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Vyuziti aplikace stimula¢nich a antistresovych latek
u rostlin péstovanych v podminkach abiotickych strest

Souhrn

Abiotické a biotické stresové faktory ovliviiuji veskeré fyziologické a biochemické
funkce rostlin. Sucho patii mezi jeden z hlavnich stresord, ktery ma vyznamny vliv na kliceni
a rané faze vyvoje zemédé€lskych plodin. Cilem této diplomové prace bylo vyhodnoceni vlivu
melatoninu na kliceni semen pSenice seté (Triticum aestivum), kterd byla vystavena vodnimu
deficitu.

Experimentalni ¢ast probihala na Katedfe botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU
v Praze. Pokus byl rozdélen na Sest variant, ke kazdé z nich bylo pfifazeno pét Petriho misek
s 20 semeny. Varianty A (kontrola) a B nebyly oSetfeny melatoninem, pouze varianta B byla
vystavena vodnimu deficitu. Semena byla oSetfena riznymi koncentracemi melatoninu —
0,1 M (varianta C), 1 mM (D), 0,1 mM (E) a1 uM (F). Vodni deficit byl nastolen pomoci
15% polyethylenglykolu (PEG). Kliceni probihalo v Petriho miskach po dobu 72 hodin
pfi optiméalnich podminkach v kli¢idle. Timto pokusem byly sledovany hodnoty:
mnozstvi vykli¢enych semen, ristové parametry vyklicenych semen (koleoptile a kotinky)
a primérné hmotnosti Cerstvé hmoty kli¢nich rostlin a suSiny.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Zze kliceni semen bylo vyrazné¢ ovlivnéno
vodnim deficitem. Nejlepsi vysledky sledovanych parametrii byly zaznamenany u varianty D,
ktera byla oSetiena 1 mM melatoninu, avSak vysledky nebyly dostatecné priukazné o vyrazném

pozitivnim u¢inku melatoninu na kliceni semen pSenice.

Kli¢ova slova: melatonin, pSenice, vodni stres, kli¢eni, rtst



The use of application of stimulating and anti-stress
substances in plants grown under abiotic stress conditions

Summary

Abiotic and biotic stress factors affect all physiological and biochemical functions
of plants. Drought is one of the major stressors that has a significant effect on germination
and early stages of crop development. The aim of this thesis was to evaluate the effect
of melatonin on seed germination of wheat (7riticum aestivum) seeds exposed to water deficit.

The experimental part of this study was carried out at the Department of Botany and
Plant Physiology, FAPPZ CZU in Prague. The experiment was divided into six variants and
five Petri dishes with 20 seeds were assigned to each treatment. Variants A (control) and B
were not treated with melatonin, only variant B was exposed to water deficit.
Seeds were treated with different concentrations of melatonin — 0,1 M (variant C), 1| mM (D),
0,1 mM (E) and 1 uM (F). Water deficit was established by using 15% polyethylene glycol
(PEG). Germination was carried out in Petri dishes for 72 hours at optimal conditions
in the germination chamber. The following values were monitored in this experiment:
quantity of germinated seeds, growth parameters of germinated seeds (coleoptiles and radicles),
the average fresh weight of germinated plants, and dry weight.

The results obtained showed that seed germination was affected significantly
by the water deficit. The best results for the parameters studied were recorded for variant D,
which was treated with 1 mM melatonin, however the results were inconclusive in determining

the significant positive effect of melatonin on wheat seed germination.

Keywords: melatonin, wheat, water stress, germination, grow
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1 Uvod

Klimatické zmény a zemédélstvi jsou vzajemné propojené procesy, které probihaji
v globalnim métitku. Zemédélstvi je zvlaste senzitivni na Casté stiidani klimatickych podminek.
Plsobeni abiotickych a biotickych stresovych faktorti ma za nasledek nizsi produkei plodin.
Vyssi teploty budou mit tendenci snizovani vynost zeméedélskych rostlin, a nasledné tak i Sifeni
plevelid a Skidct. Zmény ve vzorcich srazek zvySuji pravdépodobnost kratkodobé neurody
a dlouhodobych vypadki produkce. Prestoze v nékterych oblastech svéta dochazi ke zvySeni
vynosu nékterych plodin, je pravdépodobné, ze celkové dopady klimatickych zmén
na zemedélstvi budou negativni a mohou ohroZzovat globalni potravinovou bezpecnost.
jako jsou ryze, pSenice a soja, nasledkem toho dochazi ik navySeni jejich cen.
Dtsledky klimatu souvisi ve vé&tSim méfitku s proménlivosti lokalnich podminek
nez s globdlnimi zménami, proto je dulezité, aby jakékoli hodnoceni bylo provedeno
individualn€ s ohledem na pfesnou oblast. Ne vSechny dopady zmén klimatu maji negativni
ucinek na rostliny, potencialné ptiznivy efekt na vynos lze pozorovat u oxidu uhli¢itého na rist
plodin a zvySeni jejich efektivity ve vyuzivani vody (Gull et al. 2019).

Zemédé@lska produktivita je citlivd na dvé Siroké ttidy vlivii vyvolanych klimatem,
pfimé a nepfimé. Piimé ucinky jsou zplsobené zménami teplot, srazkami a koncentraci CO:
a nepiimé prostfednictvim zmén plidni vlhkosti, distribuce a frekvence zamoteni Sktdci
anemocemi. Hlavni pfimy vliv ma teplota na dobu trvani ristového cyklu plodin.
Zvyseni teplot ma za nasledek zkraceni doby mezi setim a sklizni, coz mé neptiznivy dopad
na produktivitu, z divodu urychleni starnuti rostlin. Plodiny mohou zaznamenavat nizce,
¢i vysoce frekventované extrémni zmény podnebi, jako jsou sucho, vysoké teploty, zaplavy
a ochlazeni, béhem jedné vegetacni sezény. Tyto radikdlni zmény nepifimo ovliviiuji
produktivitu plodin zménou dynamiky vyskytu $kiidcti a chorob. Uginky patogenii nebo jinych
organismii mohou stimulovat rezistenci a sensitivitu, s ¢imz souviseji ndklady na péstovanou
plodinu. Zmény hladin CO2, ozonu a UV-B maji vliv na nemoci modifikaci fyziologie hostitele
a mechanismi rezistence, vykyvy teplot a srazek potom ovliviiuji epidemiologii onemocnéni.
Neptiznivé klimatické podminky plisobi také na ptidu, ve které potlacuji akumulaci uhliku,
ktery je vyznamny pro rast a vyvoj plodin, zadrZovani vody a Zivin a ptsobi jako zdroj energie
pro rozkladné procesy v pidé (Onyekachi et al. 2019).

Komplexni porozuméni abiotickym a biotickym stresovym faktorim bude
v nastavajicich letech hrat kli¢ovou roli. Vyzadovéana je mnohostranna strategie praktikovani
Setrného agrotechnického zachdzeni, $irsi piijeti stavajicich technologii a Usili v jejich novém
vyvoji. Dalsim faktorem je spravné predvidani a ptizpisobeni zemédélstvi tak, aby udrzitelnym
zpiisobem maximalizovalo produkci plodin.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Abiotické stresory jsou v soucasné dobé velmi aktudlni téma. Stresy ovliviiuji ristové
procesy av koneéném dusledku snizuji hospodarsky vynos. Moznost ovlivnéni dopada
vodniho stresu aplikaci ucinnych latek se jevi jako jedna zvhodnych alternativ
napomahajici optimalizaci  fyziologickych a metabolickych procestt bchem  stresu.
Jednou z latek s jiz prokdzanymi pozitivnimi U¢inky na rostliny v pribéhu vodniho
stresu je melatonin. Cilem prace je vyhodnotit vliv predsetové aplikace melatoninu
na zakladni fyziologické procesy u rostlin pSenice péstované v podminkéch vodniho deficitu.

Hypotézami experimentu jsou: 1) Vodni deficit ovlivituje kliceni semen a rust v ranych
fazich  vyvoje; 2) Pfedsetova aplikace melatoninu ovlivni  kliceni  arist;
3) Melatonin ma stimula¢ni u¢inky v podminkach vodniho stresu.



3 Literarni reSersSe
3.1 Abiotické a biotické stresové faktory

Rostliny jsou v jejich pfirozeném prostiedi vyskytu vystaveny Siroké Skéle stresovych
faktorii, které Ize priméarné dé€lit na abiotické a biotické stresy. Abiotické stresy zplisobuji nezivé
faktory, jako jsou salinita, teplota, sucho, povétrnostni podminky, nebo nadmérné mnozstvi
tézkych  kovli vphadé. Biotické stresy naopak zapfiCiluji = Zivé organismy,
jimiZ mohou byt bakterie, houby, hlistice, hmyz a viry (Prasad et al. 2021).

Plodiny jsou vystavovany globdlnimu oteplovani a potencidlnim klimatickym
abnormalitdim snim spojenym. Tyto zmény vazné ovliviiuji rGst a vynos rostlin
(Ramegowda & Senthil-Kumar 2015; Pandey et al. 2017). Konkrétné¢ zeméde€lské plodiny
jsou ve vétsing pripadii ovliviiovany kombinaci abiotickych a biotickych faktorti, coz kazdy rok
vede globalné az k milionovym ztratdm na vynosech (McKenna et al. 2020; Prasad et al. 2021).
Pro rostliny je velmi fyziologicky nékladnéd adaptace témto ménicim se podminkdm prostredi,
coz ma za nasledek snizenou dostupnost zdrojii pro produkci biomasy, semen, a tim i vynos.
Navic kombinace, nebo zména riiznych abiotickych a biotickych stresovych faktort muze
zpusobit schopnost reakce rostlin k adaptaci vii¢i jednomu ze strest, ale milize i zvysit
nachylnost k ostatnim stresim. Velmi klicova a vysoce produktivni role je tedy kladena
na zakladni védy pfi identifikaci metabolickych zmén, signélni dréhy stresu, metaboliti a genti
kontrolujicich tolerancni reakce na stres anainZenyrstvi a Slechténi Uc¢inngjSich
a lépe adaptovanych kultivari plodin (Dresselhaus & Hiickelhoven 2018).

3.1.1 Abiotické faktory

Abiotické stresové faktory ovliviiuji produktivitu plodin po celém svéte.
Nezivé stresové faktory jsou vzadjemné propojeny a jsou vyskytovany ve formach osmotického
stresu, poruchy distribuce iontl a homeostazy rostlinnych bun¢k. Rychlost ristu a produktivita
je ovlivnéna reakci zpisobenou skupinou genli a zménou jejich expresnich vzorct.
Identifikace senzitivnich genii proti abiotickym stresim je tedy nezbytna pro pochopeni
mechanismu reakce na nezivé stresové faktory v plodinach. Zemédélskou produktivitu ohrozuji
razné stresové faktory, velmi cCasto spojené s globdlnim oteplovanim. Mnozstvi srazek
bylo vyznamné navyseno v chladném obdobi, zatimco 1éta byvaji mnohem sussi a pocet dni
s teplotami nad 30 C° byl zdvojnasoben (Gull et al. 2019). Uinky zmény klimatu na obecné
zivotni prostfedi byly v priibéhu let velmi vyznamné, zejména u zemédélskych plodin
péstovanych v téchto prostfedich. Zména klimatu zvySuje pfitomnost CO2 ve vzduchu
a také teplotu prostiedi. Boj proti abiotickym stresovym faktorim je vSak slozity z divodu
jejich vzajemné propojenosti (Onyekachi et al. 2019).

Podminky abiotického stresu, jako jsou sucho, vysokd nebo nizka teplota a salinita,
maji vliv na vyskyt a Sifeni patogend, hmyzu a plevelt (Ziska et al. 2010; Peters et al. 2014).
Tyto stresové podminky také pifimo ovliviiuji interakce rostlina-Sktidce tim, Ze méni fyziologii
rostlin a jejich obranné reakce (Scherm & Coakley 2003).
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Krom¢ toho abiotické stresové faktory, konkrétné sucho, zvySuji konkurencni schopnost
pleveli vi¢i zeméd€lskym plodinam, zdivodu vyss$i Gcinnosti vyuziti vody v pudé
(Valerio et al. 2013; Pandey et al. 2017). Tolerance rostlin vii¢i suchu Ize dosdhnout vyrobou
rostlin se zlepSenou uc¢innosti vyuziti vody (WUE). Rostliny s C3 fotosyntézou, jsou schopny
mirné zvysSit WUE omezenim transpirace, ale to ma také za nasledek snizenou absorpci CO»
a tim negativné ovliviiuje fotosyntézu, rist a vynos, feSenim by tak mohly byt C4 rostliny
(Dresselhaus & Hiickelhoven 2018).

3.1.2 Biotické faktory

Bioticky stres je zpusoben Zivymi organismy, zejména viry, bakteriemi, houbami,
had’atky, hmyzem, pavoukovci a plevely. Rostliny, na kterd bioticky stres plsobi vykazuji
zavazné ztraty pied i po sklizni. Navzdory nedostate¢nému adaptivnimu imunitnimu systému
mohou rostliny celit zivym stresovym faktorim vyvinutim sofistikovanych strategii.
Obranné mechanismy, které plsobi proti témto stresorim jsou fizeny geneticky.
Cinitelé biotického stresu zptisobuji rizné typy chorob, infekci a poskozeni plodin
a v konecném dusledku ovliviiuji i produktivitu plodin. Vyzkumnymi piistupy k pfekonani
biotickych strest vSak byly vyvinuty riizné mechanismy. Biotické stresy v rostlinach
lze pfekonat genetickym studiem puasobeni téchto Ccinitelt, ktefi zplsobuji tyto stresy
(Gull et al. 2019).

Mikrobiota mohou byt pro zdravi rostlin prospésnd, Skodliva nebo neutralni a jejich
funkce je ménéna v zavislosti na enviromentalnich faktorech. Interakce rostlin s mikroby,
nebo molekularnimi  vzory snimi  souvisejici muize také wvyvolat rezistenci
vici sekundarnim infekcim patogeny. To zahrnuje produkci a systémovou signalizaci
komplexu nizkomolekularnich ~ rostlinnych  metabolitd, které jsou dobfe popsany
pro dvoudélozné rostliny, ale Spatn¢ srozumitelné pro jednodélozné rostliny, jako jsou obilniny
(Dresselhaus & Hiickelhoven 2018).

3.1.3 Ovlivnéni a reakce rostlin

Abiotické a biotické stresové faktory mohou ovliviiovat vesSkeré fyziologické
a biochemické funkce rostlin. Molekuldrni mechanismy, které jsou zakladem tolerance stresu
u rostlin, funguji na bazi aktivace geni reagujicich na urcity stresovy faktor (Prasad et al. 2021).

Prvofadym pozadavkem pro spuSténi obranného mechanismu proti abiotickym
strestim, je jejich vnimani. V pfipad€ sucha a salinity je v rostlin¢ vyvolavan hyperosmoticky
stres, podobn¢ je omezovéna i fluidita bunééné membrany pii pisobeni nizkych a vysokych
teplot. Percepce téchto nepfiznivych podminek je zprostfedkovana Ca?* kanaly.
K pienosu signalu  dochdzi  pomoci  Ca?*, reaktivni formy kysliku (ROS),
oxidu dusnatého (NO), nebo fosfolipidi a mad za nasledek aktivaci mechanismli odezvy,
které poskytuji nezbytnou reakci pro prekonani neptiznivych podminek. Signalni mechanismy
a konecné reakce na bioticky a abioticky stres jsou rozliSovany v zavislosti na zapojenych
proteinech a biomolekulach (Prasad et al. 2021).

11



Zména klimatu znaén€ ovlivnila produktivitu plodin v aridnich a semiaridnich
oblastech. Abioticky stresovy faktor, jako je sucho, miize vést k hlubokym negativnim ti¢inkiim
na plodiny a jejich zakladni fyziologické funkce. Klimatické zmény a nésledny stres ze sucha
mohou vyvolat oxidacni stres, ktery nastdva pii nadmérné produkci aktivovaného
atmosférického kysliku. ROS maji rusivé ucinky na bunécénou strukturu. Generovani ROS
muze zpisobit deformaci bunck, vcetn¢ oxidaéniho posSkozeni a peroxidace lipida.
Produkce a vychytdvani ROS v builkdch mutze byt vyvazena funkci antioxidantt.
Odstranéni nadmérného ROS nékolika antioxida¢nimi systémy ma dllezitou roli pfi ziskavani
tolerance u rostlin, pomdh4 tak i1 zachovat biochemicky stav bunc¢k v intervalu sucha.
Béhem procesu adaptace muze dojit ke zvySeni hladiny aminokyselin, spole¢né s organickymi
kyselinami, amonnymi slou¢eninami a sacharidy, které jsou povazovany za cytoplazmatické
soluty. Tyto soluty hraji dilezitou roli pfi osmotickych Upravach, redoxnich rovnovahéach
a vychytavani ROS v pribéhu piisobeni stresovych faktori (Arnao & Hernandez-Ruiz 2015).

3.1.4 Reakce a prizptlisobeni rostlin ke stresovému faktoru sucha

Environmentalni stres ma mnohonasobny vliv na rist rostlin. Stresové faktory
Casto zpusobuji vazné Skody béhem produkce rostlinné biomasy. Rostliny proto musi rozpoznat
a reagovat na nepfiznivé podminky riznymi biologickymi signaly, ve vhodnou dobu a za urcité
rychlosti, pro jejich preziti (Takahashi & Shinozaki 2019). Vys$s§i rostliny dosahuji
sofistikovanych reakci a adaptaci na abiotické stresy, vetné sucha, aby si udrzely optimalni
rast ve stresovych podminkach. Pro tyto komplexni fyziologické reakce je zapotiebi cela fada
bunéénych a molekularnich regulacnich mechanismi. Pfi kratkodobych reakcich je Zadouci
zabranit ztraté¢ vody transpiraci z ochrannych bunék a zajistit tak dlouhodobou adaptaci
k ziskani trvalé odolnosti vii¢i stresovym faktortim. Odpovédi rostlin na stres ze sucha jsou
slozit¢ regulacni mechanismy, zahrnuji rizné fyziologické reakce od vniméni signalu,
az po ziskani rezistence na urovni celé rostliny. Rostliny nejprve rozpoznaji podminky
nedostatku vody v kofenech a n€kolik molekularnich signalii je poté presunuto do vyhonka
(Takahashi et al. 2020).
ktera zprosttedkovava stresové reakce na sucho tim, ze reguluje uzavér stomatu a genovou
expresi pii reakci na stresovy faktor (Cutler et al. 2010). Témét vSechny enzymy biosyntézy
ABA an¢kolik transportérii jsou exprimovany ve vaskularnich tkanich, kde také dochazi
k nejvyssi akumulaci ABA (Kuromori et al. 2018). Rostliny pfi stresu ze sucha vhodné
rozpoznavaji zménu podminek pii nedostatku vody v piid€ a prenaseji tento signal z kofenti
do listil, s moznosti ptizptisobeni se podminkdm stresu ze sucha prostfednictvim akumulace
ABA (Nakashima et al. 2014). Na rozdil od zvifat, rostliny nemaji centralni nervovy systém,
ale jejich cévni usporadani propojuje koteny s vyhonky a hraje tak dilezitou roli pfi integraci
informaci z podzemnich a nadzemnich ¢asti rostlin (Kudla et al. 2018).

Klesajici stav vodniho potencialu je jednim z pocatecnich faktord, diky kterému
jsou rostliny schopny rozpoznat dehydrataéni stres (Christmann et al. 2013). Rostliny vnimaji
stav nedostatku vody ve svych kofenech, ze kterych integruji informace mezi vzdalené organy.
Signal hydraulické zmény je pfenaSen pies vaskulaturu rychlosti 1 m/min.
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Rostliny reguluji priduchové kanalky prostfednictvim riznych signdli, které jsou generovany
v rizném case, pii dlouhodobém plisobeni dehydratac¢niho stresu (Takahashi et al. 2020).

Béhem stresovych reakei jsou vrostlinach akumulovany rozpustné sacharidy
a dalsi nabit¢ metabolity, jako prolin a glycin-betain, které funguji jako kompatibilni soluty
béhem stresovych reakci. Stresem vyvoland akumulace téchto metabolitli snizuje vodni
potencidl bunky a podporuje zadrzovani vody v rostlin€, aniz by byl narusen normalni
metabolismus. Tento proces, znamy jako osmotické pfizpGsobeni, umoznuje udrzeni
bunécného  turgoru prorist a  preziti rostlin  ve  stresovych  podminkach
(Krasensky & Jonak 2012). Kromé toho tyto kompatibilni soluty stabilizuji proteiny a bunééné
struktury, zvlast¢ pokud je osmoticky stres zdvazny, nebo pietrvava po delSi dobu
(Hoekstraetal. 2001). Tyto metabolity také putsobi jako lapace volnych radikald,
chrani pted oxidaci odstranénim ptebytecnych ROS a obnovuji bunécnou redoxni rovnovahu
(Couee et al. 2006; Miller et al. 2010). Obranné funkce maji také nékteré sekundarni
metabolity, napiiklad flavonoidy. Hlavni flavonoidy, jako jsou flavonoly (kemferoly
a kvercetiny) a antokyany (kyanidy), jsou produkovény ve vy$§im mnozstvi v reakci na stres
ze sucha, diky ¢emuz je zvySena i rostlinna tolerance (Takahashi et al. 2020).

3.2 Refeni problému

Rostliny jsou neustdle vystavovany mnoha abiotickym, nebo biotickym stresorim,
coz vede ke zpomalovani riistu a vyvoje, a nasledné tak i ke ztraté produktivity a kvality plodin.
Priklady takovych stresovych faktorti zahrnuji, jak abiotické faktory, jako jsou sucho, slanost
a vysoké teploty, tak i biotické stresory, mezi které patfi i napadeni houbovymi patogeny
a hmyzem. Zavaznost G¢inku takovych stresorti miize byt jasné€ potvrzena mnohamiliardovymi
ztratami ve vynosech (FAO 2017).

Globalni zemeédéElstvi prochazi fazi agroekologického prechodu,
ktery bude charakterizovan pfijetim novych a vice agroekologickych péstebnich postupt,
vhodnych pro vétsi obdélavané plochy. Mezi vyznamné faktory mizeme fadit, zvySenou
diverzitu péstovanych druhi (meziplodiny, kryci plodiny, smési kultivarti), rozmanitost
postuptl v hospodateni a obdélavani pidy. V soucasnosti je stale vice uplatnovano zjednoduseni
postupi obdélavani pidy s vyuzitim udrzitelného zemédélstvi, které predstavuje soubor
tii principi hospodateni s plodinami: minimalni naruseni pidy (v€etné vynechéni obdélavani),
stiidani plodin a udrzovéani pidniho pokryvu (FAO 2011). Kromé toho je v budoucnu
mozné oc¢ekavat, ze ekologické zemédelstvi bude nabyvat na vyznamu, vzhledem k rostoucimu
povédomi Siroké vefejnosti o vyhodach, jak pro lidské zdravi, tak i pro zivotni prostiedi.
(Lamichhane et al. 2018). Nartstajici omezeni pouzivani konvencnich pesticidii v zeméd¢lstvi
v disledku vyvijejici se legislativy je dalSim naléhavym problémem. Restrikce nékterych
chemickych oSetfeni osiva budou mit neptiznivy ekonomicky dopad, alespon v kratkodobém
horizontu, zejména pokud budou zakdzdny nebo omezeny nckteré insekticidy
(Kathage et al. 2018).
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3.2.1 Diverzifikace

Diverzifikace plodin, pomoci vysadby vice druhli soucasné (meziplodiny),
muze byt dilezitou slozkou udrzitelného zeméd¢lstvi, ktera poméha zmirnit akumulaci
nékterych patogent a redukovat nasledky plisobeni abiotickych zmén, které jsou predpokladany
u viceletych plodin (Ryan et al. 2018). Diverzifikované vysadby smiSenych druhti maji obvykle
vys$$i vynos nez monokultury, proto tak meziplodiny mohou navysit celkovou produktivitu
zemédé€lstvi (Isbell et al. 2017). Razné plodiny mohou mit odlisSné riistové vzorce
nad i pod povrchem pidy, aby bylo optimalizovano ziskavani zdroji (tj. svétla, Zivin a vody),
dochazi tak ke snizeni konkurenceschopnosti a zvySeni ¢istého vyuziti zdrojii ve srovnani
s monokulturnimi vysadbami. Naptiklad rizna obdobi aktivity v meziplodinach pSenice
a kukutice mohou vést k nadmérnému vynosu (Zhu et al. 2016). Tento typ zaloZeny na snizené
konkurenci zdrojl zavisi na jejich dostupnosti, ale neni vzdy konzistentni. Zvyseni dostupnosti
zdroji muaze naptiklad zvysit, nebo snizit nadmérnou vytéznost. Kromé toho druh plodiny,
funkéni skupina a fylogenetickd vzdalenost mohou byt vSechno dulezité faktory
pro minimalizaci konkurence zdroji. Tyto faktory tak mohou usnadnit a pomoci vytvofit
kompatibilni smési plodin (McKenna et al. 2020).

Nadmérnou vynosnost, diky diverzifikaci plodin, mlze také zprostiedkovat interakce
s pudnim spolecenstvim (Wang et al. 2019). NejcastéjSim piikladem interakce rostliny
a pudniho organismu je symbioza s bakteriemi zrodu Rhizobium. RostlindAm z celedi
bobovitych tato symbidéza umoziuje pfistup k atmosférickému dusiku, ktery poté zlstava
v poskliziovych zbytcich pro nasledujici plodinu. Pidni patogeny by také mohly
zprostiedkovat vysokou trodu, protoze ptfi nadmérné akumulaci druhové Skodlivych patogenti
je pravdépodobné sniZeni vynosu v monokulturnich vysadbach. Nahradni vysadba jiné plodiny
snizuje hustotu hostitele ve smési, coz ma za nasledek sniZeni abundance patogenti a snizeni
tohoto Skodlivého ucinku (Bever et al. 2015).
hnacich sil zdravi plodin tim, Ze omezuje negativni vlivy zpiisobené biotickymi a abiotickymi
faktory. Plisobeni biotického stresu lze ucinné¢ zvladat pouze tehdy, je-li sttidani plodin spojeno
s konkrétnimi agronomickymi postupy, jako je orba, nebo ve spojeni s vysadbou krycich plodin
(Larkin et al. 2010). Typy druhti plodin jsou strategickou volbou pro schéma stfidani,
vzhledem k tomu, Ze stejna choroba zplisobena pidnimi patogeny mize byt vice ¢i méné
zavazna, v zévislosti na typu nasledujicich druhti plodin zaclenénych do schématu stiidani.
Napriklad zavaddéni druht Brassica do osevnich postupi mulze Casto snizit pudni Skudce,
zvlasté kdyz jsou do pidy =zapraveny poskliziiové zbytky (Fang et al. 2016).
Délka stiidani plodin je dal$im dilezitym faktorem ovliviiujicim patogenni potencial pidnich
patogeni. Kratkodobé¢ stifidani miize posilit nékterd onemocnéni zptisobena plidnimi patogeny
(Larkin etal. 2010). Stfidani plodin bude pravdépodobné nejucinnéjsi pro zvladnuti
onemocnéni  zpuisobenych  specializovanymi  patogeny charakterizovanymi  uzkym
rozsahem hostitelt  (napt. Aphanomyces sp. nebo nckteré druhy  Phytophthora).
Na rozdil od toho je tato praxe nejméné uU€innd pro zvladani onemocnéni zplsobenych
obecnymi patogeny, kteti maji Siroky rozsah hostitelti (napt. Pythium sp., Rhizoctonia solani)
(Lamichhane et al. 2018).
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3.2.2 Agrotechnika

vvvvvv

plodin. Spatna kvalita osiva a podminky seti maji pfimy i nep¥imy dopad na zakladani plodin,
zdravi plodin a v koneéném disledku i na vynos. Spatné vzchazeni sazenic je promitino
do potieby opétovného vysevu s dalsimi naklady. Kli¢ici semena a vzchazejici sazenice jsou
citivé na fadu omezujicich a redukénich faktori branicich kli¢eni nebo vzchézeni.
Diky tomu je pfechod ze semene na sazenici jednou z nejkrititéjSich fazi zivotniho cyklu
plodiny (Lamichhane et al. 2018).

Rozhodovaci proces zemédélce o opctovném seti je u stejné plodiny rozliSovan
v prostoru a case, v zavislosti na nckolika faktorech. Prakti¢nost pfistupu na pole
(napt. mokré piida neumoziuje rychlé opétovné seti), ekonomické diivody (rozdil mezi ziskem
a ndklady s a bez opétovného seti), schopnost dané plodiny kompenzovat nizsi hustotu porostu
(napft. kapacita odnoze, nedostate¢ny vzrust), dostupnost pracovni doby (pro rychly zésah)
a zdrojii (napf. dostupnost osiva, seci stroj). To jsou klicové faktory ovliviujici rozhodovaci
proces ve vztahu k tomu, zda znovu zasit &i nikoli. Rada komponentl osevniho systému,
véetné zpracovani pudy, data seti a hustoty, hloubky seti, hospodafeni s rostlinnymi zbytky
a poradi osevll, pisobi na zivotni prostfedi. Zpusoby zpracovani pidy mohou vyrazné ovlivnit
pudni prostiedi kliceni semen vyvolanim zmén teploty a vlhkosti ornice, kontaktu osiva s ptidou
a mnozstvi rostlinnych zbytkt (Lamichhane et al. 2018).

Extrémni klimatické jevy v disledku klimatickych zmén jsou divodem mnoha
neocekavanych a castéji opakujicich se biotickych a abiotickych stresovych situaci
(Bebber et al. 2014; Trenberth et al. 2014). Manipulace s terminy seti v§ak mtize byt dtlezitou
adaptacni strategii na zménu klimatu a je jednou z moznych strategii v agroekologickych
systémech péstovani rostlin, pro unik, nebo zmirnéni biotickych a abiotickych strest.
Sieling et al. (2017) prokdzali, Ze 1 mirnd zména terminu seti mize zajistit unik pied letnim
suchem, zejména v oblastech s omezenou dostupnosti vody. Podobné¢ mulze posunuti,
nebo oddaleni terminu seti desynchronizovat zivotni cyklus plodiny od Zivotniho cyklu Skidct
a chorob. Ne vzdy je mozné zprostfedkovat ochranu pfed biotickymi stresovymi faktory
manipulaci s terminem seti, zejména pfi vysokém inokulacnim tlaku (Hwang et al. 2015).
Navic v praxi existuji dal$i omezeni, kterym zemédélec celi pifi zméné terminu seti.
v dusledku vlhkych ptidnich podminek. Rané operace s pidou a seti v chladnéjSich teplotach
mohou skute¢né podpofit zhutnéni pidy a snizit kvalitu setového ltizka s negativnimi dopady
na rist a vyvoj rostlin. Jakykoli termin seti je citlivy na regionalni klimatické charakteristiky
(Constantin et al. 2015; Myoung et al. 2016). Proto je dilezité systematicky zkoumat
vliv daného data seti na vzchazeni a kli¢eni rostlin. Zakladani kryci plodiny je ovlivnéno
interakci mezi poc¢asim a podminkami ptidniho setového ltizka (Constantin et al. 2015).

Rozhodnuti ohledné hustoty seti mohou mit zasadni dopad na jednotnost zakladani
porosti plodin a tim 1 na konkurenci mezi kulturnimi rostlinami a plevely
(Olsen & Weiner 2007; Marin & Weiner 2014). To plati zejména tehdy, vezmeme-li v tvahu
agroekologické péstebni systémy, ve kterych mize existovat n€kolik omezeni, véetné jakékoli
potfeby vysevu béhem léta za sucha (napt. kryci plodiny) nebo casného jarniho seti
(napf. vyssi riziko mrazu nebo chladnéjsi pidni podminky).
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Hustota vysevu také ovliviiuje vzchazeni a kliceni, zejména stanovenim rychlosti mnozeni
a postupu chorob. Pii vysoké hustoté sazenic je Sifeni chorob mezi hostitelskymi rostlinami
mnohem snaz§i, protoze menSi vzdalenost mezi sousednimi rostlinami zvySuje
pravdépodobnost uspésného pienosu choroby (Yamazaki et al. 2009). Proto by méla byt
pro danou plodinu stanovena optimalni hustota seti s ohledem na klicové faktory
ovlivilyjici vzchéazeni a riist rostlin (Lamichhane et al. 2017).

Pii hustoté seti je zapotiebi brat v uvahu jeji schopnost plodiny kompenzovat nizké
hustoty rostlin béhem ristového cyklu. Napiiklad pSenice je vyznacovana odnozovanim,
mechanismem, ktery rostlina pouziva k ptizptisobeni svého vyvoje dané pedoklimatické situaci
(Olsen & Weiner 2007). Stejné tak vétveni kveétl u moderni jarni fepky kompenzuje nizkou
hustotu rostlin (Rondanini et al. 2017). Vynosy jinych druhi plodin v§ak mohou trpét nizsi
hustotou rostlin. VétSina zemedélei, ktefi pestuji polni plodiny bez chemického osetieni osiva,
vSak uptednostiiuje vyssi hustotu seti (az o 30 %), nez je optimalni doporucend, a to i u druht,
jako je pSenice. Vys$i hustota vysevu slouzi jako pojistka pro kompenzaci jakéhokoli
neocekavaného selhani vzchéazeni rostlin. I kdyz tato strategie mize byt uzitecnd v pribehu let
anapfi¢ klimatickymi podminkami vedoucimi k vysokému selhani vzchazeni plodin,
ma také nékolik negativnich disledkl pro zeméd¢€lce, mezi které patii, vyssi vyrobni naklady
v disledku vét§tho mnozstvi pouzitého osiva, problém pfi fizeni zvySené hustoty rostlin,
pokud je procento vzchazeni vysoké. Je tedy nezbytné zahrnout i dodate¢né naklady souvisejici
s jakymikoli poZzadovanymi postupy probirky (Lamichhane et al. 2018).

Hloubka seti je jeden zdalSich faktord, ktery ovliviiuje vzchdzeni semen plodin.
Navzdory tomu neni pfima korelace mezi hloubkou seti a rychlosti vzchazeni vzdy univerzalni.
Vliv hloubky seti na vzchazivost interaguje s dal§imi faktory ptisobicimi v polnich podminkach,
véetné klimatickych podminek v dané lokalité, druhu pidy, nebo typu pudnich patogent.
Pro pfijatelnou uroven usazeni rostlin je potfeba specificky stanovit optimalni hloubku seti,
s ohledem na pudni a klimatické podminky. Optimalni hloubka seti pro dany druh plodiny
stanovena konvencnim systémem nemusi byt vhodna pro ekologicky systém péstovani.
Mala hloubka muze byt kontraproduktivni v systému bez orby, z divodu predace ptactva.
Akcelerace rychlosti vzchazeni semen je jednou z moznosti, jak minimalizovat ztraty snizenim
doby vystaveni kli¢icich semen nepfiznivym biotickym nebo abiotickym faktortim.
Seti do vétsi hloubky pro dosazeni adekvatni vlhkosti pidy je obecné béznou praxi ke zmirnéni
vodniho stresu v suchych klimatickych oblastech. Optimdlni hloubka seti se proto muze
v agroekologickych systémech péstovani lisit. To plati zejména v pfitomnosti povrchovych
zbytkil, které mohou snizit rychlost vypafovani pidy a zdroven tvoii mechanickou bariéru
pro vzchazeni sazenic (Schillinger et al. 2017).

Povrchové zbytky snizuji primérnou teplotu ptidy a mohou tak oddalit vzchazeni
jak plodin, tak pleveli. V radmci agroekologickych péstebnich systémi je ocekavané,
ze puda bude pokryta povrchovymi zbytky, vcetné podestylky nebo mulce.
Rozsah, v jakém mohou povrchové zbytky ovlivnit vzchdzeni rostlin, mlize zaviset na velikosti
semen dané plodiny. Vys$$i mnozstvi podestylky miize byt zvlasté skodlivé pro vzchézeni
sazenic malosemennych druhti, velkosemenné druhy jsou tolerantngjs$i (Zhang et al. 2017).
Nadmérné mnozstvi povrchovych zbytkii pfedstavuje zejména mechanickou bariéru

R4
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Dtlezitym faktorem urcujicim vzchéazivost je také poloha semene ve vztahu k povrchovému
zbytku (Wuest et al. 2000). Povrchové zbytky mohou mit pozitivni nebo negativni dopad
na zaklddani plodin v zéavislosti na klimatickych podminkach. V chladnéjSich a vlhéich
podminkach mize pfitomnost povrchovych zbytkl snizit miru vzchazeni a prodlouzit dobu,
po kterou jsou sazenice vystaveny pudnim Skiidciim a chorobam. Naproti tomu zbytky
povrchového pokryvu mohou byt prospésné v teplejSich oblastech, nebo tam, kde jsou dest'ové
jevy vzéacngjsi, kvili snizenému vypatovani pidy, snizenym maximalnim teplotdm pldy
adennim vykyvim teplot, cozma spolecné pozitivni dopad nacelkové vzchéazeni
(Lamichhane et al. 2018).

Mnoho rostlinnych druhii vykazuje reziduélni alelopatii, kterd mlize neptiznivé ovlivnit
vzchazeni (Khaliq et al. 2013; Oliveira et al. 2016). Alelopatické ucinky jsou dasledkem
produkce a uvoliiovani biologicky aktivnich sloucenin (napf. fytotoxinil, zejména fenoll),
které jsou bud’ aktivné uvolfiovany rostlinami, nebo pasivné produkovany béhem procesu
rozkladu jak nadzemnich, tak podzemnich rostlinnych zbytka. Pfitomnost rezidui na povrchu
pudy miize celkové vyvolat vyvoj onemocnéni, zvlasté pokud tyto rezidua obsahuji inokulum
patogent, nebo pokud je puda jiz zamofena patogeny (Dill-Macky & Jones 2000).
To plati zejména pro pidni patogeny, protoze piezivaji v poskliziiovych zbytcich plodin
z ptedchoziho roku, coz ¢ini tyto choroby problematictéj§imi v podminkach omezené,
nebo zadné orebni Gpravy. Kromé toho, zZe poskytuji substrat pro ptidni patogeny, povrchové
zbytky také snizuji teplotu pidy a zvySuji ptdni vlhkost, coz vytvari idedlni podminky
pro mnozeni nékterych patogenti (napt. druhy Fusarium). Zbytky plodin mohou také tvofit
fyzickou bariéru pro dokonceni zivotniho cyklu urcitych patogent, jako je Sclerotinia spp.,
nebo zabranit Sifeni patogend pohybem pudy zemédélskou technikou, vodou nebo vétrem
(Lamichhane et al. 2018).
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3.23 ,Priming*

Pro zvySeni odolnosti rostlin vii¢i stresu souvisejicimu se zménou klimatu,
atedy zvyseni hospodarského vynosu plodin, jsou vyuzivany rizné metodologie.
Naptiklad konvencni Slechténi, které je casové naro¢né, nebo genetickd modifikace
rostlin, jsou v souCasnosti v mnoha zemich po celém svété, zejména v Evropé,
nepiijatelné (Hu & Xiong 2014). Jako atraktivni alternativa je vyuzivan priming,
coz je rychle se rozvijejici obor v oblasti fyziologie stresu rostlin a zvladdani stresu plodin
(Mauch-Mani et al. 2017; Sakoet al. 2020). Podnéty od patogeni a skidcd,
prospesnych mikroorganismi,  pfirodnich  a syntetickych  sloufenin, nanomateriald
a také pfitomnost abiotickych stresit na mirnych uwrovnich indukuji v rostlinach aktivaci
specifického fyziologického stavu zvaného ,,priming®, ktery je vyznacovan zvysenou aktivaci
indukovanych obrannych mechanismi (Alagna et al. 2020). Po vnimani podnétu mohou
vrostliné nastat zmény na fyziologické, transkripni, posttranslacni, metabolické
a epigenetické Urovni. Pfindslednych stimulech rostlina efektivné nastartuje rychlejsi
a silngj$i obrannou reakci, kterd ma za nasledek zvySenou odolnost, nebo toleranci vii€i stresu
(Mauch-Mani et al. 2017). Dopady stresu na rist a vynos rostlin po aktivaci obranného
mechanismu jsou vyrazné¢ snizeny ve srovnani s neprimovanymi rostlinami
(Gonzalez Guzman et al. 2022).

Priming Ize aplikovat v riznych vyvojovych fazich, tj. od semene (Paparella et al. 2015)
az po dospélé generativni rostliny (Saleethong et al. 2016). Dfive byla nejvice vyuzivana
aplikace chemickych cinidel po vykliceni semen a v pozdé€jSich vyvojovych stadiich,
avSak v nyn¢jSi dobé je zijem sméfovan k aplikaci aktivacnich cinidel do faze semen,
tj. chemické aktivace semen, vykazuje totiz znamenité vyhody. OSetieni semen pfed vysevem
je v praxi snazsi, ekonomicky efektivnéjsi a CistSi nez oSetieni v pozd¢jSich vyvojovych
stadiich. Aplikace primarniho oSetfeni specificky na semena, v malych mnoZstvich,
pomaha zabraniovat uvolilovani chemikalii nebo mikroorganismii do Zivotniho prostiedi.
Znamena to tak nizké riziko toxické expozice pro operatory a zaroveil ma pozitivni dopad,
ktery zlepSuje kliceni semen a usazovani sazenic, i za nepfiznivych podminek prostiedi
(Johnson & Puthur 2021). Jiménez-Arias et al. (2015) ve své studii prokazali, ze aktivace semen
muze byt metodou zlepSeni tolerance prostfednictvim otisku paméti, tj. zmén v epigenomu,
coz naznacuje prodlouzenou ochranu proti abiotickému stresu v pozdéjsich fazich vyvoje.
Zakladni natér semen lze navic dale zlepSit pouzitim pokrocilych nanomateridlt
jako potahovacich ¢inidel, které plisobi jako systémy nanonosi¢li nabizejicich fizené
uvoliiovani zékladniho nétéru, zatimco nanoprimovani semen nanocasticemi vykazovalo
antimikrobialni pisobeni (Ioannou et al. 2020). Ptiprava semen ma velky potencial jako zelena
strategie pro zlepSeni vlastnosti nedostatecné vyuzivanych rostlin nebo zastaralych kultivart
Siroce rozsitenych plodin. Ty jsou projevovany vynikajicimi organoleptickymi vlastnostmi,
maji ¢asto nizsi produktivitu, vykazuji nizkou kli¢ivost semen a jsou vice ohroZeny plisobenim
nepiiznivych podminek prosttedi (Tadele 2019; Guzman et al. 2021).
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3.3 Melatonin

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamin, Obrazek 1) je amfifilni, strukturné
jednoduchda molekula, kterd mize voln€ prochdzet bunéénymi membranami
s moznosti distribuce  do jakéhokoli ~ vodného  kompartmentu  véetné  cytosolu,
j&dra a mitochondrii (Acuna-Castroviejo et al. 2003). Zprostfedkovani vSech funkci melatoninu
neni nezbytné zavislé na membranovych receptorech, coz dokladd molekulova amfifilita
(Romero et al. 2010).

Melatonin je molekula s nizkou molekulovou hmotnosti, kterd je pfitomna v zivych
organismech a vykazuje pleiotropni biologické aktivity u druhti od bakterii po savce
(Hardeland et al. 2011). Ne¢které z téchto aktivit jsou zprostiedkované receptory,
prostiednictvim melatoninovych membranovych a jadernych receptort
(Dubocovich & Markowska 2005; Imbesi et al. 2009; Shiu et al. 2010).
Dalsi funkce jsou nezdvislé  na melatoninovém  receptoru  (Tan et a.  2002),
ale spiSe na interakcich melatoninu s reaktivnimi formami kysliku (ROS) a interakcich
zprostifedkovanych jeho bioaktivnimi metabolity (Schaefer & Hardeland 2009).

V porovnani s hladinami melatoninu v télesnych tekutinach zvifat jsou koncentrace
melatoninu v rostlinach vyrazné vyssi, asto az o nékolik fadi. Vysoké hladiny melatoninu
vrostlinich ~ mohou byt  vysvétleny absenci esencidlnich aminokyselin,
jako je napiiklad dostupnost tryptofanu. Nadmérné mnozstvi melatoninu v rostlinadch je mozné
také interpretovat jako projev vétsi ochrany rostlin pfed neptiznivymi podminkami prostredi,
jako jsou sucho, vysoké teploty, nebo patogeny. Zatimco zvifata maji moznost se aktivné
vyhybat nepfiznivym podminkdm zménou chovéni, rostliny jsou omezené v pouzivani
takovych strategii, jsou zavislé na vnitini obranyschopnosti. Vysoké hladiny melatoninu mohou
byt také prospésSné pro zvitata, véetné lidi, ktefi je konzumuji, protoZe melatonin jako oxidant
ma pozitivni G¢inky na zdravi (Tan et al. 2012).

CH
/3
O

CH
NH 3

NH

Obrazek 1 Chemicka struktura melatoninu (Mannino et al. 2021)
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Melatonin u¢inn€é vychytdva rizné ROS a reaktivni druhy dusiku (RNS),
chrani tak bunky, tkané a organismy pfed oxidacnim stresem ktery je nasledkem plisobeni
vnitinich nebo environmentalnich nepfiznivych faktorti (Kaur et al. 2010; Laothong et al. 2010;
Nopparat et al. 2010). Vzhledem k tomu, ze tvorba ROS/RNS a jejich metabolismus
jsou zédkladnimi mechanismy souvisejicimi s bunéénou biologii a fyziopatologii
u vSech aerobnich organismt, lze usuzovat, ze piivodni funkci melatoninu v organismech
bylo slouzit jako antioxidant, pficemz ostatni funkce byly =ziskdny bchem evoluce.
Receptorove zavislé a receptorové nezéavislé aktivity melatoninu lze pfipsat jeho vysoce
pleiotropni povaze (Tan et al. 2012). Dalsimi funkcemi melatoninu ve vyvoji a ristu rostlin
jsou, ochrana a kliceni semen, vyvoj kofenll, zrani plodd a starnuti (Liang et al. 2017).
Melatonin funguje nezéavisle na receptorech pii odstrailovani ROS (Slominski et al. 2012).
Hlavni membranové melatoninové receptory u zvifat, MT1 a MT2, aktivuji rGzné signalni
kaskddy ke zlepSeni nebo antagonizaci biologickych ucinkd (Alkozi et al. 2017).
Dosud byl identifikovan pouze jeden fytomelatoninovy receptor (CAND2/PMTRI),
ktery reguluje uzavér stomatu prostiednictvim H>O, a Ca®' signalni transdukéni kaskady.
Kromé toho muze fytomelatonin interagovat s neznamymi receptory s aktivnimi H2O2/NO
signalnimi cestami a dale zlepsit toleranci vici rostlinnému stresu aktivaci antioxidacnich
enzyml, zmirnénim inhibice  fotosyntézy ~a  modulaci transkripnich  faktort.
Transkripéni faktory napoméhaji pti odolnosti vici stresu, chelaci a podporuji transport tézkych
kovi nebo aktivaci dalSich stresové relevantnich hormont, jako jsou kyselina salicylova,
etylen a kyselina jasmonova (Zhao et al. 2019).

Pozoruhodné vysoké koncentrace melatoninu byly namétfeny v oblibenych napojich
(kédva, caj, vino a pivo) a plodinach (kukufice, ryze, pSenice, jeCmen a oves).
Miliardy lidi po celém svété konzumuji tyto produkty denné. Je tedy zapotiebi vzit v Givahu
1 pfiznivé U€inky melatoninu na lidské zdravi vyplyvajici z konzumace téchto produktd.
Melatonin ma také schopnost zvysit produkci plodin. Mechanismy mohou zahrnovat
roli melatoninu pfi zachovani chlorofylu, podpoife fotosyntézy a stimulaci vyvoje kotent.
Transgenni rostliny se zvySenym obsahem melatoninu by pravdépodobné mohly
vést k pritlomtim ve zvyseni produkce plodin v zeméd¢lstvi a ke zlepSeni celkového zdravi lidi
(Tan et al. 2012).
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3.3.1 Vyvoj poznatku o melatoninu

Melatonin byl plivodné identifikovan a izolovan v epifyze krav. Poté byl témér Ctyii
desetileti zobrazovan vyhradné¢ jako zivociSny hormon, konkrétné neurohormon.
V tomto obdobi az na nékolik vyjimek probihal veskery vyzkum souvisejici s melatoninem
bud’ na zvifatech, nebo na tkanich a bunkach zvifat. Rozsahla distribuce melatoninu,
zejména v primitivnich ~ bakteriich ~ (cyanobakterie =~ a  a-proteobakterie),  ukazuje,
ze tato chemickd latka je prastara molekula, ktera byla zachovdna béhem evoluce
vSech organismt. Je velmi pravdépodobné, ze melatonin byl vyvinut v bakteriich procesem
oznacovanym jako endosymbidza. S diverzifikaci organismu byl melatonin univerzalné
roz$ifen do vSech organismill a v souladu s tim se také rozchazely jeho funkce, biosynteticka
draha, generacni mista a biosynteticka regulace (Zhao et al. 2019).

Na  zakladé endosymbiotické  teorie, kdy rané eukaryotick¢é  bunky
(s jadry, ale bez mitochondrii)  endocytovaly  a-proteobakterie = nebo  cyanobakterie,
misto aby tyto bakterie travily, eukaryotické buniky si s nimi vytvofily symbiotickou asociaci
(Gentil et al. 2017). NAT (N-acetyltransferaza), enzym omezujici rychlost syntézy melatoninu
je hojné nachazen v mitochondriich zvifat a chloroplastech rostlin. Kromé toho jsou sekvence
DNA a proteinové zbytky sinic, rostlinného typu, aryze blizce pfibuzné, coz naznacuje,
ze rostlinny gen NAT byl pravdépodobné endosymbioticky odvozen od sinic. Geny NAT
jinych eukaryotickych organismi vcéetné¢ hub, bezobratlych a obratloveil maji plvod
v Rhodospirillum rubrum (ptedpokladany prekurzor mitochondrii) nebo blizce ptibuznych
druhti, protoze jejich geny NAT sdileji do urcité miry podobnost. Analyza u rostlin subcelularni
lokalizace prokézala, Ze enzym omezujici rychlost syntézy melatoninu, NAT, je nachdzen
jak v chloroplastech, tak i v mitochondriich (Byeon et al. 2014). TPH (tryptofan hydroxylaza),
ASMT (N-acetylserotonin O-methyltransferaza), COMT (katechol-O-metyltransferaza),
TDC (tryptofan dekarboxyldza) a AADC (aromatickéd L-aminokyselinovéa dekarboxyldza) jsou
nachazeny v cytoplazmé, zatimco TSH (tryptamin 5-hydroxyldza) je distribuovana
v endoplazmatickém retikulu (Park et al. 2008; Back et al. 2016; Byeon et al. 2016).
Toto subcelularni umisténi enzymii syntézy melatoninu naznacuje, ze béhem evoluce byla
syntéza melatoninu roz$ifena do cytoplazmy a endoplazmatického retikula (Back et al. 2016).

V poloviné az koncem 70. let 20. stoleti byl melatonin odstranén jako vedlejsi produkt
procesu dekofeinace kavovych zrm. To byl pravdépodobné prvni ndznak toho,
ze rostliny nebo rostlinné produkty obsahuji melatonin. V dasledku procesu dekofeinace
bylo ptedpoklddano, Zze melatonin byl vysledkem neocekdvané chemické reakce
(Tan et al. 2012). Dubbels et al. (1995) a Hattori et al. (1995) pouzivaly rizné metody extrakce
a detekce anezavisle uvedly, Ze melatonin je pfitomen v mnoha rostlinach a rostlinnych
produktech. Zkoumané rostliny a rostlinné produkty zahrnovaly tabak, ryzi, kukufici, pSenici,
nebo banany. Pozdg&ji v roce 1995 vyzkumna skupina v Ceské republice shrnula sva pozorovéni
melatoninu ve vyssi rostliné Chenopodium rubrum na Svétové konferenci o chronobiologii
a chronoterapeutikach (Kolaf et al. 1999; Tan et al. 2012).
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3.3.2 Biosyntéza melatoninu

Biosyntéza melatoninu zacind tryptofanem prostfednictvim ¢tyf po sobé jdoucich
enzymatickych reakci, které zahrnuji tryptofan dekarboxylazu (TDC), arylalkylamin N-
acetyltransferazu (AANAT)/serotonin N-acetyltransferdzu (SNAT), tryptamin 5-hydroxyldzu
(T5H), aceylserotonin O-methyltransferazu (ASMT)/ hydroxyindol-O-methyltransferazu
(HIOMT) (Tan et al. 2016). Poté je melatonin pfeménén na 2-hydroxymelatonin melatonin 2-
hydroxyldzou (M2H) (Byeon et al. 2015). Tryptofan je vychozi molekula pro produkci
melatoninu v bunéénych druzich. Potadi enzymatickych krokt, které preménuji tryptofan
na melatonin, neni mezi druhy vzdy stejné. Tyto kroky zahrnuji hydroxylaci, dekarboxylaci,
acetylaci a methylaci. U nékterych rostlinnych druhii nemusi byt melatonin konecnym
produktem, v alespoii jedné odridé ryze mize byt melatonin hydroxylovan bud’ v poloze
2, 4 nebo 6, pticemz 2-hydroxymelatonin ma vyznamnou antioxidacni aktivitu, jako je samotny
melatonin. Zatimco syntetickd drdha melatoninu se v priab¢hu evoluce ménila a je odliSna
mezi rostlinnymi a zivo¢iSnymi druhy, struktura melatoninu pietrvava tak, jak byla ptivodné
navrzena u bakterii pfed miliardami let (Zhao et al. 2019).
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Serotonin 5- hydroxytryptophan Lk Tryptamine Serotonin

Obrazek 2 Tvorba esencidlniho meziproduktu serotoninu (Mannino et al. 2021)

Prvnim krokem procesu biosyntézy melatoninu v rostlinach je produkce serotoninu
z tryptofanu. Mohou byt zapojeny dvé rizné cesty (viz Obrazek 2). Na levé stran¢ mizeme
vidét hydroxylaci tryptofanu na 5-hydroxytryptofan pomoci TPH (tryptofan hydroxylaza),
a poté dekarboxylaci 5-hydroxytryptofanu na serotonin pomoci TDC. Na druhé strané
je vyobrazena  druhd, Castéji  rostlinami  vyuzivand cesta tvorby  serotoninu,
a to pomoci dekarboxylace tryptofanu na tryptamin pomoci TDC, a poté je tryptamin
hydroxylovéan na serotonin pomoci T5SH (Back et al. 2016).
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Obrazek 3 Posledni dvé reakce vedouci ke vzniku melatoninu (Mannino et al. 2021)

Syntéza melatoninu ze serotoninu je dvoustupiiova reakce zahrnujici tii rizné enzymy
(SNATs, ASMTs a COMT), které mohou mit rizné izoformy. Enzym SNATSs katalyzuje
acetylaci, zatimco ASMTs a COMT jsou methyltransferazy (viz Obrazek 3) (Back et al. 2016).

Enzymy, které jsou soucdsti biosyntézy melatoninu z tryptofanu maji v rostlinnych
buitkach rizné situovani. TDC je lokalizovdna v cytoplazmé (Zhou et al. 2020),
T5H v endoplazmatickém retikulu, SNAT v chloroplastech (Back 2021),
zatimco ASMT a COMT jsou v cytoplazmé (Zhao et al. 2021). Ze ¢tyf moznych syntetickych
drah mohou dv€ probihat v endoplazmatickém retikulu, kde probihd syntéza serotoninu,
a dvé v cytoplazmatickém prostiedi. V cytoplazmé€ je serotonin rychle metabolizovan
na fenylpropanoidni amidy (feruloylserotonin, serotonin N-hydroxycinamoyl
transferazou SHT a melatonin je déale pfeménén na cyklicky 3-hydroxymelatonin (3-OHM)
pomoci melatoninu 3-hydroxylazy (M3H), zatimco v chloroplastech miize byt melatonin
metabolizovan na 2-hydroxymelatonin (2-OHM) melatonin 2-hydroxylazou (M2H)
(Byeon & Back 2015; Lee et al. 2016).

Vybér cesty pro biosyntézu melatoninu zavisi na podminkach rustu rostlin.
Biosyntetickd cesta postupuje od tryptofanu pfes meziprodukty tryptamin/serotonin/N-
acetylserotonin az k tvorbé melatoninu za standartnich podminek.
Béhem starnuti nebo pisobeni abiotickych stresovych faktord maji rostliny tendenci
akumulovat vysoké mnozstvi melatoninovych meziproduktt (tryptofan, tryptamin a serotonin),
cesta tak postupuje od tryptofanu pies tryptamin/serotonin/5-MT az po tvorbu melatoninu.
Serotonin je O-methylovan na 5-MT pomoci COMT, a poté acylovan SNAT (Back et al. 2016).

Je pravdépodobné, Ze neenzymatické procesy vyznamné pfispivaji k degradaci
melatoninu, zejména v mistech, kde jsou rostliny vystaveny vysokym intenzitdm svétla
a UV zafeni. Velkou ¢ast spotfebovan¢ho melatoninu lze pficist ochrané rostlinnych tkani
pfed UV zafenim, detoxikaci ROS vznikajicich pfi fotosyntéze a v diisledku rznych stresort,
jako jsou nevhodné klimatické podminky a latky zneciStujici ovzdu$i nebo pldu
(Tan et al. 2012).
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3.3.3 Distribuce melatoninu v rostlinach

Ve srovnani s zivoc¢iSnymi buitkami obsahuji rostlinné buitky mnohem vys$si hladiny
melatoninu, pravdépodobné proto, ze je produkovadn dvéma organelami, mitochondriemi
a chloroplasty (Reiter et al. 2018). Nekteré druhy rostlin jsou schopny produkovat velké
mnozstvi melatoninu, ktery je nasledn¢ uklddan ve specializovanych tkanich nebo orgéanech.
Hladiny melatoninu kolisaji od nedetekovatelnych az po velmi vysoké koncentrace
(Hardeland 2016). Ptisedla povaha rostlin vede k tomu, Ze jsou vystaveny nevyhnutelnym
environmentalnim stresorm, které zplisobuji zvySenou produkci ROS a oxida¢ni poskozeni.
Vyzaduji tedy dodate¢nou ochranu pted stresory prostiednictvim vnitinich mechanismt, véetné
vysokych hladin endogenné produkovanych antioxidantt, jako je melatonin (Tan et al. 2012).
Tato spekulace je podpofena pozorovanim, ze riizné environmentalni faktory vyvolavaji
dramaticky narast hladin melatoninu nejen v rostlindch, ale i u zvitat (Zhao et al. 2019).

U rostlin existuje pozitivni korelace mezi intenzitou svétla a hladinami melatoninu
srostlinami  rostoucimi na  stanoviStich  vystavenych vysoké intenzit¢ svétla,
jako je sttedomoiské nebo vysokohorské prostiedi. Koncentrace melatoninu jsou rizné nejen
mezi druhy rostlin, ale také mezi odriidami stejného druhu, a ve znacné mife zavisi na ristovém
stavu, umisténi, specifickém rostlinném orgdnu, nacasovani a sezon¢ (Hardeland et al. 2007).
Melatonin je v rostlindch udrzovan za normdlnich podminek na relativné konstantni urovni,
jeho produkce vSak muiize byt znaén€ a rychle navySena v reakci na nepfiznivé podminky,
jako jsou chlad, teplo, salinita, sucho, cykly svétlo-tma, UV zafeni, oxidacni nebo nutri¢ni stres
a bakterialni infekce (Shi et al. 2015; Zhang et al. 2015). Geny biosyntézy melatoninu mohou
hrat roli na transkripéni trovni, pfi kontrolovani obsahu melatoninu (Zhao et al. 2019).

Mannino et al. (2021) provadéli analyzu obsahu melatoninu u rostlinnych druht,
kdy odhadovany primérny obsah byl 579,38-1513,28 ng/g, ktery naznacuje vysokou
variabilitu. Aromatické a 1é¢ivé rostliny vykazovaly vyrazné vyssi hladiny, neZ duznaté plody
a semena, vyjimkou vSak byla kdvovd zrna sobsahem v rozmezi 5800-7466,667 ng/g.
Z obilovin méla nejvyssi obsah melatoninu ryze (Oryza sativa) 55,55 ng/g a obecné vSechny
druhy z ¢eledi Poaceae, oves (Avena sativa) 31,533 ng/g, pSenice obecna (Triticum aestivum)
33,425 ng/g, je¢men (Hordeum vulgare) 12,127 ng/g a kukufice (Zea mays) 11,15 ng/g.
Melatonin byl detekovan v riznych organech rostlin, a to v kvétech, semenech, listech,
kotenech a plodech.
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3.3.4 Role melatoninu v rostlinach

Melatonin je rostlinnd endogenni sloucenina se Sirokou Skalou funkci, od hormonélnich,
az po antioxidacni. Tato sloucenina je nyni povazovana za jeden z hlavnich regulator rostlin
a cenny marker reakce na rizné druhy stresovych faktort. Je ptedpokladano, ze tyto funkce
byly ziskdny béhem evoluce (Tan et al. 2010), ale nebyly ptivodnim ucelem melatoninu
v rostlindch. Primarni funkci melatoninu v rostlinach je slouzit jako antioxidant a ochrana
rostlin pfed Skodlivymi vlivy Zivotniho prostfedi. Tento navrh je iniciovan pozorovanim,
ze pusobeni abiotickych nebo biotickych stresovych faktorit vyznamné zvysuje produkci
melatoninu v rostlinach (Tan et al. 2012)

Vysledkem vysokych hladin melatoninu v rostlinach je zvySend rychlost kliceni semen
za Spatnych podminek, zvySena schopnost odoldvat neptiznivym faktorim (Zhao et al. 2011)
a zlepSeni kvality rostlinnych produktt. Kvalitu rostlinnych produktt 1ze posoudit podle obsahu
nutri¢nich slozek. ZvySené hladiny melatoninu v rostlinach v podstaté zcela zachovavaji obsah
b-karotenoidli, zdvojndsobuji hladiny vitaminu E a vyznamné zvySuji mnozstvi vitaminu C
a glutathionu (Tan et al. 2012). Zachovani ostatnich antioxidantii melatoninem siln€ naznacuje,
ze melatonin je prvni linii obrany proti oxida¢nimu stresu, ktery pusobi v rostlinach.
Jiné antioxidanty konzervované melatoninem mohou byt pouzity pro jiné ucely,
napiiklad pro zintenzivnéni barvy kvétd, nebo funguji jako zalozni ochrana po konzumaci
melatoninu (Tan et al. 2010). Dalsim dtlezitym rysem melatoninu jako obrany prvni linie
proti oxidativnimu stresu je jeho stresem indukovatelnd charakteristika u rostlin.
Zjevnou vyhodou  stresem  indukovatelného  antioxidantu, jako je  melatonin,
je zvysit antioxidaéni kapacitu organism, které ptijdou do styku se Skodlivymi faktory o nizké
intenzité, a ziskaji tak potiebnou rezistenci vii¢i nadchdzejicim silngjSim stresortim
(Tan et al. 2012).

Melatonin ma ochranné ucinky, pfi exogenni aplikaci melatoninu na rostliny, proti riznym
oxida¢nim stresim a nepfiznivému prostfedi. Mezi tyto stresory patii extrémné chladné
nebo teplé prostiedi, UV zéfeni (Zhang et al. 2011), méd’, kadmium, zasolena ptida a toxicita
peroxidu vodiku. Ochranné ucinky melatoninu proti témto stresorim byly pfipisovany
jeho vychytavani volnych radikalt a antioxidaéni kapacité (Tan et al. 2012).

Vzhledem k pievladajici tloze melatoninu v boji proti abiotickym stresovym faktorim
byl Byeonem & Backem (2014) zkouman potencial zvysit biosyntetickou kapacitu tohoto
indolaminu v rostlinach. N¢které transgenni rostliny ryze bohaté na melatonin byly schopny
vytvaret robustnéj$i a vyssi biomasu nez rostliny divokého typu, v polnich podminkéch.
Podobné ucinky byly zaznamendny u rostlin transgenniho lesniho tabaku (Nicotiana sylvestris)
bohatého na melatonin, které vykazovaly zlepSenou odolnost vii¢i UV-B zéafeni na urovni DNA
s ohledem na rostliny divokého typu. Tato praxe vSak neni v mnoha zemich podporovana
avdisledku toho je praktikovana aplikace melatoninu exogenné. Exogenni aplikaci
lze povazovat za udrzitelnou agronomickou praxi, kterd patiik biostimulacnimu procesu
a nevykazuje zjevnou toxicitu ani pii vysokém davkovani (Mannino et al. 2021).
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OSetfeni rostlin nebo semen exogenni metodou ma jak podpirny, tak inhibi¢ni ucinek
narust vyhonkd, listd, kofeni a vynosu v zavislosti na koncentraci melatoninu.
Molekula melatoninu ma ve vysokych koncentracich inhibi¢ni uc¢inek, ktery je projevovan
podobnym efektem jako u auxinu (Chen et al. 2009). Uginek na podporu ristu je ze 63 %
srovnatelny s ptisobenim kyseliny indol-3-octové (IAA) (Hernandez-Ruiz & Arnao 2008).
Inhibi¢ni G€inky byly pozorovany Hernandezem-Ruiz et al. (2005) i u ovsa, pSenice a je¢mene.
Osetieni 0,1 uM melatoninu vykazovalo stimula¢ni uc¢inek na rast kofenil, zatimco inhibi¢ni
odpovéd’ byla monitorovana po oSetfeni 100 uM.

Priming semen je uc¢innou metodou ke zlepSeni vysevniho materialu a nésledné ke zvyseni
zivotaschopnosti semen a sily rostlin. Tato metodika spociva v fizeni hydratace semen pomoci
nizkého vodniho potencialu aktivnich osmotickych roztoki (osmoproming), nebo naméceni
vodou (hydropriming) (Campobenedetto et al. 2020). Aplikace exogenniho melatoninu
na semena, jako oSetfeni pied setim, zlepSuje kliceni a rast semen a vitalitu sazenic.
Posmyk et al. (2009) ve své studii prokazali, Ze sazenice okurek (Cucumis sativus) oSetfenych
melatoninem mély vyssi odolnost vii€i plisobeni abiotickych stresorti ve srovnani s kontrolou,
a také vykazovaly nejvyssi procento kli¢ivosti, hmotnost sazenic, obsah chlorofylu a syntézu
fenol. Vysoké hladiny melatoninu (>500 uM) vSak zplsobily oxidaéni zmény
v aminokyselinové sekvenci proteinu, které byly demonstrovany na semenech jejich narusenou
kli¢ivosti a sniZenou zivotaschopnosti. V dalsi studii Posmyk & Janas (2009) hydroprimovali
semena kukufice s melatoninem 1 bez n¢j. Po vykliceni byly sazenice bez dalSiho oSetfovani
vysazeny na pole a ponechany pfirozené¢ rust. Pfi sklizni mély rostliny kukufice oSetfené
melatoninem vétsi kofenovy systém ve srovnani s rostlinami kukufice neoSetfenymi
melatoninem. Béhem faze kliceni semen melatonin inicioval ireverzibilni genovou expresi
pro vyvoj kofenil a tento efekt mél dusledky, nebo dokonce ptetrvaval po zbytek vegetacniho
obdobi. Produkce kukufice z rostlin oSetfenych melatoninem byla o 20 % vyss$i nez produkce
z rostlin, které nebyly oSetfeny melatoninem.

Jako antioxidant méa melatonin schopnost snizeni degradace chlorofylu a zvySeni G¢innosti
fotosyntézy, pii pisobeni abiotickych stresovych faktord. Reguluje akumulaci a funkci
klicovych biomolekul, jako jsou enzym RuBisCO, proteiny, chlorofyl a slou¢eniny obsahujici
dusik (Li et al. 2020). Zhang et al. (2013) zaméfili jejich studii na sazenice okurek,
které podrobili vodnimu deficitu. OSetfeni melatoninem snizilo degradaci chlorofylu,
zvysilo rychlost fotosyntézy a aktivitu enzymut pohlcujicich ROS. Jednim z dalSich faktort,
na ktery ma melatonin vliv je zvétSeni listové plochy, diky ¢emuz je rostlina schopna obrany
vici stresovému faktoru sucha. Pfi plsobeni melatoninu dochazi ke zlepSeni udrzovani
bunééného turgoru a vodni rovnovdhy v mezofylovych bunkach (Li et al. 2020).
Abiotické stresy mohou vyvolat ultrastrukturalni zmény v dasledku naruSeni elektronového
transportniho fetézce a bunéénych a fotosyntetickych drah zptisobenych nadmérnou tvorbou
ROS a RNS. Tato nadprodukce reaktivnich druhli vede ke sniZzeni fotosyntetické ucinnosti
v rostlinach (Li et al. 2018).
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Melatonin  podporuje vysoké hladiny osmotickych metabolith napf. prolin,
nizky osmoticky potencial bun€k, vysoky turgor bunc¢k a optimalni otevirani priaduchi,
coz vSe zvySuje dostupnost CO> a optimalizuje proces fotosyntézy. Také v podminkéach
vodniho stresu je vazné€ ovlivnéna morfologie chloroplastii. Délka chloroplasti byla zmensena
asitka zvétSena, coz jim déava kulaty tvar, chloroplastové membranové systémy
byly poskozeny, Skrobova zrna zmizela a tylakoidy byly rozsifeny, uvolnény a zdeformovéany.
Chloroplasty rostlin oSetfenych melatoninem vykazovaly velmi dobie zachovany wvnitini
lamelarni systém a vSechna poskozeni a destrukce byla vazné zmirnéna (Meng et al. 2014;
Arnao & Hernandez-Ruiz 2015).

V podminkach sucha melatonin zlepSuje fungovani priduchti. U dvou druhti Malus
vedlo pfedbézné oSetfeni melatoninem k del$im a SirSim priduchim a vétSim otvorim,
a to jak urostlin kontroly, tak i stresovanych suchem. Exogenni aplikace melatoninu
ptes kofeny optimalizuje nékolik parametri v listech, jako je relativni obsah vody,
unik elektrolytti, obsah chlorofylu, fotosyntetickd ucinnost, priduchovd vodivost,
hladiny peroxidu vodiku a antioxidacni enzymové aktivity. V suchych listech predem
oSetfenych melatoninem byla hladina ABA pfiblizn€ o polovinu nizs§i, oproti suchym listim
neosetfenych melatoninem. Melatonin potlacuje regulaci 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenazy
(NCED), kli¢ového enzymu v biosyntéze ABA v rostlinach, a zvysuje regulaci dvou CYP707
monooxygendz, klicovych katabolickych enzymi zapojenych do  metabolismu
ABA v podminkach sucha. Podle Lietal. (2015) nizs§i hladiny ABA a H20: v rostlinach
oSetfenych melatoninem zlepsily stomatalni vykon a plisobily proti stresovym podminkam.
(Arnao & Hernandez-Ruiz 2015). Melatonin také podporuje riist kotfenového systému.
Aplikace serotoninu, prekurzoru melatoninu, stimulovala lateralni riist kofent u Arabidopsis
thaliana. Ve vys$Sich koncentracich serotonin inhiboval priméarni a laterdlni rast kofent,
ale podporoval tvorbu adventivnich kotenti (Pelagio-Flores et al. 2011).

Jak abioticky, tak bioticky stres produkuji vyznamné zvySeni hladin endogenniho
melatoninu, coz ukazuje na jeho moznou roli efektoru v téchto situacich.
Existence endogennich cirkadiannich rytmt v hladindch melatoninu byla prokazana
u n¢kterych druhti a idaje naznacuji tstfedni roli této molekuly v cyklech den/noc u rostlin.
DalSim uhlem pohledu, je zapojeni melatoninu do aspektl regulace vyvoje rostlin.
Participace melatoninu v procesech, jako jsou rust, rhizogeneze a fotosyntéza, je evidentni.
Mnohocetné zmény v genové expresi zpusobené melatoninem poukazuji na jeho roli
jako multiregulacni molekuly schopné koordinovat mnoho aspekti vyvoje rostlin.
Toto hledisko, spolu s jeho ulohou jako zmirfiujiciho antistresového c¢inidla, naznacuji,
ze melatonin je vynikajici vyhlidkou na zlepSeni plodin (Arnao & Hernandez-Ruiz 2015).
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4 Metodika

Vliv abiotickych stresori na rostliny je vsoufasné dobé velmi aktualni téma.
Zejména vodni a teplotni stres ovliviiuje rustové procesy a v koneéném disledku snizuje
hospodaisky vynos. Moznost oddaleni stresu aplikaci stimuldtorii ristu a preklenuti obdobi
s nepfiznivymi podminkami se jevi jako moznou alternativou feSici snizené rustové procesy
a hospodarsky vynos. Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak abioticky stresovy faktor sucho
ovliviiuje kliceni semen psSenice seté (7riticum aestivum), kterd byla oSetfena riiznymi
koncentracemi melatoninu.

4.1 Osetreni osiva

Pied zaloZenim pokusu bylo osivo pSenice oSetieno 25 ml roztoku melatoninu principem
postiiku, vsitu poté doslo k odkapani piebytecného roztoku a nasledné k zaschnuti.
Osivo bylo rozdéleno dle odstuptiovanych koncentraci melatoninu, kterymi bylo oSetieno.
A — kontrola (bez oSetieni), B — bez osetieni, C— 0,1 M, D—-1 mM, E-0,1 mM, F -1 uM.

4.2 Charakteristika pokusu

U pSenice set¢ byl hodnocen vliv riznych koncentraci melatoninu na kliivost
v podminkach vodniho deficitu. Pro piesnéjsi rozlozeni semen byla vytvofena Sablona,
kterd byla umisténa pod spodni vicko Petriho misky. Na dno kazdé Petriho misky byl vlozen
filtracni papir. Pomoci pinzety byla semena pifenaSena v rovnomérnych odstupech.
Do kazdé misky bylo rozmist¢éno 20 semen, na kterd byl vlozen druhy filtra¢ni papir
(viz Obrazek 4 a 5). Ke kazdé z variant bylo vzdy vyuzito pét Petriho misek, varianta A byla
osetfena pouze 0,8 ml destilované vody (kontrola), u ostatnich variant (B, C, D, E a F)
byl navozen deficit vody pomoci 0,8 ml 15% PEG (polyethylenglycol) (w/w; 15 g/85 g).
Petriho misky byly poté vSechny piekryvany hornim vickem, kterd byla oznacena ptisluSnou
variantou (viz Obrazek 6). Okraje misek byly utésnény parafilmem, aby nedochazelo
ke ztratam vody a priniku vzduchu. VSechny misky byly umistény do kli¢idla, které bylo
pfedehiaté na 23 °C, kde semena kli¢ila po dobu 72 hodin. U vSech Petriho misek byl,
pro kazdé semeno zvlast, stanoven pocCet kofinkd a byla méfena délka hlavniho
kotinku a koleoptile. Namétené hodnoty (v mm) byly zaznamenavany do tabulek k dal§imu
zpracovani. Zavérem byla vazena primérna hmotnost (v g) erstvé hmoty (FW) u vSech semen
zmisek 1 az 5, pro nadzemni i kofenovou ¢ast, tyto Casti byly nasledné vysuSeny v susarné
na 80 °C. Po vysuseni byla zvaZzena hmotnost susiny (DW).

4.3 Zpracovani vysledki

K vyhodnoceni nashromdzdénych vysledkli byl pouzit program STATISTICA.
Metodou byla zvolena jednofaktorova analyza rozptylu a Fisheriiv LSD test. Stanovena hladina
vyznamnosti byla a = 0,05. Pro zaznamenéavani parametri nadzemnich a kofenovych casti
byl pouzit program Microsoft Excel.
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Obrazek 4, 5 Priprava psenice seté do Petriho misky k naklicent (autor prace)

Obrazek 6 Psenice setd — varianta A (kontrola) (autor prdce)
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5 Vysledky

Tato diplomovéa prace byla zaméfena na plisobeni melatoninu, jako antistresového
stimulantu, na kliceni semen pSenice seté (7riticum aestivum) pii pusobeni stresového faktoru
sucha.

5.1 Vliv koncentraci melatoninu na kliceni pSenice seté

V grafu €. 1 je zndzornéné primérné mnozstvi vyklicenych semen, ktera byla oSetiena
riznym mnozstvim melatoninu, po 72 hodindch. Nejvice vyklicenych semen miizeme
pozorovat u varianty F, kterd byla oSetfena 1 pM melatoninu, tento pramér je vyssi
oproti kontrolni varianté, ktera nebyla vystavena stresovému faktoru sucha. Podobny vysledek
byl zaznamenan i u varianty E (0,1 mM), a to 17 vyklicenych semen z 20. Naopak u varianty C,
kde byla koncentrace melatoninu nejvyssi (0,1 M), nevyklicilo ani jedno z 20 semen.

Mezi variantami existoval statisticky vyznamny rozdil. Rozdil byl zaznamendn
mezi variantou C (0,1 M) a variantami F (1 puM), B (bez oSetieni), D (1 mM), E (0,1 mM)
a nakonec kontrolni variantou A, ktera nebyla oSetfena PEGem. Neexistoval statistiky
prikazny rozdil v primérném mnozstvi vyklicenych semen mezi variantami A, B, D, E a F.
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Graf I Pocet vyklicenych semen pSenice seté; F (6, 28) = 80,989, p=,00000
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5.1.1 Nadzemni ¢ast — délka koleoptile

Primérna délka koleoptile byla méfena v mm u semen pSenice, pfi ruiznych koncentracich
melatoninu. V grafu ¢. 2 mizeme vidét, ze kontrolni varianta vykazovala primérnou délku
koleoptile 16,96 mm — nejdelsi koleoptile. U varianty B, byla primérna velikost koleoptile
5,14 mm, tato varianta nebyla oSetfena melatoninem, pouze byla vystavena stresovému faktoru.
Varianta E (0,1 mM) vykazovala ze vSech variant oSetfenych melatoninem nejdelsi koleoptili,
a to 6,87 mm. Varianty D (1 mM) a F (1 uM) mély primérnou délku 4,50 mm a 4,17 mm.
Naopak nejkratsi koleoptile byla zaznamenana u varianty C (0,1 M), a to 0,00.

Mezi variantami byly prikazné statistické rozdily. Mezi variantou C a A (kontrola)
byl prokdzan vyznamny statisticky rozdil (viz Obrdzky 7 a 8). Stejné¢ tak tomu bylo vici
variantdm B, D, E, F, kde byl vyznamny rozdil oproti A a C. Mezi variantami B, D, F
neexistoval statisticky prikazny rozdil v primérné délce koleoptile.
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Graf 2 Pramérna délka koleoptile semen psenice seté; F (6, 28) = 25,962, p=,00000
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5.1.2 Podzemni ¢ast — délka korinku

Graf ¢. 3 ndm ukazuje primérnou délku podzemni c¢asti semene, a to kofinkd.
Z grafu ¢. 3 vyplyva, ze nejdelsi podzemni cast méla kontrolni varianta — 38,72 mm.
Vodni deficit vyznamné snizil délku kotfinkl u vSech ostatnich variant. Statisticky priikazny
rozdil mizeme vidét mezi kontrolni variantou a variantou C. Mezi variantami B (20,58 mm),
D (19,37 mm), E (18,87 mm) a F (16,46 mm) nebyl statisticky prikazny rozdil
(viz Obrazky 9, 10 a 11), rozdil byl pouze v porovnani s kontrolni variantou A.
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Graf 3 Primérna délka kotinkd semen pSenice seté; F (6, 28) = 34,412, p=,00000

32



Obrazek 11 Psenice seta po vykliceni — varianta F (autor prdce)
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5.1.3 Cerstva hmotnost (FW) kli¢nich rostlin — koleoptile

Vgrafu ¢ 4 je uvedena primérnd hmotnost cerstvé nadzemni hmoty.
Primérnd hmotnost koleoptile se pohybovala mezi 0,059 g az do 0,488 g. VSechny varianty
vystavené vlivu abiotického stresového faktoru vykazovaly vyznamny statisticky rozdil oproti
kontrolni varianté. Varianta C méla vyznamny statisticky rozdil oproti variantdm A (kontrola),
B (neosetfeno), D (1 mM), E (0,1 mM), F (1 uM). Mezi variantami B, D, E, F nebyl prokazan
vyznamny statisticky rozdil.
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Graf 4 Primérnd hmotnost Cerstvé nadzemni hmoty — koleoptile; F (6, 28) = 130,28, p=,00000
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5.1.4 Cerstva hmotnost (FW) Kkli¢nich rostlin — ko¥inky

Cerstva hmotnost podzemnich ¢asti semen je zndzornéna v grafu ¢. 5, kde miizeme vidét
signifikantni rozdily mezi vSemi variantami vici kontrolni variant¢. Mezi variantami
B (0,126 g) a D (0,116 g), nebyla vyznamna variabilita, rozdily miizeme pozorovat u variant
E (0,047 g), kde hodnoty primérné délky kotfinkl byly nejnizsi a F (0,076 g).

Signifikantni statisticky rozdil byl zaznamenan mezi variantou A (kontrola)
a vSemi ostatnimi variantami. Prikazny rozdil byl také mezi variantou C (0,1 M) a dal$imi
variantami. Prikazny rozdil nebyl mezi variantami C, E (0,1 mM) a F (1 uM),
a také mezi dvéma dal§imi variantami, a to B (neoSetfena) a D (1 mM).
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Graf'5 Primérna hmotnost ¢erstvé podzemni hmoty — kotinky; F (6, 28) = 12,709, p=,00000
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5.1.5 Hmotnost suSiny (DW) kli¢nich rostlin — koleoptile

V grafu €. 6 je zaznamendna prumérnd hmotnost suSiny koleoptile. Nejvyssi hmotnost
byla prokdzédna u kontrolni varianty, a to 0,051 g. Z variant oSetfenych melatoninem
a vystavenych vodnimu deficitu byla nejvys$si hmotnost suSiny zaznamendna u varianty
D (0,018 g) a nejnizsi u variant F (0,014 g) a C (0,000).

Signifikantni statisticky rozdil byl zaznamendn mezi variantou A a vSemi ostatnimi
variantami. Priikazny rozdil byl také mezi variantou C a variantami B, D, E, a F. Nebyl nalezen
zadny prukazny statisticky rozdil mezi variantami B, D, E a F.
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Graf 6 Hmotnost susiny kli¢nich rostlin pSenice seté — koleoptile; F (6, 28) = 60,693, p=,00000
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5.1.6 Hmotnost susiny (DW) kli¢nich rostlin — koFinky

Graf ¢. 7 znazornuje praimeérnou hmotnost susiny kotinkd. Celkova hmotnost vSech
variant byla 0,202 g. Kofinky kontrolni varianty mély primérnou hmotnost 0,071 g.
Varianty vystaveny abiotickému stresovému faktoru byly vyznamné ovlivnény, a to inhibici
rustu podzemnich ¢asti semene. Varianta D oSetfend 1 mM melatoninu méla nejvyssi
pramérnou hmotnost susiny ze vSech osetfenych variant — 0,037 g.

Statisticky vyznamny rozdil v primérné hmotnosti susiny kotinkt byl zaznamenan mezi
variantami A (kontrola, C (0,1 M) a ostatnimi variantami. Mezi B (neoSetfena), D (1 mM),
E (0,1 mM) a F (1 pM) nebyl nalezen prikazny statisticky rozdil.
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Graf 7 Hmotnost susiny kli¢nich rostlin pSenice seté — kotinky; F (6, 28) = 8,1322, p=,00004
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6 Diskuze

U psSenice set¢ byl hodnocen vliv melatoninu na kliceni semen, kterd byla vystavena
nepiiznivému abiotickému stresovému faktoru sucha. Pfedmétem méteni byla primérna délka
nadzemnich ¢asti — koleoptile a podzemnich ¢asti — kotinkd, spole¢né s mnozstvim vyklicenych
semen. Dale byla méfena hmotnost Cerstvé hmoty a suSina kli¢nich rostlinek.

Abioticky stresor sucho zplsobujici vodni deficit pro rostliny, je v nynéjsi dob¢ jednim
natfadu procest vcetné¢ fyziologického vyvoje, ristu, vynosu a kvality plodin.
Vodni deficit vznika jak nedostate¢nymi srdzkami, tak i mnozstvim zasoby vody v plde¢,
béhem vegetacnich fazi rostlin. Obdobi sucha, které poskozuje plodiny, souvisi se zménami
pudnich a meteorologickych podminek. Stres ze sucha nastava, kdyz je vlhkost pidy a relativni
vlhkost vzduchu nizkd a okolni teploty vysoké. Tento efekt mize byt zesilen progresivnim
a ocekavanym globalnim oteplovanim. Predispozice rostlin udrZzovat vysoky potencidl vody
v pletivech, za sucha, je nazyvana vyhybani dehydrataci a tolerance, kterd urcuje disponibilitu
rostlin pfezit nedostatek vody je odolnost viici suchu. Sucho ma za nasledek stres rostlin,
potencialni poskozeni tkani, aje-li poskozeni rozsahlé, tak i vadnuti a umrti rostliny.
Zmény vlhkosti a dostupnosti vody snizuji rychlost fotosyntézy a vymény plyna
mezi rostlinami a atmosférou (Swann 2018).

V nasem pokusu byl zaznamenan vyznamny vliv stresového faktoru sucha na vSechny
testované vzorky, které byly vystaveny vodnimu deficitu pomoci 15% PEGu. Sucho nepfiznivé
pusobilo na sledované hodnoty, a to kli¢eni semen, délku nadzemnich (koleoptile)
a podzemnich (kofinky) ¢asti, vdhu Cerstvé hmoty a suSiny kli¢nich rostlin. Vodni deficit snizil
kli¢eni semen o 8 %, podobné tak tomu bylo i v pokusu Zhang et al. (2013), kde kli¢ivost semen
byla snizena 0 9,5 %.

Melatonin je signdlni molekula rovnomérné distribuovand v riiznych castech rostlin
a reguluje fyzikalné-biochemické reakce pfi abiotickych a biotickych stresovych faktorech.
Pomaha rostlindm pii odolnosti vici stresu tim, ze oddaluje starnuti listd, snizuje inhibici
fotosyntézy, ptsobi jako biostimulator a zlepSuje antioxida¢ni reakce. Pfi exogenni aplikaci
ma melatonin pozitivni ucinek na zmirnéni stresu, ktery vede ke zlepSeni kliceni semen,
rastu rostlin, vynosu a obsahu chlorofylu. Nékolik ranych studii také prokazalo, Ze melatonin
vykazuje uc¢inky podobné plisobeni rostlinného rtistového hormonu auxinu, ktery stimuluje rist
rostlin. Jiné studie poukdzaly na to, Ze melatonin miize podporovat nebo inhibovat kveteni,
a dozravani rostlin (Jones et al. 2007; Tan et al. 2012).

K objasnéni role, kterou melatonin hraje v rostlindich, Tan et al. (2000) uvedli,
ze pokud doslo k premisténi rostlin z pokojové teploty do chladného (4 °C) prostiedi,
obsah melatoninu byl v rostlindch vyznamné navysen. Na zéklad¢ melatoninu, jako silného
antioxidantu, Tan et al. (2000) piedpokladali, ze melatonin mtze byt prvni obrannou linii,
kterd chrani rostliny pfed drsnym prostfedim, jako je zima, teplo, sucho a znecisténi ovzdusi
nebo pudy. Tato hypotéza byla nasledné podpotfena dalSimi publikovanymi pozorovanimi
(Murch et al. 2009; Tan et al. 2010). To je zejména v souladu s pozorovanim zvySené¢ho
melatoninu u rostlin z vysokohorského a stfedomoiského prostiedi, které jsou vystavovany
intenzivnimu UV zéfeni a nadmérnym teplotnim vykyvim (Tan et al. 2010).
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V cCetnych studiich byly zminény ochranné G¢inky exogenné aplikovaného melatoninu
na rostliny za uc¢elem odolnosti vici riznym oxidacnim stresim a nepiiznivému prostiedi.
Mezi tyto stresory patii extrémné nizké nebo vysoké teploty, UV zafeni (Zhang et al. 2011),
nadmérny obsah médi a kadmia v piidé, zasoleni a toxicita peroxidu vodiku. Ochranné u¢inky
melatoninu proti t€émto stresorim byly pfipisovany jeho schopnosti vychytavat volné radikaly
a antioxida¢ni kapacité (Tan et al. 2010). Koncentrace melatoninu pouzité¢ v téchto studiich
byly od nékolika nanomoldrnich do stovek mikromolarnich, podobné jako v naSem
experimentu. Krom¢ pfimych interakci melatoninu s ROS jeho aplikace také zvySuje tvorbu
endogennich antioxida¢nich enzyml v rostlindch. Patii mezi né naptiklad peroxidaza,
superoxid aniondismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbatperoxidaza,
monodehydroaskorbatreduktdza (MDHAR) a glutathionreduktaza. Diky tomu je chranén obsah
dalsich antioxidantd, jako jsou kyselina askorbova, vitamin E a glutathion, pfed oxida¢nim
poskozenim (Tan et al. 2012).

6.1 PSenice seta kli¢ici v podminkach vodniho deficitu

Melatonin je multiregulacni a multifunkéni molekula, kterd zmirniuje jak abioticky,
tak 1 bioticky stres. Koncentrace melatoninu je zvySovana v podminkach stresu modulaci
jeho biosyntetickych a metabolickych drah. Primérn€ zvySuje celkovy riist a produktivitu
rostlin v nepfiznivych podminkéach tim, Ze plsobi jako antioxidant a detoxikacni Cinidlo.
Endogenné produkovany fytomelatonin je nékdy nedostacujici pfi reakci s drsnymi
enviromentalnimi podminkami plsobici na rostliny. Exogenni aplikace melatoninu spole¢né
s transgennim pfistupem k jeho indukci endogennich hladin jsou proto alternativni strategie
kudrzeni imunity a normalni ristové kapacity rostlin. Byla prokdzédna zasadni
a nepostradatelna role exogenné aplikovan¢ho melatoninu pfi zvySovani tolerance k riznym
abiotickym a biotickym stresiim u rozli¢nych druhti a rodt rostlin (Sharma et al. 2022).

Semena pSenice set¢ vnasem pokusu byla oSetfena variabilnimi koncentracemi
melatoninu. Kli¢eni semen u vSech variant bylo v priméru od 16 do 17 vykli¢enych semen
z 20, pouze u varianty C (0,1 M) nedoslo k vykli¢eni ani jednoho semene. K inhibici kli¢eni
u varianty, kterd byla oSetfena 0,1 M melatoninu doslo pravdépodobné z diivodu pfilis vysoké
koncentrace aplikovaného melatoninu, jak ve své studii zminili Sarropoulou et al. (2012).
Zhang et al. (2013) ve své studii oSetfovali semena okurek 0,1 mM melatoninu, kterd nasledné
byla vystavena deficitu vody pomoci 18% polyethylenglykolu. V této studii zkoumali
potencialni roli melatoninu béhem kli¢eni semen a generovani kofinkd. Bylo prokéazano,
ze melatonin zmirnil polyethylenglykolem indukovanou inhibici kli¢eni semen, stimuloval
tvorbu kofent a jejich vitalitu. V naSem pokusu byl priikkazny rozdil mezi kontrolni variantou
a variantami, které byly vystaveny deficitu vody pomoci PEGu, avSak rozdil primérné délky
kotinkl u variant B a D nebyl signifikantni. U pSenice jsme mohli pozorovat zna¢ny nartst
nadzemni ¢asti semene, a to koleoptile. Mezi variantami oSetfenymi 15% PEG byl zaznamenan
rozdil u varianty E (0,1 mM), kterd méla v priméru delsi koleoptile, oproti B, kde semena
nebyla oSetiena melatoninem. Mlizeme tak potvrdit, Ze vliv melatoninu mél zna¢ny vliv na rast
koleoptile pfi vodnim deficitu. Herndndez-Ruiz et al. (2005) potvrdili nartist koleoptile
ujecmene, ktery byl oSetfeny melatoninem. AvSak zjistili, ze pfiliS vysoké koncentrace
melatoninu mély silny inhibicni ristovy efekt, pravdépodobné zdivodu dosazeni
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toxickych hladin. Primérnad cerstvda hmotnost koleoptile a kotfinkG byla vyrazné¢ vyssi
u kontrolni varianty — 0,488 g a 0,173 g. Nejnizs$i namefena FW koleoptile a kofinkii u vzorkd,
které vyklicily, byla 0,059 a 0,047 uvarianty E. Nejvyssi primérnd hmotnost suSiny
byla namétena u kontroly, koleoptile — 0,051 g, kofinky — 0,071 g a nejniz$i u variant
E aF (0,014 g) — koleoptile a varianta F (0,022 g) — kofinky.

Fytomelatonin interaguje s dal§imi fytohormony, jako jsou kyselina abscisova (ABA),
kyselina giberelovd (GA) a cytokininy. Vyznamné podporuji rust rostlin. Nedostatek vody
mize zpusobovat produkci fytohormonu ABA, ktery plsobi na uzavieni priaducht.
Melatonin je vyuzivan k u¢inné regulaci oxidacniho poSkozeni zplisobeného stresem ze sucha.
Tolerance ke stresovému faktoru vyvolana melatoninem zahrnuje dvé strategie,
a to vychytavani H>O: a sniZeni obsahu ABA prostiednictvim down-regulace henu pro syntézu
ABA (MdNCED3) a up-regulace genti katabolickych ABA (MdCYP707A2 a MdCYP707A1).
Melatonin funguje spolecné s brassinosteroidy (BR) a kyselinou giberelovou béhem riistu
a vyvoje rostlin. BR a kyselina giberelova hraji hlavni roli v prodluzovéani a ristu bungk,
cozsoucasné vede ke zvySené nachylnosti knckolika abiotickym  stresim
(Colebrook et al. 2014).

Lee & Back (2019) uvedli, ze listova exogenni aplikace 2-hydroxymelatoninu (2M)
méla vyznamny vliv na toleranci vic¢i kombinovanému stresu, chladu a sucha, u tabaku
(Nicotiana benthamiana), rajcat (Solanum lycopersicum) a okurek (Cucumis sativus).
Pti plisobeni stresovych faktori samostatné nebyly zaznamendny vyznamné rozdily v toleranci
vici kontrole. Rizné dalsi funkce exogenné aplikovaného melatoninu zahrnuji regulaci
antioxidacnich systémil k ochran¢ rostlin pted abiotickym stresem vyvolanym deficitem vody
a fyziologickym poskozenim, zlepSenim tucinnosti fotosyntézy, iontové homeostazy.
Khan et al. (2019) prokazali, Ze akumulace ROS vyvolana suchem byla v rostlinach fepky
dramaticky snizena aktivaci melatoninu.

Sarropoulou et al. (2012) zkoumali vliv primingu melatoninem, kdy vysoké davky mély
za nasledek vyznamné snizeni chlorofylu, z diivodu poSkozeni struktury a vykonu rostlin.
Campos et al. (2019) naopak prokézali, Ze vyuziti melatoninu nemélo Zadny vliv na obsah
chlorofylu, pfi vystaveni rostlin stresu ze sucha, jeho obsah byl podobny jako u kontrolnich
rostlin, které byly pravidelné¢ zavlaZzovany. Muzeme konstatovat, ze fyziologické piisobeni
exogenniho melatoninu naznacuje, Ze tato molekula je hodna nového a podrobnéjsiho
zkoumani za ziskanim pfesvéd¢ivych udajl o jeho roli v rostlinach.
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7 Zavér
Cilem této diplomové prace bylo posoudit U¢inek rozdilnych koncentraci melatoninu

na kliceni semen pSenice seté (7ritucum aestivum), ktera byla vystavena abiotickému
stresovému faktoru sucha, nastolenému pomoci 15% PEGu.

e Hypotéza o negativnim vlivu vodniho deficitu na kli¢eni semen a rist v ranych
fazich vyvoje rostlin byla nas§im experimentem potvrzena. Vysledky sledovanych
hodnot: mnozstvi vykli¢enych semen, primérna délka koleoptile a podzemnich
Casti, vaha cerstvé hmoty a suSiny kli¢nich rostlin prokazali, Ze sucho,
jako abioticky faktor mé negativni vliv na v§echny tyto zkoumané prvky.

e Piedsetova aplikace, v riznych koncentracich, melatoninu méla ve vétSiné
ptipadl pozitivni vliv na mnozstvi vykli¢enych semen pSenice. Pouze u nejvyssi
koncentrace mél melatonin inhibicni ucinek, pravdépodobné z divodu
jiz toxického mnozstvi pro kliceni rostlin.

e Vliv melatoninu na primérnou délku koleoptile a kotinki nebyl dostate¢né
prikazny. Pozitivni vliv mél melatonin na primérnou délku koleoptile u varianty
E (0,1 mM), kterd byla vyrazné¢ vyS$$i nez u ostatnich variant, avSak stdle
nedostacujici oproti kontrolni varianté. Primérna délka kofinkli se u vétSiny
variant, které byly vystaveny stresovému faktoru sucha, pohybovala v pfiblizné
stejném rozmezi (16,46 mm — 20,58 mm).

e V primérnych hodnotach vahy Cerstvé nadzemni hmoty a suSiny byl zaznamenan
signifikantni rozdil oproti kontrolni varianté. Mezi vzorky oSetfenymi
melatoninem a neoSetfenou variantou nebyl prikazny rozdil.

e Nejlepsi variantou, kterd byla oSetfena melatoninem, napfi¢ sledovanym
parametrim byla D — 1 mM.

e Nejhor§i variantou byla C — 0,1 M snejvyssi koncentraci melatoninu,
zde nevykli¢ilo ani jedno semeno, vSechna kritéria tak dosahovala nulovych
hodnot.

V poslednich letech je vytvaren znac¢ny tlak na produkci plodin, z divodu plsobeni stale
CastéjSich klimatickych zmén a potieby zajistit potravinovou bezpe¢nost. Dulezité je vyvijeni
snahy o transformaci zemédé¢lstvi a pfijeti praktik udrzitelného péstovani plodin.
Resenim v boji proti abiotickym a biotickym stresovym faktorim je zapotiebi pokrok
v technologii a nové pfistupy. Proto by naptiklad inZenyrstvi genti odpovédnych za syntézu
fytohormonii mohlo byt ptinosem ke zlepSeni produktivity pfi pisobeni stresovych faktora.
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