byla G¢inky soli ovlivnéna, ale vyklicila. Na rozdil od jiného
pokusu, ktery byl provadén na Katedie botaniky a fyziologie rostlin pti kterém byla semena
polni¢ku vystavena péti koncentracim NaCl (5, 10, 25, 50 a 100 mmol-I). U prvnich &tyrech
koncentraci semena kli¢ila. U nejvyssi koncentrace NaCl byla koncentrace roztoku natolik
vysokd, ze nedoslo k vykliceni jediného semene. Zhan et al. (2014) provadéli pokusy se
semeny Sesti druhti trav, kterd kli¢ila v roztoku NaCl. Autoti dosli k zdvéru, ze ¢im vyssi byla
koncentrace soli v médiu, tim nizsi byla i celkova kli¢ivost semen. Semena u tohoto pokusu
trpéla hnilobami nebo zasychajicimi Spickami kotinkd. Coz mohlo byt zpisobeno prave
toxickymi uéinky chloridu sodného. Nasri et al. (2015) ve své praci sledoval kli¢ivost semen
dvou odrid salatu (Romaine a Vista) ve 100 mM roztoku NaCl. Zatimco kultivar Romaine
dosahl 100 % kli¢ivosti, u kultivaru Vista doslo vlivem zasoleni ke snizeni procenta kli¢ivosti
na 56 %. Dale Narsi zjistil, ze u obou kultivart salatu doslo také ke snizeni rychlosti kli¢eni.
Nejnizsi primérna energie kliceni u &tvrtého méfeni byla u varianty 0,7 g-1" 71 %. Naopak
nejvyssi hodnota byla naméfena u tif variant — kontrola, 0,49 g-1t a 0,91 g1 — 83 %. Priimérna
rychlost kli¢eni dosahla nejvyssich hodnot u posledniho terminu méfeni, kdy nejvyssi hodnota
byla u variant — kontrola a 0,49 g-1" — 94 % a nejnizsi u varianty 0,91 g-1"t— 77 %. Hussein &
Joo (2018) zkoumal kliceni salatu a fedkve se 100 mM rozroku NaCl. Pokud porovname nase
vysledky s jejich, naSe semena méla vyssi rychlost kliceni. Vlivem zasoleni doslo i ke snizeni
délek kotinkti a hypokotyli. Nejdelsi — kontrola (5,79 mm) a nejkratsi kofinek byl u varianty
0,91 g1 — 2,6 mm. Nejdelsi primérny hypokotyl byl u varianty kontrolni 3 mm, naopak
nejkrat$i hypokotyl byl naméfen u variant 0,49 g-1t a 0,91 g1 — 1,62 mm. Stejny trend
zaznamenal ve svém pokusu i Narsi se semeny salatu. Ibrahim et al. (2019) se zabyval klicenim
povijnice vodni v roztocich NaCl o koncentracich 25, 50 a 75 mM. Vysledky kli¢ivosti semen
jeho prace byly témét shodné s naSim pokusem. V ¢em se nase vysledky od Ibrahima lisily, byl
index klicivosti a délky kotinkii a hypokotylt. Zatimco nase nejvyssi hodnota GI 39,6 byla
u varianty kontrolni a vlivem stoupajici koncentrace dochazelo ke snizovani hodnot, pouze
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u varianty 0,91 g-1't doglo u této varianty k mirnému nartistu hodnot — 27,1. Nejnizsi hodnota
21 a 20,8 byla zaznamendna u dvou variant 0,7 g-1ta 1,12 g-1"t. Vysledky indexu kli¢ivosti
Ibrahima et al. (2019) u koncentrace 75 mM NaCl byla pouhych 0,73. Ale délky kofinkt a
hypokotyli byly vy$si nezv prace Ibrahima — 20 mm a 18,6 mm. U hmotnosti ¢erstvé hmoty
nebyly zaznamenany zadné rozdily mezi jednotlivymi variantami. Rozdily byly zjistény az u
suché hmoty, kdy se od sebe liily varianty 0,7 g-1* a 0,91 g1 — 0,39 a 0,57 mg/rostlinu. Prace
Mahdaviho & Sanavyho (2007) dosla k podobnym zavéram jako naSe vysledky. A to, Ze vlivem
zasoleni dochazi ke snizeni indexu kli¢ivosti, procenta kliceni, délek hypokotylt a kofinki.

Pokud porovname oba pokusy s polnickem mezi sebou, co se tyka sledovanych
parametri kli¢eni jako je praimérna kli¢ivosti semen, dopadly 1épe nékteré koncentrace GBet
ve 100 MM NaCl-0,14 g-1"%; 0,49 g-11a 0,91 g-1"t. Naopak u energii kli¢eni pii druhém méfeni
dopadl Iépe polnicek oSetieny GBet. Pokud jde o rychlost kli¢eni u obou pokust, pfi prvni
kontrole byly vyssi hodnoty naméfeny u polnicku se samotnym glycin betulinem. Pouze u jedné
varianty — konkrétng 0,14 g1 byla hodnota o n&co nizsi nez u polni¢ku v zasolenych
podminkach. Zanin et al. (2011) udava, Ze ke sniZeni vynosu u polni¢ku dochazi jiz na Grovni
30 mmol-1"t NaCl. Coz svédéi o citlivosti V. locusta k zasoleni. To se potvrdilo i u naseho
pokusu. Kli¢ni rostlinky mély oproti polnic¢ku, ktery byl osetten GBet, delsi kofinky i
hypokotyly oproti rostlinkam v zasolenych podminkach.

Oproti tomu Miceli et al (2003) provadél pokus se semeny rokety seté, ktera i pti vyssich
koncentracich soli méla klic¢ivost vice jak 90 %. Z toho lze vyvodit zavér, Ze roketa je oproti
polnicku méné citliva na zasoleni. Pokud porovname nase vysledky s polni¢kem, ktery klicil
ve 100 mM roztoku NaCl s Gbet s vysledky Fallahi et al. (2016) u stejné koncentraci soli, ale
se semeny rokety, dosahl polnicek u dvou nasich koncentraci lepsi kli¢ivosti nez vysledky
Fallahiho.

6.4 Locika seta kli¢ici v podminkach vodniho deficitu

Podle Kizil et al. (2012) je salat citlivy k vodnimu deficitu kvili mélkému kofenovému
systému. Na zacatku naseho pokusu se semeny salatu bylo nutné nejprve zjistit vhodné
koncentrace roztoku PEG, kterym byly simulovany podminky vodniho deficitu. Proto byly
pouzity dvé rozdilné koncentrace PEGu (10 a 30%). V 10% PEGu semena salatu kli¢ila. Oproti
tomu u 30% PEGu byl vodni deficit na semena tak silny, Ze ani u jedné Petriho misky nedoslo
k vykli¢eni semen. K podobnym zavérim nezavisle na sob& dosli i dva autofi Li et al. (2013) a
Jorenush & Rajabi (2015). Proto byl dale vyuzit pouze roztok 10% PEG, ke kterému byl
v riznych koncentracich piidan GBet. A ukazalo se, Ze ptidanim betulinu semena salatu stres
snaSela mnohem 1épe oproti sementim, kterd byla vystavena vodnimu deficitu. Je to patrné
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0,7 g'1ta 1,12 g1, u kterych se hodnoty pohybovaly od 87 a 96 %. Pouze u primérné
rychlosti kli¢eni doslo u vodniho deficitu k nartstu hodnot. Co se tyka primérného poctu
vykli¢enych semen, jiz pti prvnim méteni u stresované varianty (10% PEG) vykli¢ilo nejméné
semen — 14 ze 30. Ani u druhého méfeni nedoslo k néjak velkému nartstu oproti ostatnim
variantam, u kterych vykli¢ilo od 26 do 29 semen ze 30. U indexu kli¢ivosti byla nejnizsi
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hodnota zjisténa — jako u pfedchozich méteni — u vodniho deficitu (21), naopak nejvyssi
hodnota byla zjisténa u kontrolni varianty (40). I u primérnych délek kofinku dopadla
stresovana varianta nejhf — 2,7 mm. Toto tvrzeni je v souladu s tim, co uvadi Tilman (1997),
a to ze intenzita rastu rostlin zavisi na dostupnosti vody a zivin. Pfi prvnim méfeni byla nejkratsi
délka kotinku u varianty stresované (2,7 mm), u ostatnich variant byly hodnoty vyrovnané od
6,4 do 7,9 mm. U varianty stresované se nic nezménilo ani u druhého méteni, kdy kofinky u
této varianty skoro viibec nenarostly. Oproti tomu u dvou variant 0,14 g-1* a 1,12 g1?
stresovanych, ale oSetienych GBet byly naméfeny vyrazné vyssi hodnoty — 39,7 a 37,1 mm. Pii
prvnim méfeni primérné délky hypokotylti byly hodnoty vyrovnané, az pii druhém terminu
byly zjistény rozdily mezi variantami, kdy nejkratsi hypokotyly byly zjistény u vodniho deficitu
2,3 mm a nejdelsi hypokotyl 19 mm byl u varianty 1,12 g-1'1. U stresované varianty (10% PEG)
byly navic hypokotyly nafialovélé, coz svéd¢i o nedostatku fosforu. Nejvyssi pramérna
hmotnost FW byla u kontrolni varianty — 16,86 mg, nejnizsi u varianty stresované (10% PEG)
— 8,76 mg. Varianty stresované, ale osetfeny GBet mély hodnoty FW vyrovnané. Nejnizsi
hmotnost susiny byla naméfena u kontroly - 1,08 mg a nejvy$§i — 1,9 mg — u varianty 0,7 g-1"%.
Mahoomod et al. (2009) po aplikaci GB (50 mM) doslo u semen pSenice ke zvyseni odolnosti
vici suchu. Pokud porovname hmotnost susiny z praci Faijunnahar et al. (2017), ktery zkoumal
kliceni pSenice v podminkéch sucha (5, 10, 15, 20% roztok PEG), nase hmotnosti byly vyssi.
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7

Zavér

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit pfipadné toxické ucinky glycin betulinu u

zvolené koncentra¢ni fady na klicici rostliny. Dale vyhodnotit efekt aplikace glycin betulinu
v podminkach sucha, které bude simulovano pomoci 10 % a 30 % PEG 6000.Vyhodnotit efekt
aplikace glycin betulinu v podminkach zasoleni, které bylo simulovano pomoci 100 mM
roztoku NaCl. V kazdé etapeé byly hodnoceny parametry kli¢ivosti, primérna délka kotinku,
hypokotylti a hmotnost kli¢nich rostlinek.

Laboratorni pokus byl zaloZen na Katedie botaniky a fyziologie rostlin. Ze ziskanych

vysledi vyplyvaji tyto zavéry:

Lepidium sativum kli¢ici v odstupiiovanych koncentracich GBet nevykazovala zadné
poskozeni a dosahla velmi dobrych vysledkil jak ve sledovanych parametrech kli¢ivosti,
tak i v délkach kofinkl. Nejdelsi hypokotyly byly u tohoto pokusu naméfeny u nizsich
koncentraci glycin betulinu. Zatimco u vyssich koncentraci glycin betulin inhiboval rtst
hypokotyla.

U semen Lepidium sativum po kontaktu s vodou doslo ke zbobtnani slizovych obald,
které je typické pro nékteré celedé.

U semen Valerianella locusta kli¢ici v solném roztoku spolu s glycin betulinem byly
nameéteny krats$i kofinky a hypokotyly oproti polnicku, ktery kli¢il v odstupiiovanych
koncentracich betulinu a dosahl o néco lepsich vysledkd.

Nejméné piiznivé podminky pro kli¢eni Lactuca sativa byly zjistény u roztoku 30%
PEGu, ve kterém nedoslo k vykli¢eni zadného semene.

Bylo prokazano, ze vlivem vodniho deficitu doslo u semen Lactuca sativa ke snizeni
kli¢ivosti, délek kofinkti i hypokotyli oproti semenim, kterd byla téz vystavena
vodnimu deficitem, ale oSetifena glycin betulinem.

Semena Lactuca sativa osetiena glycin betulinem prokazala dobrou odolnost vuci
vodnimu deficitu, dosahla vysokych parametri kli¢ivosti, méla nejdelsi kofinky i

hypokotyly.

Z testovanych druht byl ke stresovym podminkam nejcitlivejsi Valerianella locusta.
Oproti Lepidium sativum a Lactuca sativa, které vykazovaly vyssi odolnost.

Ze ziskanych vysledku vyplyva, Ze navrhované hypotézy byly potvrzeny. Glycin betulin
neinhibuje kliceni, naopak semena oSetiena glycin betulinem dosahla u vsSech
pokusnych rostlin velmi dobrych vysledkid. Dale glycin betulin pozitivné ovlivnil
kliceni Valerianella locusta v zasolenych podminkach. | pfesto, Ze semena Vv téchto
podminkach, byla ovlivnéna toxickymi u¢inky iontii Na* a Cl". Potvrzena byla i posledni
hypotéza aplikaci glycin betulin na semena Lactuca sativa byla pozitivné ovlivnéna
jejich kli¢ivost 1 kdyz byla semena vystavena podminkam vodniho deficitu.

Sucho a zasoleni jsou v dnesni dobé velkym problémem v zemédé€lstvi. Proto by

bylo vhodné vénovat se problematice téchto stresorti i nadale a snazit se rozsifit zkoumani
osmoticky aktivnich latek i na jina semena.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

2-0G
2-PG
3-PGA
3-PHP
5,10-CH2-THF
ABA
AH-AT
ATP
BADH
CAT
CMO
DMSP
DW
FW
FYD
FYD+PD
GA
GA3
GB
GBet
GDC
GE
GGAT
Gl
GLYK
GOX
GR
HPR
HPR-1
HPR-2
LEA
MD
MFD
NaCl
NAD*
NADH
PD
PEG
PGAP
PGDH
PGP
PSAT

2-oxoglutarat

2-fosfoglykolat

3-fosfoglycerat
3-fosfohydroxypyruvat
5,10-methylen-tetrahydrofolat
kyselina abcisova

serin aminotransferazou
adenosintrifosfat

betain aldehyd dehydrogenasa
katalaza

cholinmonooxygenasa
3-dimethylsulfoniopropionat

Dry weight (hmotnost susiny)

Fresh weight (Cerstva hmotnost)
fyzikélni dormance

kombinovana dormance (fyziologicka a fyzikalni)
giberaliny

kyselina giberelova

glycin betain

glycin betulin

glycin dekarboxylaza

Energie kliceni

glutamat-glyoxylat aminotransferasa
Index klic¢ivosti

glyceratkynaza

glykolat oxidaza

Rychlost klic¢eni
hydroxypyruvatreduktiza
hydroxypyruvatreduktaza 1
hydroxypyruvatreduktaza 2

proteiny hojné pro pozdni embryogenezi
morfologickd dormance
morfologicko-fyziologicka dormance
chlorid sodny

oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
redukovany nikotinamidadenindinukleotid
fyziologick4 dormance
polyetylenglycol

fosfoglycerat fosfataza

fosfoglycerat dehydrogenaza
fosfoglykolat fosfataza
fosfoserinaminotransferaza
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Pser
PSP
ROS
Rubisco
RuBP
SG
SGAT
SHMT
THF

fosfoserin

fosfoserin fosfatdza

Reactive Oxygen Species (reaktivni formy kysliku)
ribulosa-l,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosfat

Kli¢ivost semen

serin-glyoxylat amninotransferaza

serin hydroxymetyl transferaza

tetrahydrofolat
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11.4 Fotograficka dokumentace jednotlivych pokust

(Autorka fotografii: Barbora Tunklova)

11.4.1 Test toxicity u Ferichy seté

Obr. 1 Zalozeni pokusu

A

AR R SRR AR

T TR

|

3 4!
62 8¢ LT 9T
e T TR

Obr. 2 Mé&feni kofinku a hypokotylu Obr. 3 Kofenové vlaseni



Obr. 4 Kontrola Obr. 5 Varianta 0,014 g-1*
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11.4.2 Test toxicity u kozlicku polni¢ku
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11.4.3 Kozli¢ek polnicek kli¢ici v podminkach zasoleni
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