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Anotace

Diplomová práce se zabývá vlivem chladného plazmatu,jako stresového

faktoru'na obsah a fluoľescenci chlorofylů řepky olejky (Brassica nąpus

L. var. napus). Teoľetická část se zabývá řepkou olejkou, fluorescencí'

fotosyntetickými pigmenty a vlivem chladného plazmatu na fyzio|ogii rostlin. Na

teoretickou část navazuje experimentální měření. V laboratoľních podmínkách byl

proveden experiment, jehož cílem bylo zjistit vliv chladného plazmatu na množství

chlorofylů a fluorescenci chlorofylu. Semena řepky byla ošetřena chladným

plazmatem po dobu ruzných časových intervalů. Práce posuzuje, zdali vykazovaly

rostliny vyklíčené z ošetřených semen vyšší hodnoty fyziologických aktivit.

Klíčová slova: chloľofyl, fluorescence' semena řepky, chladné plazma.



Anotation

The thesis deals with the influence of cold plasma' as a stress factoľ,

on content and fluorescence of chloľľophylls of ooilseed rape. (Brassica

napus L. vaľ. napus). The theoretical paľt dealswith oilseeds rape'

fluorescence, photosynthetic pigments and the effects of cold plasma

on fysiology of plants. The theoretical part continues in expeľimental

mesurement. The experiment was done in laboratoľy conditions.

Theownof experiment was to discoverthe influence of cold plasma

on the amount of chlorophylls and fluoľescence of chlorophylls. The rape

seeds were tręated withcold plasma for the durativ of variol time interval.

The thesis consideľs if the plants, which weres pľouted fľom treated seeds,

show highe rvalues of physiological activities.

Keywords: chlorophyll, fluoľescence' rape seeds' cold plasma.
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ĺ.. (Jvod

Repka olejka je hospodářsky významná rostlina, využívaná v potľavinářském

a technickém průmyslu. Je pľováděno mnoho experimentálních studií, jejichž cĺlem

je zvýšit klíčivost semen a aktivitu fotosyntetického aparátu nejen této rostliny.

Diplomová pľáce se zabývá vlivem chladného plazmatu, jako stresového faktoru,

na mnoŽství fotosyntetických pigmentů a na fluorescenci chloľofylu.

Zatim však chybějí přímé dtkazy a záznamy o vlivu chladného plazmatu

na aktivitu fotosyntetického apaľátu řepky olejky. Z toho důvodu byl proveden

experiment, jehoŽ cílem bylo srovnat obsah chlorofylu (a+b), karotenoidů

a fluorescenci chlorofylu rostlin řepky olejky, jejichŽ Semena byla ošetřena chladným

plazmatem' a rostlin, jejichŽ Semena ošetřena nebyla.

Teoretická část diplomové práce se zabývá chaľakteristikou řepky olejky'

stavbou fotosyntetického aparátu rostlin a dosavadními poznatky o vlivu chladného

p|azmatu na ťyziologické aktivity rostlin.

Praktická část diplomové práce je věnována experimentálnímu měření.

V plně kontrolovaných laboľatorních podmínkách byl proveden expeľiment, jehož

cílem bylo posoudit vliv chladného plazmatu na fyziologii ľostlin. K dispozici byly

tři varianty semen' které se lišily dobou ošetření 0 min (kontrola), 3 min a 10 min.

Hodnoty fluorescence chlorofylu a obsahu fotosyntetických pigmentů byly měřeny

u kaŽdé varianty, porovnány a vyhodnoceny. Celkově pľoběhla tři měřeni a to 21',

28. a 35. den kultivace ľostlinného mateľiálu. Fluoľescence chlorofylu byla měřena

pomocí přenosného fluorometru. MnoŽství fotosyntetických pigmentů bylo

stanovováno metodou spektrofotometrie.

U ošetřených rostlin byl předpokládán vyšší obsah fotosyntetických pigmentů

a fluorescence chlorofylu.

V poslední fázi experimentu byl stanoven obsah sušiny a porovnány rozdíly

mezi ľostlinami vyklíčenými z ošetřených a neošetřených semen.

Hlavním cílem diplomové pľáce bylo zjistit, zda ošetření semen chladným

plazmatem ovlivňuje mnoŽství a složení fotosyntetických pigmentů a fluorescenci

chloľofylu.
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2. Literární přehled

2.1 Bľukev řepka olejka (Bľassica napus L. voľ. nupus)

2.l.1 obecná chaľakteristika

Brukev řepka olejka je jednoletá nebo ozimá bylina čeledi brukvovitých

(Brassicaceae\. H|avní kořen je mohutný ve vrcholové části mírně ztlustlý. Lodyhy

jsou rozvětvené, lysé, dosahují výšky 140 -160 cm. Nađzemní část ozimé řepky

se objevuje v podzimní fázi listové ľůŽice a v jamí fázi intenzivního prodluŽování.

Dolní lodyŽní listy jsou řapíkaté, vyľůstají v růžici. Homí listy jsou jednoduché

střídavé, přisedlé až poloobjímavé, vejčité aŽ čárkovitě kopinaté, celokĺajné nebo

vykľajované popř. nl'baté. Lysé, slabě ojíněné, bez palistů. Květy jsou pravidelné

oboupohlavné, čtyřčetné' kališní lístky úzce eliptické až kopinaté, korunní lístky

náhle zužené v nehet, světle Žluté. Květenství je hľozen. Řepka začíná kvést nejdříve

v poslední dekádě dubna. Doba květu trvá 20-25 dní a většinou probíhá v květnu.

Plody jsou šešule skládající se ze dvou chlopní. (Kubát K.2002)

2.1.2 Původ a rozšíření

Původní výskyt řepky je ve středomoří. Brukev řepku lzepovažovatzamladý

dľuh' který vznikl kříŽením brukve zelné (Brassica oleracea) a brukvę řepice

(Brassica subsp. napobľassica). (Vašák a kol., 2000)

Bľukev řepka olejka je pěstována ve dvou formách: ozimá a jamí. PřičemŽ

ozimý typ je pěstován v západni a střední Evropě (výnosnější typ) a jarní typ

je charakteristický pro Čínu, jihovýchodní Asii' drsnější oblasti Kanady, Ukľajinu

a Rusko. (Baranyk P.,2007)
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2.|.3 Požadavky

Řepku olejku lze pěstovat v bramboľářské a řepařské oblasti. Vhodné jsou

oblasti s průměrnými teplotami 6'5 - 8,5 "C, úhmem sráŽek 550 - 750 mm,

nadmořskou výškou 400 - 600 mn.m. Pľo pěstování jsou vhodné střednĺ až lehké

hlinitopísčité půdy s vysokým obsahem hnojiva. Po zasetí vyŽaduje řepka dostatek

vláhy a vysokou dostupnost kyslíku. Hloubka výsevu je přibližně 1,5 - 2 cm.

Po vyrašení čtyřech pľavých listů není poŽadavek na vláhu tak vysoký. (Bečka D.,

2007)

2.1,.4 Choroby

Podle Vašáka (2000) je popsáno celkem asi 71 mikľoorganismů parazitujících

na řepce olejce. Přítomnost parazitŮ můŽe sníŽit pľodukci řepky o 20 - 50 o/o. Mezi

nejčastější onemocnění řepky patří plíseň a hniloby' napÍ.hlízenka obecná, Fómova

hniloba, čeľň řepky, plíseň ze\ná, padlĺ řepky a zelenokvětost řepky. onemocněním

se předchází chemickým ošetřením rostlin. Veškerá chemická ošetření se pěstitelé

v dnešní době snaŽí spíše eliminovat.

2.l.5 obsažené látky

Majoritní sloŽkou jsou rostlinné oleje (tľiacylglyceroly), estery vyšších

mastných kyselin' Ve srovnání s ostatními oleji obsahuje řepkový olej mnohem

menší mnoŽství nasycených mastných kyselin a má niŽší obsah kyseliny erukové.

Napľoti tomu je řepkoý olej poměrně bohatý na Žádouci nenasycené kyseliny -

olejovou, linolovou, a linoleovou.

Glykosidy (glukosinoláty) Se běŽně vyskýují v ľostlinách čeledi

brukvovitých (Brassicaceae). Tyto sloučeniny jsou příčinou štiplavého pachu

a hořké chuti' Mohou způsobit zvýšenou aktivitu štítné ž|ázy.

Řepka obsahuje až dvakát více vlákniny neŽ sója. Vlákninu představuje

především celulóza a lignin. Z da|ších sloŽek lze uvést taniny' fytin a sinapin.

(Baľanyk P.,2007)
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2.1.6 Yýznam a využĺtí

Bečka (ZD}7)rozděluje vyuŽití řepky do čtyř oblastí:

a) Potľavinářsfuí _ tepelná úpľava pokrmů a studená kuchyně.

b) Kľmivářství - šroty, výlisky a krmné směsi.

c) oleochemie - rozklad olejů hydrolýzou a alkoholýzou.

d) Energetické vyuŽití _ bionafta 1uĚno;, využiti čistého řepkového oleje jako

paliva.
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2.2 Plazma

Plazmaje čtvrtým skupenským stavem hmoty. Název p|azma pro ionizovaný

plyn poprvé pouŽil Irwing Langmuir v roce1928, pľotoŽe mu chováním tento stav

látky připomínal kľevní plazmu. Langmuir definoval p|azma jako takový objem

plynu, kde je vyrovnaný náboj iontů. (Kulhánek P., 20l l)

Kĺejčí (1974) definuje, pIazmaje souboľ velkého počtu částic bez vzájemné

pevné vazby, znichž některé mají elektrický náboj. Součet všech kladných a

záporných nábojů je nulový.

P|azma vzniká ionizací plynu, například účinkem vysoké teploty, nebo při

elektrickém výboji. Většina hmoty ve vesmíru je ve formě plazmatu. (Krejčí V.,

te74).

Strach (1987) definuje plazma jako směs na sebe vzájemně působících

elektricky nabitých a neutrálních částic s rozdílnou energií, kteľé udrŽují celkový

kvazineutrální stav, kolektivní chování amaji vlastní plazmovou frekvenci.

Kvazineutralita je podle Stľacha (1987) stav blízký neutľalitě, pľotoŽe počet

kladně azáporně nabitých částic' v určitém objemu, je prakticky stejný.

Kolektivní chování částic v p|azmatuvysvětluje Chen (1984) jako pohyb

nabitých částic z místa vyšší do místa niŽší koncentrace. V pľaxi to znamená, Že

kationy se v plazmatu pohybují do místa vyšší koncentľace anionů a naopak.

Smolka (2009) uvádí, že plazmová frekvence musí b;ft vyšší neŽ střední

srážkovćl frekvence.

Podle teploty se plazma dělí na nízkoteplotní a vysokoteplotní.

2.2.t Vysokoteplotní plazma

Strach (1987) uvádí, Že tento typ p|azmatu vzniká při vysokých teplotách.

Účinkem vysoké teploty dochází k urychlení jader částic a k intenzivnějším sráŽkám.

Dochází kfilzi jader a k uvolnění velkého mnoŽství energie' často nekontľolované

energie.

Pro praxi je důleŽité kontrolovat mnoŽství uvolněné energie a vhodně

tuto eneľgii využivat. Ztoho důvodu se vpraxi daleko častěji vyuŽivá plazma

nízkoteplotní.
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2.2.2 Nízkoteplotní plazma

Nízkoteplotní plazma nachází uplatnění v zemědělství, lesnictví i technickém

průmyslu.

Chladné plazma popisuje Bruchanov (2005) jako plazma, kteľé má velmi

malý podíl ionizovaných částic (1 %)' Teplota iontů je blizká okolní teplotě, ale

rychlost pohybu elektronů odpovídá teplotám několik tisíc stupňů. JelikoŽ jsou

částice málo hmotné, projevuje se navenek jejich teplota jako velmi nizká.

2.2.3 Sterilizace plazmatem

Bruchanov (2005) uvádí, Že chladné p|azma se vyrábí mezi dvěma kľuhovými

elektrodami s malým otvorem uprostřed vstřikováním směsi helia (97 %) a kyslíku

(3 %). Na elektrody je přivedeno napětí několika kilovoltů s frekvenci 50 Hz
V pľostoru mezi elektľodami se plynná směs ionizuje a promění na nízkoteplotní

plazma mikrosekundovými pulsy elektľického napětí. Plyn se při tom nezahtivá

a nedocházi ke vzniku ęlektrického oblouku. Výhoda spočívá v relativně malé

energetické náľočnosti' při které lze ziskat velký objem p|azmatu. Bylo ľealizováno

několik pokusů s nízkoteplotním plazmatem, při nich byly zkoumány vlivy na dva

druhy bakterií (Bclcillussubtilis a Escheľichia coli). Výsledkem studie bylo, Že oba

druhy bakteľií byly zahubeny.

Suková (2009) definuje plazma jako ionizovaný plyn, který můŽe být

využíván k ničení mnohých mikroorganismů. Je to směs plynů s aktivovanými ionty'

fotony, elektľony a volnými ľadikály, která vzniká aplikací elektrického nebo

magnetického pole, za použití radiofľekvenčních, dielektrických nebo mikĺovlnných

zdrojů energie. Chladné plazma dosahuje teploý 30 _ 60 oC. Majoritně se vyńbi

chladné mikĺovlnné plazma Ve vakuu, méně často se vyľábí plazma Za

atmosférického tlaku' kdy je za potřebi účinné ch|azęni. S tím souvisí výběr

pouŽitých plynů např. kyslík, dusík, hélium.
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2.2.4 Vliv plazmatu na fyziologii ľostlin

Využití chladného plazmatu se v poslední době uplatňuje v mnoho oborech,

nejen ve fyziologii rostlin.

Nízkoteplotní plazma se běŽně využívá v technologickém průmyslu,

například pľo čištění a sterilizaci určitých povľchů. V poslední době se tato

technologie přesouvá do biologického i potravinářského pľůmyslu. Hlavním

uplatněním aplikace studeného plazmatu je zneškodnění nežádoucích

mikľoorganismů a ošetření tepelně nestabilních potravin například ovoce' zeleniny

a masa. (Schütler a kol., Ż013)

Použití p|azmových výbojů v praxi nacházi v dnešní době stále větší

spektrum uplatnění. V zemědělství a lesnictví se nízkoteplotního plazmatu úspěšně

užívá k ošetření povrchu semen a k eliminaci Ąrtopatogenních a baktęriálních

původců onemocnění ľostlin (Paľk a kol., 2006).

Yyužiti chladného p|azmatu je aplikováno taktéŽ v některých medicínských

oboľech' například při léčbě koŽních onemocnění. (Bender a kol.' 20l0)

Co se týče fyziologie rostlin' dodnes je známo velmi málo studií, které by

potvrdily nebo vyvľátily pozitivní vliv chladného plazmatu na fyziologické aktivity

rostlin.

Neustále jsou hledány nové technologie a metody' které by uľychlily klíčivost

semen. Právě ošetření Semen chladným plazmatem je povaŽováno za technologii

s velkým potenciálem, kteľá by mohla přinést pozitivní výsledky.

Některé experimenty již proktlzaly pŤiznivý vliv chladného plazmatu

na klíčivost semen rostlin. Zatim však existuje jen velmi málo studií' které by

se zabývaly vlivem chladného plazmatu na aktivitu fotosyntetického aparátu. Pľávě

z toho důvodu byl uskutečněn experiment, jehoŽ cílem je porovnat obsah

fotosyntetických pigmentů a fluorescenci chloľofylu u ľostlin vyklíěených ze semen

ošetřených ledovým plazmatem a Ze semen neošetřených.

Gavril a kol. (2012) zaznamenává pozitivní účinky plazmové technologie

na klíčivost semen dvou kultur máku setého (Papaveľ somnifeľum Z.) kultivary

Major a oľfeus.

Podle Jiafenga a kol' (2014) mají semena ošetřená chladným plazmatem vyšší

klíčivost oproti semenům neošetřeným. Po ošetření semen došlo znatelně k lepšímu

růstu pšenice seté i ovsa setého. Působením p|azmatu se dále zlepšila absorpce vody
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a Živin do Semen, což způsobuje celkově lepší a rychlejší růst semenáčků.

V porovnání s neozářenými rostlinami měly ošetřené semenáčky delší kořeny,

dosahovaly vyšší výšky' vyšší hmotnosti, dokázaly lépe absorbovat vodu s Živinami

a lépe zachycovat světlo pro fotosyntézu.

Aplikace chladného plazmatu má velmi pozitivní účinky na klíčivost semen

kukuřice seté. Semenáčky kukuřice seté ošetřené nízkoteplotním plazmatem obsahují

více bílkovin v kořenech. ošetření má zrovna tak vliv na růst primárního kořene

rostliny. (Henselová a kol., 20|2)

Ling a kol. (2015) uvádí. že semena řepky ošetřená chladným plazmatem

mají zlepšenou klíčivost za sucha. ošetření chladným plazmatem za sucha se zvýší

imbibiční síla semene a tak semeno dokáŽe vyklíčit za sucha. U ošetřených semen

došlo k lepšímu a ľychlejšímu ľůstu. Růst ľostlin silně koreluje se stľesem rostlin.

Ze studie lze vyvodit, žę s ozźtřením semen ledovým plazmatem se zlepšuje odolnost

vůči stresu suchem u olejnatých semen.

Chladné plazma má schopnost změnit biologické, chemické a fyzikální

povrchové vlastnosti semen pšenice. Aplikace plazmatu vede ke sníŽení počtu

volných mastných kyselin v semenech pšenice, č,imž je sníŽęna neŽádoucí degľadace

a Žluknutí mastných kyselin. (BuBleľ a kol', 2015)

U ľostlin pšenice, jejichŽ Semena byla ošetřena chladným p|azmatem, byl

zjištěn vyšší obsah chlorofylů (Jiang a kol., 20ĺ4)'

Podle Baier a kol., (2013) má ošetření ľostlin chladným plazmatem

jednoznačně pozitivní účinky na likvidaci mikľoorganismů přítomných na salátu

polníčku.

Pozitivní účinek chlađného plazmatu při inaktivaci bakteriálních buněk

popsal Fridan a kol., (2007)

Strejčková a kol.' (20l5) uvádí, že nizkoteplotní plazma má velmi pozitivní

vliv na výnosové paľametry (počet zľn. výnos a hmotnost). U řepky ozimé ošetření

plazmatem v kombinaci s biologickou ochľanou sniŽuje výskyt houbové choroby

Phoma lingam a hálek kľytonosce zelného na kořenech.

Rostliny hrachu, jejichž semena byla ošetřena chladným plazmatem,

nevykazují významné rozďily v obsahu sušiny oproti rostlinám neoplazmovaným.

(BuBleľ, a kol., 20l5)
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2.3 Fotosyntetické stľuktuľy

Hlavním orgánem fotosyntézy jsou listy a v menší míře zelené stonky.

V listech zelených rostlin jsou specializované organely chlorofyly, které obsahují

fotosynteticky aktivní pigment chloľofyl, díky němužm:ůže probíhat fotosyntéza.

2.3.1 LisĘ

Procházka (1998) definuje listy jako ľostlinné orgány, které jsou uzpůsobené

k maximální absorpci slunečního záÍení a k maximálnímu z|<ľácení transportních

dľah při výměně plynů.

List je tvořen svrchní a spodní epidermis s jejími deľiváty,(stomaty'

hydatodami a trichomy). (Procházka', 1998)

Morfologicky bývá list rozlišen na řapík Qletiolus) a čepel (lamincl),

nebo bývá bezřapikatý, přisedlý. (Nováček F., 2009)

2.3.2 ChloroplasĘ

Chloroplasty jsou organely rostlinných buněk, které nejsou obsaŽeny

v pokoŽkových buňkách a bufüách kořene. Jsou to semiautonomní oľganely, mají

tedy svou vlastní DNA. Nejpravděpodobněji vznikly endosymbiózou. Původně byly

chloroplasty samostatné mikľooľganismy, kteľé pľonikly do vyšší ľostliny a zůstaly

s ní v symbióze.

Procházka (l998) definuje chloroplasty jako jednotky schopné absorbovat

a fixovat CO2 a zabudovávat uhlík do sacharidů. Vjedné buňce je 20 - 200

chloľoplastů, kteľé se liší tvarem i velikostí.

Chloroplasty se vyvíjí z proplastidů. Vývoj z proplastidů je ovlivněn

přítomností světla. Kľomě chloroplastů můŽe docházet k syntéze několika dalších

plastidů například leukoplastů' amyloplastů a chromoplastů. (Ryplová R., 2014)

Povrch chloroplastu tvoří dvě membľány, vnitřní prostředí vyplňuje stľoma.

Zák|adni struktumí jednotkou jsou tylakoidy' tvořené lipoproteinovými

membľánami, schopné absoľbovat záŕení. Tylakoidy se mohou vzźĄemně spojovat
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a vývářet gÍana. Absorpce kvant zářeni je zpľostředkována pigmentoproteinovými

komplexy _ chloľofyly a karotenoidy vázanými na bílkoviny. S komplexy jsou

spojeny cytochľomy a chinony a další enzymy, které se podílejí na oxidaci vody

a redukci NADP*. Na membľáně tylakoidů probíhá první fáze fotosyntézy _ světelná

fźne. (Procházka S., l998)

Ve stromatu chloroplastů probíhá druhá faze fotosyntézy - temnostní fáze.

ProtoŽe jsou zde obsaŽeny enzymy, kteľé jsou důleŽité pro fixaci oxidu uhličitého.

Stľoma je zásobámou lipidů a místem, kde pľobíhá mnoho dalších metabolických

dějů např. syntézamastných kyselin. (Ryplová R., 2014)
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2.4 Fotosyntetické pĺgmenty

2.4.1 Chlorofyly

Jsou to nejdůleŽitější fotosyntetické pigmenty obsaŽené v chloroplastech.

Chemická struktura chlorofylu byla popsána v roce 1931 H. Fischerem. (Velíšek J.,

2003)

Velíšek (2003) uvádí' Že chlorofyly jsou z chemického hlediska tazeny mezi

barviva pyrľolová, odvozená od heterocyklické sloučeniny pyrrolu. Zák|adní

stavební jednotkou chlorofylů jsou porfyriny (terapyroly) spojené methinovými

můstky akomplexně vázaným kationem Mg'*. Struktuľu chlorofylu tvoří

substituovaný poľfyritový kruh s centrálně navázaným kationtem Mg'* u dlouhý

uhlovodíkový řetězec fytol. U chlorofylů převládá lipofilní charakter, jsou tedy

rozpustné v nepolárních organických rozpouštědlech.

HsC""' H3

H3

obr. č. l - Struktuľní vzorec chlorofylu
(https : //cs. wikipedia. oľg/wiki/Chlorofyl)

Podle Nováčka (2009) je popsáno asi sedm dľuhů chlorofylů

chlorofyl a, b, c, d, e, bakteriochlorofyl a bakterioviridin. Přičemž lze předpokládat.

Že nejsou popsány úplně všechny pigmenty (například u méně známých řas).

Zbarvení chlorofylů popisuje Šebánek a kol., (l983). Chlorosl

a je modrozelený, chloľofyl b ž|utozelený a chlorofyly c' d' e jsou modrozelęné

a dopľovázejí v řasách chloľofyl a.

Za nejdůleŽitější pigment pľo fotosyntézu je povaŽován

chlorofyl a a chlorofyl b. Rozdíl mezi chloľofylem a a chlorofylem b spočívá

v rozdílném substituentu na C3 v pyrrolovém kľuhu. U chlorofylu b je oproti

chlorofylu a nal'lrazena methylová supina skupinou aldehydickou. Ztlměnou těchto

CH=CHz
CH=CHz
cHo

X:
X:
X:

e
b
d

CHs
cHo
CHs

3r
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substituentů je způsobena rozdílná absoľpce světla. oba chloľofyly mají absorpční

maximum v modroťtalové oblasti spektľa s vrcholy (429 _ 463 nm), absorpční

vľcholy v čeľvené oblasti spektra (660 _ 642 rĺrn). Při absorpci světelného kvanta

v modré a červené oblasti, műŽe dojít k přechodu molekuly chlorofylu

do excitovaného stavu. Excitovaný elektľon můŽe byt uvolněn z molekuly chlorofylu

a předán některému akceptoru. Pro přeměnu eneľgie je nezbytná přítomnost

chlorofylu a, všechny ostatní pigmenty mají pouze funkci pomocnou - zachycují

dopadající světelná kvanta. (Pľocházka S., 1998)

Existují dva základní typy tylakoidů - gľanální a agrantúní tylakoidy. Podle

toho, zdaIi došlo k vytvoření gran nebo ne, je moŽné ľozlišit tylakoidy na:

a) Granální tylakoidy - vývořeny shluky tylakoidů.

b) Agranální tylakoidy - nevytvořeny shluky tylakoidů.

Procházka (l998) dále rozděluje tylakoidy na stěsnané a nestěsnané.

U nestěsnaných tylakoidů jsou vnitřní membrány omývány stromatem,

u stěsnaných tylakoidů jsou na sebe membrány nalepeny' a tudíż nemůŽe dojít

k omývání.

2.4.2 Kaľotenoidy

Karotenoidy jsou žlutě' oranŽově a červeně zbarvené akcesorické

fotosyntetické pigmenty, které se podílejí na zachycení světelných kvant.

Z chemického hlediska jsou karotenoidy izoprenoidy. jejichŽ ztlk|adni skelet

tvoří 40 atomů uhlíku. Dělí se na dvě skupiny karoteny a xantofyly. Nejrozšířenějším

karotenoidem je lykopen, zněhož izomerizací lze odvodit cr a B karoten. Z xantofylů

je nejběŽnější zeaxantin, violaxantin a lutein. (Velíšek J.,2009)

Podle Procházky (1998) jsou karotenoidy akcesorické pigmenty, kteľé

doprovázejí chloľofyl v chloľoplastech, chrání jej proti poškození ultrafialovým

záÍením a podílejí se na fotosyntéze a fototropismu rostlin. Karotenoidy převádí

energii UY zářęní na eneľgii tepelnou, pľoto se řadí mezi takzvané zhášeče či lapače.

Kaľotenoidy obsahují 8 izopľenových jednotek s konjugovaným systémem

dvojných vazęb. Pľávě konjugovaným systémem dvojných vazeb je způsobena

barevnost karotenoidů' Většina karotenoidů má na všech dvojných vazbách
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transkonťlguraci. Působením fyzikźiních ťaktorů, např. UV zářením' můŽe docházet

k cls-izomeruci, č,imž klesá provitaminová účinnost. (Velíšek J.,2009).

Rozdělení kaľotenoidů podle Velíška (2009):

. Karoteny

Veškeré karoteny vznikají odvozením od acyklického

polynenasyceného uhlovodíku lykopenu. Působením enzymů docházi

k cyklizaci a vytvoření tvoří B- nebo o,- jononové struktuľy. Podle typu

jononové struktury se rozlišuje o, a B karoten' oba dva typy karotenů jsou

prekuľzory vitaminu A (retinou).

H3
H3 H3 Hsc

cHs
H3 3 3

H3

obľ. č. 2 _ Strukturní vzorec beta karotenu
(http://web2.mendelu. czlaf_291_Ttrojekty2lvseo/print.php?page:1271&typ:html)

Xantofyly

Xanto fyl y j so u oxo de riv áty, případně hydroxyderiváty kaľotenů.

HsC H
H3

H3
H3 H3

obr.č. 3 - Strukturní vzorec zeaxanthinu
(https ://cs.wikipedia.oľ gl wikil Zeaxantin)

Velíšek (2009) se domnívá, že kvalita a množství kaľotenoidů závisí na

mnoha faktorech, jako je druh rostliny a odrůda' sezona nebo Stupeň zralosti.

Dále Velíšek (2009) Ťíká, že většina kaľotenů je asociována s bílkovinami

jako karotenproteiny' kdeŽto xantofyly se mohou vyskytovat jako volné látky i jako

estery s mastnými kyselinami.

3

a
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Podle Ryplové (20l4)je funkcí kaľotenoidů chľánit rostlinu před nadměrným

ozáŕením. Během ochľanného mechanismuďocházi k odstľanění volných radikálů.

Procházka (l998) uvádí, Že veškerá fotosyntetizující balviva jsou obsaŽena

v membránách chloľoplastů. Všechny chlorofyly a většina kaľotenoidů

je lokalizována v tylakoidních membránách. obalové membľány na povrchu

chloroplastů jsou téměř Žluté díky mnoŽství obsaŽených karotenoidů.

2.4.3 Uspořádání fotosyntetických pigmentů ve fotosystémech

Fotosyntetické pigmenty jsou uspořádané tak, aby dokázaly zachytit co

nejvíce světelného záření. Jednotlivé pigmenty jsou ve fotosystému rozvľstveny

podle toho, jakou vlnovou délku světla absorbují. Ztoho důvodu funguje fotosystém

jako past na světelná kvanta. Existují dva typy fotosystémů, kteľé se liší vlnovou

délkou, při níż docházi k maximální absoľbanci.

V tylakoidních membránáchjsou umístěny světlosběrné antény a proteinové

komplexy, které dohromady tvoří fotosyntetický aparát fotosystém II (PSID

se světlosběrným komplexem (LHCII), cýochrom b6f komplex (Cyt b6Đ,

fotosystém I (PSD se svým světloměrným kompexem (LHCI) a ATP-syntáza.

(Nelson a Yocum, 2006)

Nováček (2009) uvádí, že fotosystémy jsou tvořeny světlosběrným

(antenálním) komplexem (LHC) a ľeakčním cęntrem (RC)' PřičemŽ LHC

představuje soustava fotosyntetických pigmentů, které jsou vázány na pľoteiny.

Antenální komplex zachycuje dopadající fotony a předává je do reakčního centra

fotosystému. V RC je přítomen pouze chloľofyl a, vázaný na specifický protein. Při

excitaci dochází ke sníŽení redox-potenciál tohoto chlorofylu, kteľý se tak stává

silným redukčním činidlem a je schopen přenést svůj elektron na molekulu

příslušného přenašeče. Absorpční maximum chlorofylu v PS I je 700 run'

v PS II 680 nm, proto jsou někdy označ,ovány jako fotosystém Pzoo a Poso.

Do membrán jsou pigmenty vestavěny pomocí bílkovin, pigmenty jsou

ve fotosystému orientovány tak, aby fungovaly jako past pohlcující světelné záŤení.

Akcesoľické pigmenty tvoří anténY, na membráně jsou ľozmístěny podle maxima

svých absorbancí. Pigmenty umístěné nejvýše absoľbují záŤení o kľatších vlnových

20



délkách a vyšší energii. Při průchodu jednotlivými vľstvami Se záŤęni stává

eneľgeticky chudší a dlouhovlnější. Maximální mnoŽství energie je tedy přeneseno

až k reakčnímu centru fotosystému. (Ryplová R. 2014)

Existenci dvou fotosystémů (PS I a PS II) objevil v ľoce l957 R. Emerson'

ztoho důvodu je funkce dvou fotosystémů ve fotosyntéze označ,ována jako

Emeľsonův efekt.

Absorpcí světelného kvanta đocházi k excitaci molekuly chlorofylu

v ľeakčním centľu. Při absorpci dľuhého světelného kvanta dojde kvyražení

elektronu z elektronového obalu. Tento uvolněný elektron pak putuje

elektrontranspoľtním řetězcem.

Ryplová (2014) uvádí' Že světlo kratší vlnové délky, modľé oblasti spektra,

vybudí molekulu chlorofylu do druhého excitačního stavu. Při přechodu do prvního

excitačního stavu se část excitační eneľgie uvolní ve formě tepla. Při návratu

z prvního excitačního stavuje většina eneľgie spotřebována pľo fotosyntézu azbytek

je vyzáŤen ve foľmě fluoľescenčniho zéttení, nebo se opět přemění v teplo. Světlo

delších vlnových délek' červené oblasti spektra, vybudí molekulu chloľofylu pouze

do pľvního excitačního stavu. K fluorescenci chlorofylu dochází při návratu

ęlektľonu z pľvního excitačního do základního stavu. Fluorescence je v oblasti

dlouhovlnného čeľven ého zář ení.

Fotosystém II

Fotosystém II má absorpční maximum chlorofylu a při 680 mn, z toho

důvodu bývá taktéž označován j ako P680.

Po excitaci je elektron předán přes feofytin, až na plastochinon Qł
Pro redukci plastochinonu Qg jsou potřebné dva elektľony. Na přenosu elektľonu

mezi Qa a Q6 se podílí atom Fe. Pro oxidaci vody jsou potřebné čtyři excitační

cykly, v pľůběhu nichŽ se uvolní čtyři elektrony do lumenu thylakoidů a molekulární

kyslík difunduje do atmosfery. (Nováček F.' 2009)

Kromě chlorofylu v RC obsahuje PSII ještě dalších asi třicet molekul

chloľofylu v anténě fotosystému, které usměľňujĺ excitační energii na molekuly

chloľofylu v ľeakčním centru.

V PS il dochází k necyklickému toku elektronů. Mechanismus přenosu

elektľonů v PS II popisuje Nováček (2009). Excitovaná energie je odevzdána z antén

na P680 a elektron je odevzdán na feofytin (primární akceptoľ PSII). oxidovaný
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P680 je redukován elektľonem uvolněným z molekuly vody. Redukovaný feofytin

předává elektrony na Qł. Ke dvěma ęlektľonům jsou přijaty dva H* zę stromatu

a elektrony jsou předány na komplex cýochľomu. Na každé dva elektrony' které se

uvolní při fotolýze vody, se můŽe v lumenu hromadit 6 H* .

Fotosystém I

Fotosystém I má absorpční maximum chloľofylu a při 700 nm, z toho důvodu

býv á taktéž označov ánj ako P700.

PS I představuje plastocyaninferedoxinľeduktázu v tylakoidních membránách.

Skládá se z fotosyntetických pigmentů a ręakčního centra P700. Kromě toho

obsahuje ještě další polypeptidy,nezbytné pľo jeho funkci. (Chitnis' 1995)

V PS II dochází k cyklickému toku elektronů. Princip přenosu elektronů

vysvětluje Ryplová (2014). Absorpcí světelného kvanta světlosběrným komplexem

PSI a odevzdáním excitované energie dochází k separaci elektrického náboje

molekuly P700 v reakčním centru PSI' odkud je elektron odevzdaný na centrum

Fe-S. Následně dochází k redukci feredoxinu. Elektrony mohou bý předány zpět

na plastochinony, nebo s vyuŽitím dalších dvou pľotonů ze stľomatu redukovat

NADP* na NADPH+H*. (Ryplová R.' 2O|4)
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2.5 Metody měření obsahu chlorofylu

Metody stanovení obsahu chlorofylů lze dělit na dvě skupiny - destruktivní

a nedestruktivní. Hlavní rozdíl mezi metodami spočivá v tom, zdali je rostlinný

materiál zniěen, nebo zachován. Výběľ metody závisí na mnoha faktoľech například

na druhu ľostliny, ekonomických možnostech' vybavení laboratoře atd.

2.5.1 Destruktivnímetody

Destruktivní metody jsou často použivané a vhodné zejména tam' kde není

nutné zachovat rostlinný mateľiál. Tyto metody nesou některé nevýhody, například

časovou náročnost a pľacnost ve sľovnání s nedestľuktivním stanovením.

Tyto klasické metody stanovení obsahu chlorofylů jsou zaloŽeny na extrakci

pigmentů z pletiva a na spektľofotometrickém stanovení jejich obsahu (Porľa a kol.

l 989).

Extľakt fotosyntetických pigmentů ze zelených částí vyšších ľostlin obsahuje

zejména chlorofyl a, chlorofyl b a směs karotenoidů. Podrobnější sloŽení obsahu

pigmentů včetně rozlišení jednotlivých karotenoidů by poskytla vysoko účinná

kapalinová chľomatogľafi cká metoda.

Pro zjištění obsahu chlorofylu a a b v acetonovém extraktu se poŽívá měření

absoľbance ve vybraných vlnových délkách v jednocentimetrové kyvetě. Nejčastější

postup je podle Lichtenthalera (1987).

obsah chlorofylů vlistech se pak uvádí vjednotkách látkového mnoŽství

(mol) nebo hmotnosti (kg, g, mg) vztaŽených na jednotku plochy listu' jednotku

čerstvé hmotnosti nebo sušiny, případně i na jinou vztažnou veličinu (např. celkový

obsah pľoteinů, objem listu). (Nováček F.' 2009)

2.5.2 Nedestruktivní metody

Nedestľuktivní metody jsou voleny zejména v případech, kdy nemůŽe dojít ke

zničení ľostlinného materiálu. Ve srovnání s předchozími metodami nese toto měření

výhody zejménav časové i praktické nenáľočnosti.
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Hák (1990) uvádí, Že nedestľuktivní metody využivají měření optických

spektľálních vlastností listů (lze měřit difrlzní propustnost, difilzní odrazivost,

fluorescenci chlorofylu). Jako příklad uvádí využiti efektu reabsorpce fluorescence

chlorofylu v listu, kdy poměr pásů v emisním spektru odráŽi obsah chlorofylů.

Nedestľuktivní metodu měření obsahu chlorofylů vysvětluje například Ilík a

kol. (2003). V těchto metodách je měření prováděno pomocí malých ľučních

přístrojů (chlorometľů) a trvá jen několik sekund. Díky tomu je moŽné v kľátkém

čase získat velké mnoŽství dat a statisticky vyhodnotit jak obsah chlorofylů v rámci

listů na ľostlině, tak vývářet chloľofylový profil rostlin nebo mapy zelenosti porostu.

obsah chlorofylů je moŽné taktéžvyjádřit v mg na m2 listové plochy.
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2.6 Sluneč'ní záŕenÍ

Světlo lze deťrnovat jako elektromagnetické vlnění o uľčitých vlnových

délkách v ľozsahu přibliŽně od 390 do 790 nm. (Klimešová a kol., 2009)

Rozsah a barevné spektľum elektromagnetického vlnění znázoňuje obľ. č. 4.
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obr.č. 4 - Elektľomagnetické vlnění
(http ://www janđur.czl optics/vd/vd 1 .htm)

Podle Ryplové (2014) můŽe bý pľo fotosyntézu využita pouze oblast záŤeni

o vlnové délce od 400 nm do 700 nm. Tato část spektra je označ,ována jako

fotosynteticky aktivní radiace FAR (angl. PAR). Nejvyšší absorbance

fotosyntetckých pigmentů je v oblasti modré a červené. Naopak nejnižší absoľbanci

vykazuje žlutozelená a zelená oblast, zde dochází k odľáŽení ztlřeni.
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obľ. č. 5 - Absoľpční křivky fotosyntetických pigmentů
(https://rybicky.net/forum/1 1998-meľeni-fotosynteticky-aktivni_ľadiace)
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Klimešová a kol. (2009) uvádí, že světlo definoval Louis de Bľoglie v roce

1924 jako elektromagnetické vlnění, které má dualistický (korpuskulárně vlnový)

charakter. Korpuskule (částice) jsou fotony' neboli světelná kvanta nesoucí energii'

kterou mohou přijímat rostliny.

Eneľgie světla je dánavztahem:

E: hc/L

Ryplová (2014) uvádí, Že energie záŤeni je nepřímo úměľná vlnové délce,

proto je světlo delších vlnoqých délek energeticky chudší. Tento fakt je důleŽitý pro

uspořádání fotosyntetických pigmentů ve fotosyntetickém aparátu.

Pro měřeni ozářeni ľostliny se udává hustota toku fotonů vjednotkách

mol m_2 S_' t'.r.' kolik molů fotonů dopadne na 1 m2listové plochy za jednu sekundu.

Nebo se udává eneľgie ozáŕeniv jednotkách W m-2 (1 W: l J s_').

(Ryplová R.' 20l4)
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2.7 Fluorescence

Fluorescence představuje schopnost molekuly absorbovat a následně emitovat

záření. K emisi zářęní ve formě fluorescence docházi při přechodu molekuly

z excitovaného stavu do stavu základního (Ryplová R.' 2014)

Harbinson (2003) uvádí, Že fluorescence chlorofylu velmi úzce souvisí

s pľůběhem fotosyntézy.

Podle Govindjee (1995) dochází po absoľpci světelného kvanta ke třem

možným mechanismům:

a) Energie fotonů je vyuŽitapři fotosyntéze.

b) Energie fotonů je vyzářena ve formě fluorescence.

c) Energie fotonů je rczptýIena ve formě tepla (disipace).

PřibliŽně 3-5oń absorbované zátení 1e vyzářeno právě ve formě fluorescence.

Pokud je intenzita fluorescence nízká, účinnost fotochemických ľeakcí primárni ťáze

fotosyntézy je vysoká a naopak (Krause a Weis, l99l).

Pfündel (1998) Ííká, že fluorescence chlorofylu je emitována chlorofylem a.

který absoľbuje záření v modré a červené oblasti slunečního spektra a nacházi se

v chloroplastech mezofylových buněk. Za pokojové teploty je fluorescence

chlorofylu emitována převáŽně z fotosystému II (PSil). Malá část dlouhovlnného

červeného záÍenije emitována i z chloľofylu fotosystému I (PSI).

ovšem pokud je teplota velmi nízkápochází velká část emisního ztlřeni z PSI.

(Stľasser a Butler, 1977).

U fotosyntetizujících oľganizmů je molekulou emitující fluorescenci zejména

chlorofyl a. Fluorescence chlorofylu má svůj původ v chloroplastech zelených ľostlin

(přesněji ve světlosběmých komplexech PS II a I). (Buschman a kol. 2000)
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2.7.l Význam Íluoľescence

Pavlová (2006) uvádí, Že metody měření fluorescence přinášejí poznatky

důleŽité pro pochopení fotochemických a nefotochemických procesů probíhající

v tylakoidních membľ ánách chloroplastů.

Dá|e lze podle Pavlové (2006) vyhodnocením fluorescenčních indukčních

křivek (FIK) získat tzv. fluorescenční paľametry' kteľé umoŽňují kvalitativně

i kvantitativně charaktęrizovat funkčnost fotosyntetického aparátu rostlin, jejich

fyziologický stav, úľoveň stresu, jemuŽ jsou rostliny vystaveny a téŽ detailně

studovat děje pľobíhající v thylakoidních membránách v obou fotosystémech

(PS I a PS II), světlosbrných komplexech' mechanizmy regulující elektronový

transport, fotoinhibiční, ochľanné procesy apod.

2.7.2 Nletody měření fluorescence

Měření fluoręscence chloľofylu přináší infoľmace o poklesu aktivity

fotosyntetického aparátu listu za stresových podmínek. (Lichtenthaler, 1996).

Milan-Almaraz a kol. (2009) uvádí, Že metody měření fluorescence se dělí

na destľuktivní a nedestruktivní. Nedestruktivní metody jsou za|ožené na

biochemickém nebo biofyzikálním principu. V posledních letech jsou v oblibě

především metody nedestruktivní.

Podle Schreibeľa a kol. (1986) je nejčastější metodou měření fluoľescence

chlorofylu reakce na ozáteni u rostlin (listů) adaptovaných na tmu. Pro tyto metody

jsou vyuŽívány fluoľimetry' kteľé pracují na principu pulsní amplitudové modulace

(PAM).

Podle Ryplové (2uĄ je měření fluorescencę fluorimetrem jednoduchá

a nedestruktivní metoda, která přináší infoľmace o stavu fotosyntetického apaľátu.

Ve sľovnání s gravimetrickými metodami nese metoda výhody zejména v tom, Že

není nutné rostlinný materiál ničit. Pro měření fluorescence se pouŽívají fluoľimetľy'

Z namětených a vyhodnocených absolutních hodnot lze posoudit stav a funkčnost

foto synteti ckého apar átu

Schĺeibeľ a kol. (l986) uvádí, že nejběžnější metodou měření fluorescence

chloľofylu je sledování ľeakce na ozáŕení u ľostlin adaptovaných na tmu. Pro tato
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měření bývají použivány fluorimetry pľacující na principu pulsní amplitudové

modulace (PAM).

V listech adaptovaných na tmu jsou při ozáření slabým modulovaným

zźlřením všechna reakční centra PSII ľeoxidována (otevřena), proto je zaznamenán

minimální vytěžek fluoľescence chlorofylu (F0). Po ozářeni vzoľku dojde k redukci

většiny elektľonových akceptoľů v PSII a dojde k uzavření reakčních centeľ PS[I, což

se projeví prudkým vzrůstem fluorescence chlorofylu. (Roháček a kol., 2008)

Avšak některými fluorimetľy' jev dnešní době možné měřit fluorescenci i za

denního světla (Roháček a kol., 2008)

Princip měření je založen na kompetici mezi fotochemickou prací

a fluorescencí. Čím více energie je spotřebováno pľo fotosyntézu, tím méně eneľgie

se vyzáři při fluorescenci. (Ryplová R., 20l4)

Hodnoty fluorescence a fotosyntézy kolísají podle toho, zdali je rostlina pod

vlivem stresových faktorů nebo ne.

Vliv stľesových faktorů popisuje Ryplová (2014). Pokud rostlina není pod

vlivem stľesových faktorů, je většina excitační energie spotřebována při fotosyntéze

a minimální část je vyzářena fluorescencí. Naopak pokud na rostlinu působí stresové

ťaktoľy, dochází ke snížení fotosyntetické aktivity a energie se uvolňuje ve formě

tepla a fluorescenčniho záření. Porovnáním fluorescence rostliny rostoucí pod vlivem

stresových faktorů a rostliny rostoucí v optimálních podmínkách je moŽné určit,

do jaké míry stľesor ovlivňuje funkčnost fotosyntetického aparátu.
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2.8 Stresové faktory

2.8.1 Stľes

Podle Míchala (1992) je stres stav, ve kteľém se nachází živý systém

(ľostlina), při němŽ dochází k mobilizaci obranných nebo nápravných procesů vůči

podnětům přesahujícím obvyklé rozpětí homeostázy. organismus Se snaŽí vyrovnat

se změnami a obnovit původní stav.

2.8.2 Stresoľy

Za stresoľy lze podle Míchala (1992) povaŽovat všechny faktory,

které výváří ľostlině nepříznivé podmínky.

Procházka a kol. (1998) rozděluje stresory na2 zák\adní skupiny:

a) fyzikální stresory

. Fyzikální - (účinky větru, zářeni a vody).

. Chemické - (nedostatek vody, kyslíku, živin, solí, přítomnost těŽkých kovů).

b) biologĺcké stresory

. Heľbivomíživočichové.

2.8.3 Pľůběh stresu

Úoint<y stresových ťaktorů podle Míchala (1992) spouští u Živých systémů

(ľostlin) stresovou reakci, během niž nastává několik fázi stresu. V pľvní

(poplachové) ťázi rostlina rozeznźryá působení stresoru, dochźní k neočekávaně velké

a ľelativně kľátkodobé odezvě systému. Rychlost návľatu do stavu před působením

stresoru je povaŽovźna za měřítko intenzity stľesu. Po poplachové fázi nastupuje faze

rezistenční, kdy docházi k aktivaci obľanných mechanismů rostliny. Při

dlouhodobém působení stresoru můŽe dojít k vyčerpání dostupných eneľgetických

ręzeÍy rostliny a ke smľti rostliny' nebo naopak k posílení odolnosti rostliny vůči

stresoru.
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V přirozených podmínkách často působí několik stresoľů najednou, jejich

účinek se sčítá. Stres se pľojevuje mnoha způsoby, nejčastěji docházi k trvalému

nebo částečnému zastavení růstu. Stres Se velmi silně projevuje také na

hospodářském výnosu ľostlin. (Míchal L.1992)

2.8.4 Dľuhy stresu

Stresové faktory ve většině případů působí na fyziologii rostlin negativně.

Existují však i případy, kdy stľes ovlivňuje fyziologické aktivity rostlin pozitivně.

Lichtenthaler rozděluje stres podle působení naťyziologickou aktivitu rostlin na:

Eu-stres - aktivační či stimulační stres, kteľý má pozitivní účinek na vývoj

či pÍežití rostlin. Mírný stres můŽe pozitivně aktivovat buněčný

metabolismus, a tak stimulovat fyziologickou aktivitu rostlin. Tento typ

stresu nezpůsobuje poškození rostlin, ikdyž působí dlouhodobě'

Dis-stres - stres způsobující poškození. Má negativní vliv na vývoj a přežití

rostlin v daném pľostředí. V reálných podmínkách nastupuje dis-stres

v případě, Že stľesor překročí uľčitou prahovou hodnotu, kterou ľostliny

nejsou schopny kompenzovat svým vnitřním reparačním mechanismem.

a

a
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3. Metodika

Semena řepky olejky (Brassica napus L. var' napus) byla ošetřena chladným

plazmatem. Plazma bylo generováno mezi dvěma hliníkovými elektrodami'

pouŽívaným plynem byl vzduch. (Ryplová a kol., 2014). K dispozici byly tři varianty

Semen' které se lišily časovým inteľvalem ošetření (3 min, 5 min a 10 min).

Expeľiment probíhal v plně kontrolovaných podmínkách, v kultivačním boxu.

Z důvodu prostorové omezenosti kultivačního boxu bylry vyžity pouze dvě ošetřené

varianty (3 min, l0 min) a jedna neošetřená varianta (kontrola - K).

Jednotlivá měření byla prováděna v pravidelných týdenních intervalech.

Celkově byla pľovedena 3 měření, a to 2l. den, 28. den a 35 den kultivace

rostlinného materiálu. U zkoumaných vaľiant rostlin byly zjišťovány tyto

charakteristiky: obsah fotosyntetických pigmentů a fluorescence chlorofylu.

V poslední fázi, 40. den kultivace, byla zjišťována čerstvá hmotnost a hmotnost

sušiny.

3.1 Kultivace rostlin

Pro kultivaci byla vyuŽita zęmina (Garden Forestina, Střelské Hoštice)

o kyselosti pH : 4,5-6,5. Semena řepky byla vyseta do plastových květináčů

o rozměrech 1l x 11 X 1Ż cm. V kaŽdém květináči bylo v pľavidelných

vzdálenostech od sebe vyseto pět semen. Květináče byly umístěny na plata, vždy

po pěti tak' aby na každém platě byla vŽdy jedna a ta samá varianta. Ve výsledku

tedy existovala tři plata po pěti květináčích od každé varianty (3 min' l0 min, K).

Což ve výsledku znamenalo 75 rostlin od kaŽdé varianty.

Plata s rostlinami byla místěna do kultivačního boxu Fyoscope (PSI, Brno'

Česká Republika). Rostliny byly pěstovány v podmínkách, kteľé jsou uvedeny

v Tab l:
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Tabulka 1: Podmínky kultivace ľostlinného mateľiálu

Rostliny byly pravidęlně zalévány, každý den 0,5 litľu odstáté vody.

V posledním týdnu bylo nutné zvýšit zaléváni na l litr za den. Sedmý den po zaseti

se objevily první děložní lístky.

3.2. Stanovení obsahu fotosyntetických pigmentů

Pro stanovení mnoŽství chlorofylů, kaľotenoidů a fluorescenci chlorofylu byl

vyžívźn vŽdy první list ľostliny. Stanovęní mnoŽství chlorofylů a fluorescence bylo

možné provést až tehdy' kdyŽ první list dosáhl takové velikosti, že z něj bylo moŽné

vyříznout korkovľtem 6 stejných terčíků o známém obsahu. První měření bylo

provedeno 21. den kultivace.

obsah chloľofylů byl stanovován metodou spektrofotometrie. Pro každé

měření bylo vyuŽito pět rostlin od kaŽdé varianty. Z prvního listu bylo vyříznuto šest

identických terčíků koľkovrtem o obsahu 0, 6359 cm2 1obsah jednoho terčíku).

Listové teľčíky byly ľozdrceny v ledové třecí misce s tloučkem a pigmenty byly

extľahovány 80% acetonem. Konečné stanovení pigmentů bylo provedeno

spektrofotometrem UV VIS 250 (Schimadzu, Japonsko) při vlnových délkách

663 nm, 646 nm a 470 nm.

Noc 10 hod

Stmívání 2 hod

Den 10 hod

Rozednívánĺ 2 hod

Fáze

1 7

24 ---+ 77

24

17 ---> 24

Teplota oC

80

65--- 80

65

80 --ł 65

Relativní vlhkost %

0

286---' 0

286

0---' 286

ozářenost pmol m-' s 
-'
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Stanovení pigmentů bylo provedeno podle Lichtenhalera a Wellburna (1983)

obsah pigmentů byl stanoven podle rovnic:

Chlorophyll a (pglml) : l2,2I (Aool) -2,8l (Aoąo)

Chloľophyll b (pglml) :20,t3 (Aoło) - 5'03 (Aoo:)

Caľotenoids (pglml) : ( l 000Ałz o- 3,27 chl a] - ) 104[chl bDl227

Stanovení fotosyntetických pigmentů bylo nutné provést v co nejmenším

časovém intervalu, za co nejniŽší teploty, aby došlo k minimálnim zttátám pigmentů.

obr. č. 6 - Stanovení obsahu chlorofylů (vlastní foto)

3.3 Stanovení Íluoľescence chlorofylů

Před samotným měřením byly rostliny zatemněny po dobu 20 min pomocí

připravených kľabic. Ihned po vytaŽení byl do klipu FloľPenu uchycen pľvní list.

Po dobu 1 min bylo nutné vyčkat, aby opět došlo k adaptaci fotosystému na tmu

a aŽ poté změÍit fluorescenci. Fluorpen je přenosný, bateriově napájený fluorometľ,

který umoŽňuje rychlé stanovení fluorescence. Při měření fluoľescence byl vyuŽit

klasický FluoľPen FP 100, kteľý nemá žádné komunikačni zařízení, naměřené

hodnoty jsou ukládány pouze do paměti přístroje. Při měření byl zjišťován

fluorescenční parametľ Fv/Fm (Genty a kol., 1989), který udźná maximální

fotochemickou úěinnost fotosystému II.

opět bylo měřeno pět rostlin od kaŽdé varianty.
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obr. č. 7 - Zatemnéné rostliny (vlastní foto).

3.4 Stanovení sušiny

40. den kultivace byla stanována čerstvá hmotnost rostlin a hmotnost sušiny.

Pľo stanovení sušiny byly vyrobeny obálky z alobalu. Prázdné obálky byly zváženy a

hodnoty zaznamenány. Do obálek byly místěny rostliny bez kořenů a bez prvních

listů (ty byly pouŽity pro stanovení fotosyntetických pigmentů). Celkem bylo

stanoveno 20 rostlin od kaŽdé varianty. obálky včetně ľostlin byly opět zváženy

a umístěny do sušárny předehřáté na 105 oC. Rostliny byly sušeny po dobu 4 hodin.

Po vysušení byly obálky opětzváženy azjištěné údaje vyhodnoceny.

3.5 Analýza dat

Veškeľá naměřená data byla analyzovźna v pľogramech Excel a Statistica.

Data byla statisticky vyhodnocena faktoľovou analýzou variance (one-way ANOVA)

a HSD Tukey testem, vše na hladině významnosti 0,05.

Fotografie' zachycující nejdůleŽitější fáze měření, jsou součástí příloh

diplomové pľáce.
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4. Výsledky

4.1 Fluoľescence chloľofylu

21. den kultivace
Tabulka č. 2: Tukey HSD test proměn.

lOmin
{3}

3min
t)\

0min
{ 1 )

0,834629

0,834629

M:,81400
{t}

1,000000

0'8346Ż9

M:,81600
í1l\-(

1,000000

0,834629

M:,81600
{3}

Rozdíly nejsou významné, p < 0,05. Varianty se nelišily

r kontrola

r 10 min

r3 min

Doba ošetření rostlin (min)

obr. č. 8: Gľaf fluorescence chlorofylu pľvního listu měřená 2l. clen kultivace.

Chybové úsečky značí směroĺlatné odchylky. Různú písmena u jednotlivých

sloupců v gľafu značí významné ľozdíIy dle testu Tukey (p<0,05) při porovnání

každý s každým.

21. den kultivace vykazovaly varianty 3 min a l0 min shodné hodnoty

fluoľescence. U kontľoly byly naměřeny nepatrně nižší hodnoty.
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28. den kultivace

Tabulka č. 3: Tukey HSD test proměn.

I

{

0min
J )

3min
í1l
\L(

0min
{l}

0,512705

0,184032

M:,79400
{1}

0,735996

0,184032

M ,80400
{2ł

0,735996

0,512705

M ,80000
{3}

Rozdíly nejsou významné, p < 0,05. Varianty se nelišily.
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obr. č. 9: Gľaf fluorescence chlorofylu prvního lístu měřenú 28. den kultivace.

Chybové úsečky značí směrodatné odchylky. Různd písmena u jednotlivých

sloupců v grafu značí významné rozdíly dle testu Tukey (p<0,05) pří porovndní

kažĺlý s každým"

28. den kultivace hodnoty fluorescence u všech třech variant poklesly

ve srovnání s prvním měřením. Nejvyšší hodnoty fluorescence vykazovala varianta

3 min, naopak nejnižší hodnoty byly naměřeny u kontroly.
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35. den kultivace

Tabulka č. 4: Tukey HSD test pľoměn.

lOmin
{3}

3min
{2\

Omin

{ I I(

0,009959

0,004569

M:,77400
{1}

0,896610

0,004569

M:,79200
t)\t-t

0,896610

0,009959

M:,79000
{3}

Rozdíly jsou významné, p < 0,05. Varianty se lišily
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obr č. I0: Graf Jluorescence chlorofylu pľvního listu měřend 35. den kultivace.

Chybové úsečky značí směrodatné odchylky. Různá písmena u jednotliých

sloupců v grafu značí významné rozdíly dle testu Tukey (p <0,05) při porovndní

kažclý s kažĺIým.

35. den kultivace se hodnoty fluorescence sníŽily. NejniŽší hodnoty

vykazov ala kontrola, nej vyšší hodnoty vykazov a|a vaľianta 3 min.
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4.2 obsah fotosyntetĺckých pigmentů

4.2.1 obsahchloľofylu(a+b)21. den kultivace

Tabulka 5 : Ana|ýza rozptylu.

Tabulka č. 6: Tukey HSD test pľoměn.

lOmin {3}

3min {2\
0min { 1}

0,721618
0,170643

M:3I1,74
{1}

0,499346

0.170643

M:341,84
t)\tLt

0,499346
0,721618

M:323,86
{3}

Rozdíly nejsou významné, p <0,05. Varianty se nelišily.
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obľ. č. 11: Graf obsahu chlorofylfł (a+b) v g/m2 lístové plochy měřený 21. clen

kultivace. Chybové úsečky značí směrodatné odchylky. Rťłznd písmena

u jednotliuých sloupctl v gľafu značí významné rozdíly dle testu Tukey (p<0,05) přĺ
porovnání každý s každým.
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2I. den kultivace vykazova|a nejvyšší hodnoty obsahu chlorofylu (a+b)

varianta 3 min. Naopak nejnižší hodnoty vykazova|a varianta 0 min (kontrola).
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4.2.2 obsah karotenoidů 21. den kultivace

Tabulka č. 7: Analýzarozptylu.

Tabulka č. 8: Tukey HSD test proměn.

Rozdíly jsou významné, p < 0,05. Varianty se lišily
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obr. č. 12: Gľaf změn obsahu karotenoiĺIů v g/m2 listové ptochy měřený 21. ĺten

kultívace. Chybové tisečky značí směľodatné odchylky. Různá písmena

u jednotlivých sloupců v grafu značí významné rozdíIy dle testu Tukey (p < 0,05)

přÍ porovnóní každý s každým.

Nejvyšší hodnoty vykazova|a varianta 3 min, naopak nejniŽší hodnoty byly

naměřeny u vaľianty 0 min.
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4.2.3 Obsah chlorofylu (a +b) 28. den kultivace

Tabulka č. 9: Analýzarozptylu

Tabulka č. 10: Tukey HSD test pľoměn.

Rozdíly jsouvýznamné, p < 0'05. Varianty se lišily
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obr. č. 13: Graf obsahu chtorofylu (a+b) v g/m2 listové ptochy měřený 28. den

kultivace. Chybové úsečky značí směrodatné odchylky. Různú písmena

u jeĺInotlivých sloupcli v grafu značí významné rozdíly dle testu Tukey (p<0,05) při

porovnúní každý s každým"

28. den kultivace vykazovala nejvyšší hodnoty obsahu chloľofylu (a+b)

varianta 3 min. Naopak nejnižší hodnoty byly naměřeny opět u kontroly. obsah

chloľofylů se zvýšil u všech variant v porovnání s prvním měřením.
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4.2.4 obsah karotenoidů 28. den kultivace

Tabulka č. 11: Analýzarozptylu

Tabulka č,.12: Tukey HSD test proměn

Rozdíly jsouvýznamné, p < 0,05. Vaľianty se lišily.
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obr. č. 14: Gľaf změn obsahu kaľotenoidťł v g/m2 tístové plochy měřený 28. clen

kultivace. Chybové úsečky zngčí směrodatné odchylky. Různú písmena

u jeĺInotlĘch sloupctl v grafu značí významné rozdíly dle testu Tukey (p < 0,05)

při poľovndní každý s kažclým.

Nejvyšší hodnoty vykazova|avaľianta 3 min, nejniŽší opět kontrola.
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4.2.5 Obsah chlorofylu (a +b) 35. den kultivace

Tabulka č. 13: Analýzarozptylu

Tabulka č,.14: Tukey HSD test pľoměn.

I

{

0min
3)

3min
{2)

0min
{1}

Tukey

0,000667

0,000190

M:270,46
{l}

0,000879

0,000190

M:361,34

í1l
\L(

0,000879

0,000667

M:316,85
{3}

Rozdíly jsou významné' p < 0,05. Vaľianty se vzájemně lišily.
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obr. č. 15: Graf změn v obsahu chlorofylu (a+b) v g/m2 listové ptochy měřený 35.

ĺIen kultívace. Chybové úsečky značí směľodatné odchylky. Různá písmena

u jednotlivých sloupctl v grafu zngčí významné ľozdíly dle testu Tukey (p<0,05) při
porovnúní každý s každým.
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35. den kultivace vykazovala nejvyšší hodnoty obsahu (a+b) chlorofylu opět

vaľianta 3 min. NejniŽší hodnoty byly naměřeny u varianty 10 min. obsah

chlorofylů se snížil u všech variant v porovnání s druhým měřením. U varianty

10 min a kontroly došlo ke sníŽení obsahu chlorofylů také v porovnání s prvním

měřením.
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4.2.6 obsah karotenoidů 35. den kultivace

Tabulka č. 15: Analýzarozptylu.

Tabulka ě. 16: Tukey HSD test proměn.

1

{

Omin
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3min
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0min
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Tukey
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0,000607

M:57,430
í1l
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{3}

Rozdíly jsouvýznamné, p < 0,05. Vaľianty se lišily
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obr. č. 16: Graf změn obsahu karotenoidů v g/m2 lÍstové ptochy měřený 35. ĺIen

kultivace. Chybové úsečky značí směrodatné odchylky. Různlź písmena

u jednotlÍvých sloupců v gľafu značí uýznamné rozdíly dle testu Tukey (p < 0,05)

pří porovndní každý s kažďýłłt

bb
70

60

N

Eso
oö
tr540

=Pso
(lJ
PoĹ1^(o t-
)z

10

0

591,1937
efekt
SC

2

efekt
SV

Ż95,5968
efekt
PC

244,1815
chyba
SC

1Ż
chyba
SV

Ż0,34845
chyba
PC

14,52675

F

0,000624

p

rI
-i-

IT

46



Nejvyšší obsah karotenoidů byl naměřen u varianty 3min, naopak nejniŽší

obsah vykazovala varianta kontrolní' V pľůběhu ontogeneze rostlin obsah

kaľotenoidů kolísal.
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4.3 obsah sušiny

4.3.1Cerstvá hmotnost ľostlin.
Tabulka č,.l7: Ana|ýza rozptylu.

Tabulka č. l8: Tukey HSD test proměn.

l0min
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ĺ'ltLl

k
{ l)

0,162716

0,0001l9
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Rozdĺly jsouvýznamné, p < 0,05. ošetřené varianty se lišily
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obr. č. 17: Graf čerstvé hmotnosti nadzemních čústí rostliny v g. Chybové úsečky

značí směľodatné odchylky. Různá písmena u jednotliuých sloupcfl v grafu značí

významné rozďíIy dle testu Tukey (p < 0,05) při porovndní každý s každým.

Nejvyšší ěerstvou hmotnost vykazovala varianta 3 min, naopak nejnižší

čerstvou hmotno st vykazov ala vaľianta kontľolní.
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4.3.2 Hmotnost sušiny.

Tabulka č. 19: Analýzarozptylu.

Tabulka č,. 20 : Analýza rozptylu.
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Rozdíly jsouvýznamné, p < 0'05. Varianty se lišily.
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obr. č. 18: Graf sušiny nadzemních člÍstí rostlin v g. Chybové úsečky značí

směroĺIatné odchylky. Rflznú písmena a jeďnotlivých sloupců v gľafu značí

významné rozdíly dle testu Tukey (p < 0,05) při porovndní každý s každým.
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Nejvyšší obsah sušiny v g vykazovala varianta 3 min, naopak nejniŽší

hmotnost sušiny vykazov ala varianta kontrolní.

Naměřená data byla částečně publikována na mezinárodní konferenci

a příspěvek otištěn ve sborníku. Konkrétní příspěvek je součástí příloh diplomové

práce.
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5. Diskuze

Fluorescence byla měřena v průběhu ontogeneze ľostlin celkem třikÍát.

1. měření' které proběhlo 21. den kultivace, přineslo srovnatelné výsledky parametru

Fv/Fm u všech studovaných variant (0 min, 3 min, 10 min). 2. měření (28. den

kultivace) taktéŽ přineslo velmi podobné výsledky u všech variant. Tepľve 3. měření,

35. den kultivace' prokázalo statisticky významný rozdil mezi jednotlivými

variantami.

Cílem práce bylo zjistit, zda aplrlkace chladného plazmatu na semena řepky

ovlivnila parametľ Fv/Fm u jednotlivých vaľiant'

Podle Lichtenthalęra a kol. (2005) by měla mít zdravá rostlina parametr

Fv/Fm přibliŽně 0,830. Pokud se naměřená hodnota výrazně liší, lze předpokládat'

Že na rostlinu působí uľčitý stres.

Kľausse a kol. (199l) uvádí, Že vliv stresových faktorů je důsledkem vyššího

vyuŽití energie pro vznik tepla a fluorescęnce.

Z průměrných hodnot lze vyvodit, že nepatrně niŽší hodnoty vykazovala

varianta 0 min (kontľola), a naopak vyšší parametľ Fv/Fmvykazova|a varianta 3 min.

Všechny varianty, vykazovaly niŽší parametr Fv/Fm v porovnání s parametrem,

kteľý uvádí Lichtenthaler (2005). V závěru lze podle Zjištěných výsledků

konstatovat, že v průběhu ontogeneze rostlin, docházelo k postupnému poklesu

Fv/Fm u všech sledovaných variant.

Podle Stobeľa a kol. (1992) je pokles hodnoty poměru Fv/Fv důsledkem

zvyšování obsahu chlorofylu v ľostlinách. Naopak růst parametru Fv/Fm souvisí

s úbytkem chloľofylu v rostlině (Dambľosio a kol., 1992). Avšak Valentini a kol.

(1994) uvádí, Že parametr Fv/Fm je ovlivněn mnoha faktoľy působícími na rostlinu

z vnějšího prostředí nejen obsahem chlorofylu.

Zpteđchozích studií Stobera a Dambrosia vyplývá, že s ľostoucí hodnotou

Fm/Fv klesá obsah chlorofylů a naopak. JelikoŽ v průběhu ontogeneze rostlin

docházelo k poklesu hodnoty poměru Fv/Fm, měl by se v průběhu ontogeneze

zvyšovat obsah chlorofylu.

obsah a+b chlorofylu byl taktéž měřen v pľůběhu ontogeneze třikrát.

Cílem práce bylo zjistit, jak se budou lišit v obsahu chloľofylu jednotlivé varianty.
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Podle Govindjee (2004) způsobuje působení stľesu na rostliny sníŽení obsahu

chloľofylu.

1. měření obsahu a+b chlorofylu,2I. den kultivace, nevykazovalo významné

rozdíly mezi všemi variantami (0 min, 3 min, l0 min). 2. měření, 28. den kultivace,

prokázalo statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými variantami' 3. měření'

35. den kultivace, taktéž pľokázalo statisticky významné rczdi|y mezi všemi

stanovovanými variantami.

Dvě měřeni ze tÍech prokázaly ovlivnění obsahu chlorofylu (a+b) v listech.

obě ošetřené varianty (3 min a 10 min) vykazovaly vyšší obsah a+b chlorofylu

ve srovnání s kontrolní variantou.

Podle průměrných hodnot si nejlépe vedla vaľianta 3 min. Tato varianta

vpľůběhu I. a 3. měření vykazovala nejvyšší výsledky a v2. měření byly její

výsledky srovnatelné s vaľiantou 10 min.

Jiang a kol. (201a) uvádí, Že aplikace chladného héliového plazmatu o energii

80 W má pozitivní účinky na fyziologii a anatomii rostlin. Například docházi

k urychlení klíčivosti a ke zvýšení klíčního potenciálu Semęn pšenice seté.

V porovnání s neošetřenou kontrolou se zvýšila výška rostlin, čeľstvá hmotnost,

pľůměr stonků a obsah listové plochy. U ošetřených rostlin by| prokázán zvýšený

obsahu chlorofylu o 9,8 %o v porovnání s kontrolou.

V průběhu ontogeneze rostlin kolísal obsah chlorofylu. Při porovnání

výsledků prvního a dľuhého měření došlo k růstu obsahu (a+b)chlorofylů, výsledky

naměřené v druhém měření byly vyšší. Třetí měření prokźnalo pokles obsahu (a+b)

chloľofylu v porovnání s druhým měřením.

Klesání obsahu chlorofylu můŽe souviset se stárnutím ľostlin. PľotoŽe během

Sensence ľostlin dochźzí k postupnému úbytku chloroĄ'lu. (Špundová a kol. 2003).

Změny obsahu chlorofylu v listech bylo moŽné' v průběhu jednotliqŕch

měření, zaznamęnat i vizuálně. Při druhém měření byly listy rostlin sytě zelené,

někdy až namodralé. Zatímco ve 3. měření některé rostliny jiŽ zttácely výľaznou

zelenou barvu a zač,ína|y pomalu Žloutnout.

Nejvyšší obsah karotenoidů vykazovala ve všech měřeních, (2l.,28. a 35 den

kultivace) varianta 3 min. Naopak nejniŽší obsah karotenoidů byl ve všech měřęní

stanoven u varianty 0 min. V průběhu ontogeneze rostlin, docházelo ke kolísání

obsahu kaľotenoidů. Podle Velíška (2009) můŽe mnoŽství karotenoidů v rostlinách'

ovlivňovat stupeň zralosti rostlin a mnoho dalších faktorů působících z vnějšího
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prostředí. Změny v obsahu karotenoidům odpovída jíkolísání obsahu chloľofylu

(a+b). Nejvyšší obsah karotenoidů byl naměřen 28. den kultivace. Poslední měření

prokázalo pokles obsahu karotenoidů u všech studovaných variant.

Sušina představuje 10 _ 40 o/o hmotnosti rostlinného těla. Při měření byla

stanovena sušina pouze nadzemních částí ľostlin. U řepky olejky by měla podle

Bečky a kol. (2007) sušina přestavovat přibliŽně I8,9 yo. U všech vaľiant (0 min, 3

min, l0 min) bylo pľokázźno niŽší pľocento sušiny ve srovnání s tímto údajem.

Bussler a kol. (2015) uvádí, Že mnoŽství sušiny u semen hrachu ošetřených

chladným plazmatem se výľazně nelišilo od sušiny Semen, která ošetřena nebyla.

V tomto měření se obsah sušiny mezi jednotlivými variantami lišil, zrovna tak jako

čerstvá hmotnost rostlin. Podle průměmých hodnot vykazova|a nejvyšší hmotnost

sušiny varianta 3 min a naopak nejniŽší hmotnost byla pľokázána u kontľolní

varianty. Stejně tak při zjišt'ování čerstvé hmotnosti vykazova|a nejvyšší hodnoty

vaľianta 3 min a naopak nejniŽší varianta 0 min (kontrola).
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6. Zźxěr

Výsledky jednotlivých měření přinesly zajimavázjištění. U všech dostupných

variant byly naměřeny různé hodnoty jak obsahu (a+b) chloľofylu, karotenoidů tak

i fluoľescence chlorofylu. Naměřené hodnoty se lišily v závislosti na délce ošetření.

Pokud by měla být vybrána varianta, u niž aplikace chladného plazmatu měla

nejefektivnější vliv na jednotlivé parametľy, byla by to vaľianta 3 min.

V pľůběhu ontogeneze rostlin kolísaly hodnoty v souvislosti s ľůstem a

následnou sensencí rostlin. Celkově nejpřínosnější výsledky přineslo 2. měření, které

pľoběhlo 28. den kultivace. V tento dęn se nejvíce odlišovaly naměřené hodnoty, jak

obsahu a+b chlorofylu, kaľotenoidů, tak i fluoľescence chlorofylu mezi všemi

variantami navztĄem.

Aplikace chladného plazmatu na semena rostlin ovlivnila pľocento sušiny

v rostlinách. ošetřené ľostliny vykazovaly niŽší obsah sušiny než srovnávací

kontrola.

Hlavním cílem diplomové práce bylo zjistit' zda aplikace chladného

plazmatu ovlivňuje množství fotosyntetických pigmentů a fluorescenci chlorofylu

rostlin. Prokázalo se, že tento předpoklad byl správný a technologie chladného

plazmatu opravdu ovl ivňuj e fyzi o l o gi cké aktivity ro stl in.
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oDEZvA SEMENÁČxŮ Řnpxy NA oŠEľŘnNÍ SEMEN
CHLADľÝľĺ PAZMATEM
The Response o{ Rape SeedlÍngs to CoId Plasma Treatment oĺ Seeds

Renata Ryplová, Božena Šeľá, Lauľa Bicanová rTereza Landová,
Kamila Petľášková, Tamaľa Rákosníková
Katedra biologie PF JU v českých Budějovicích

Abstract
This study investigated the effect o fcold plasma treatment of rape seeds (Bľassica nąpus L. var.

napus) on germination, initial growth and basic physiological characteľistics of first leaf (net
photosynthesis - Pp, and total chlorophyll contęnt). Thę effects of different duration (0 min, 3 min, 5
min, and 10 min) of cold plasma tręatment of rape seeds were studied. Although no significant
influence of cold plasma tľeatment on seed germination was detected' initial growth of rape seed lings
was affected. The cold plasma tľeatment of 5 min improved initial growth, but, on the otheľ hand,
negative impal of the 3 min cold plasma tľeatment on initial growth was found. Net photosynthesis
and total chlorophyll coken of the first Lea of ľape seed lings weľe affected by cold plasma tręatment
as well. Thę ęffect vaľied according to the durativ of cold plasma treatment and also according to the
first Lea on to geny. Higher Py values weľe ľeached by 20 days old plants of 3 min variant. At the age
of 27 days significantly higheľnetphotosynthesis values were ľeached bythe plants of 3 min and l0
min treated variants. on Theko ther hand, in senescent leaves, at the ageof 34 days, loweľ Py values
were detected in l0 min variant. Higher total chlorophyll kontent was measured in firstleaf of 2l days
old plants of 3 min as well as l0 min variant, but no signifiant changes węre detectęd in oldęr plants.

Keywoľds: rapeseeĺI, cold plasma, chlorophyll, net pltotosynthesÍs

Souhrn
ošetření semen chladným plazmatem je moderní high-tech metoda s potenciálem vyuŽití

v zemědělstvĺ ke zvýšení klíčivosti a produktivity hospodářských plodin. Detailnĺ znalosti vlivu
ošetření semen chladným plazmatem na Ęziologické chaľakteľistiky ľostlin vŠak doposud chybějĺ.
Z tohoto důvodu by| proveden expeľiment' vjehoŽ průběhu by| sledován vliv ošetření semen brukve
řepky olejky (Bľassica napus L' var. napus) na klíčivost, počáteční růst a Ęziologické chaľakteristiky
prvního listu (čistou fotosyntézu Py a mnoŽství chlorofulu). Semena byla ošetřena chladným
plazmatem po dobu 0 min' 3 min, 5 min a l0 min ošetření chladným plazmatem ani vjedné
z pokusných variant neovlivnilo klíčivost, avšak počáteční růst ovlivněn byl. Pozitivní vliv bylo
moŽno pozorovat u varianĘ 5 min, naopak u varianty 3 min se projevil efekt negativní. U rostlin
kultivovaných následně Ze Semen v plně kontrolovaných podmínkách byl zjištěn také vliv ošetření
Semen na zźkladní Ąiziologické charakteristiky prvního listu. Efekt ovlivnění se lišil v závislosti na
délce oplazmování semen. 20. den kultivace byl zjiŠtěn pozitivní vliv oplazmování na čistou
fotosyntézu P1'1 u varianty 3 min, Ż]. dęn byly zjištěny vyšší hodnoty čisté fotosyntézy u varianty 3

min i l0 min. Naopak 34. den kultivace vykazovaly rostliny varianty l0 min sníŽené hodnoty čisté
fotosyntézy. U vaľianty 3 min i l0 min byl také zjištěn v2l. dnu kultivace vyšší celkový obsah
chlorollu a+b, během dalšĺho průběhu pokusu však jiŽ odchylky v obsahu chloroslu a+b męzi
vaľiantamí oplazmovanými a vaľiantou kontrolní zjištěny nebyly. Vliv ošętřęní chladným plazmatem
na čistou fotosyntézu i obsah chlorofulu vykazova| variabilitu v průběhu ontogeneze pľvního listu.

Kl íč ov á s I ovo : s e me n a řep ky, c h I aĺI n é p I azmo, c h l o rofy l, foto sy n téza



Uvod
Brukev řepka olejka je rostlina světového hospodářského významu a

mnohostranného využití. Proto je důleŽité hledat moderní metody vedoucí ke zvýšení
klíčivosti Semen i zvýšení produkce biomasy této hospodářské plodiny. V této
souvislosti je v posledních letech zkoumán vliv ošetření semen plazmatem. Plazma je
ionizovaný plyn sloŽený z iontů, elektronů a dalších částic, kteľý vzniká odtrŽením
elektronů z elektľonového obalu atomů plynu nebo ionizací molekul. Plazma se

můŽe používat ke sterilizaci povľchů (např. Mráz et a|.2013), ale můŽe mít uplatnění
i v pěstování rostlin. Předcházející studie prokázaly pozitivní vliv na klíčivost Semen
a poěáteční růst různých druhů rostlin (Kuchtová et a|' 2O13a, 2O|3b, Šerá et al.
2009,2012a,20I2b,2013). U někteľých rostlin byl pozorován také pozitivní vliv
ošetření Semen plazmatem na následnou produktivitu ľostlin (Jiang et al, 2014).
Doposud však chybějí hlubší studie popisující detailní odpověď fotosyntetického
aparátu semenáčků na ošetření Semen chladným plazmatem. Ztěchto důvodů jsme
provedli expeľiment, během něhoŽ byl sledován vliv ošetření semen chladným
plazmatem na klíčivost, rychlost fotosyntézy a obsah chlorofylu u semenáčků brukve
řepky olejky.

Metodika
Semena bľukve řepky olejky (Brassica ncłpus L. var. napus) dále jen řepky, by|a

ošetřena chladným plazmatem' K modifikaci semen bylo pouŽito atmosféľické
plazma generované mezi hliníkovými elektrodami, pouŽitým plynem byl vzduch.
Detailní popis aparatury je v práci Gavľil et al. (201l). Semena byla ošetřena
při různých časových expozicích (0 min, 3 min, 5 min, l0 min) v počtu l50 kusů na
jednu variantu.

V průběhu experimentu byla zjišťována klíčivost a ľychlost počátečního růstu
rostlin jednotlivých variant a základní Ą'ziologické charakteristiky pľvního listu,
konkĺétně rychlost fotosyntézy a obsah fotosyntetických pigmentů.

Klíčivost a rychlost počátečnĺho růstu
Pro testy klíčivosti byly pouŽity plastové Petriho misky o průměru 9 cm. Na

jednu Petriho misku byly umístěny 4 filtrační papíry KA0/80, ó ml destilované vody
a ľozmístěno 30 semen. Na jedno ošetření by|o založeno 5 Petriho misek. Misky byly
uloŽeny do tmy při teplotě ccaZ}"C.

Expeľiment klíčení byl za\ožen 12. 5.2014 a trval 19 dnů. Během pokusu byl
sledován počet klíčících semen a je.jich přírůstky. Poslední den byly vyrostlé ľostliny
sklizeny' usušeny a byla určena jejich hmotnost.

Fyziologické charakteristiky prvnĺho listu

Kultivace rostlinného mateľiálu
Ze semen ošetřených chladným plazmatem byly vypěstovány ľostliny v plně

kontrolovaných laboľatoľních podmínkách. Vzhledem komezení prostoľovými
možnostmi kultivačního boxu byly pľo sledování fyziologických charakteľistik
pľvního listu vybrány pouze varianty 3 min, 10 min a varianta kontľolní (0 min).
Semena řepky byla vyseta do komerčně připravované zeminy (Garden Forestina,
Střelské Hoštice) do plastových květináčů o rozměľech 11 x 1 I x 12 cm. Kyselost
půdy byla pH 4,5-6,5. Do kaŽdého květináče bylo vyseto 5 semen v pravidelných
vzdálenostęch od sebe. Květináče byly umístěny po pěti na plata, tak, aby na kaŽdém
platě byly květináče s rostlinami téže pokusné varianty. Takto bylo připraveno vždy
10 květináčů (2 plata) od každé pokusné varianty. Rostliny byly pravidelně



zavlažovány do plat odstátou vodou z vodovodu, 0,5 | na kaŽdé plato denně,
v posledním týdnu kultivace bylo zavlaŽováno 1 l vody denně. Rostliny byly
umístěny do plně automatického kultivačního boxu Fytoscope (PSI, Brno, Česká
Republika) a pěstovány pod režimem uvedeným v Tab. 1:

Tab. 1: Poďmínky kultivace rostlÍnného materiúIu

Noc l0 hod.
Stmívání 2hod
Den 10 hod.
Rozedníváni2hod

Fáze

l7
24---17
24
17---' 24

Teplota
ťC)

80
65 --'80
65
80--- 65

Relativní
vlhkost (%)

0
286 --> 0
286
0 ---' 286

ozářenost
(pmol rn-t .-t)

Měření fotosyntetické výměny plynů
Počínaje 20. dnem kultivace byla v pravidelných týdenních intervalech měřena

čistá fotosyntéza (P51) prvního vyvinutého listu pomocí přístroje LI- ó400 XT
(LICOR Inc., Lincoln, NE, USA). Měření probíhalo přímo v kultivačním boxu, při
denním reŽimu nastaveného programu (ozářenost 286 pmol --' '-'). List řepky byl
uzavřen do měřící kyvety přístroje, v níž by|y upraveny podmínky měření tímto
způsobem: Coz 400 ppm, rel. vlhkost 56 _ 600Á, teplota listu 23 oC. Před měřením
byl list ponechán v kyvetě cca 10 - 15 min, do ustálení hodnot měřených parametrů.
Tímto způsobem bylo provedeno vŽdy 10 měření náhodně vybraných rostlin od
každé pokusné varianty. Měření pľobíhalo 20.,27 . a 34. den kultivace. Další měření
jiŽ nebylo moŽné na prvním listu pľovádět z důvodu jeho senescence.

Stanovení fotosyntetických pigmentů
Následující den po měření fotosyntetické výměny plynů (tj.2l.,28. a 35. den

kultivace) byla prováděna analýza fotosyntetických pigmentů. Z prvniho listu byly
pomocí koľkovľtu vyĺ'aty terčíky o známém obsahu, z nichž byly pigmenty
extrahovány 80 % acetonem. MnoŽství chloľofylu pak bylo zjišťováno
spektľofotometricky podle Lichtenthaleľa a Wellbuľna (l983)' pomocí
spektrofotometľu UV VIS 250 (Shimadzu' Japonsko).

Statistická anaľýza
Získaná data byla zptacována v progľamech EXCEL a STATISTICA. Data

byla noľmalizována logaritmickou transformací a následně statisticky vyhodnocena
jedno faktorovou analýzou variance (one-way ANOVA) a poté HSD Tukey testem,
vše na hladině významnosti 0,05.



Výsledky a diskuse
Klíčivost a rychlost počátečního ľůstu

Klíčivost Semen řepky nebyla pouŽitým ošetřením ovlivněna. Naopak
v růstových paľametľech semenáčků byly nalezeny signifikantni rozdily vzhledem
ke kontrolnímu vzorku
(Tab.2). Podle porovnání všech měřených charakteristiklze konstatovat, Že nejlépe
ľostly rostliny Ze Semen ozáŕených chladným plazmatem po dobu 5 min. U této
varianty byl zjištěn pozitivní trend v délkách nadzemních a podzemních orgánů a
v mnoŽství biomasy. Pozitivní vliv byl zaznamęnán především u hmotnosti čeľstvých
podzemních částí semenáčků po ošetření plazmatem po dobu 5 min v poľovnání
s kontrolním vzorkem. Naopak nejhůře ľostly rostliny řepky ze Semen
p|azmovaných po dobu 3 min. U těchto rostlin byly hodnoty všech sledovaných
chaľakteľistik pod hodnotami kontrolního vzoľku.

Tab, 2: Chaľakteristiky klíčení a počótečního ľůstu oplazmovaných semen řepky
olejky z posledního ĺIne pokusu. ozngčení R znamend podzemní část rostliny a
S naĺIzemní část rostliny. Různá písmena ve sloupci HSD uvádí významné rozdíIy
zjÍštěné v testu Tukey (P < 0.05) při porovndvúní kažĺIý s každým. Tučně jsou
vyznačené významné rozdíly u ošetřených semen vzhledem k příslušné kontrole.

5 min 97 a

Fotosyntetická asimilace Coz _ čistá fotosyntéza PN
Jednotlivé varianty vykazovaly statisticky významné rozdíly v čisté fotosyntéze

prvního listu během celé doby jeho vývoje (Graf l). V prvním týdnu měření, tj.20.
den kultivace, byla nejvyšší čistá fotosyntéza prvního listu u semenáčků vyrostlých
Ze semen ošetřených chladným plazmatem po dobu 3 min, nežu ľostlin kontrolních
(o cca 40%). Semenáčky řepky Ze semen ošetřených chladným plazmatem po dobu
10 min se v čisté fotosyntéze od ostatních dvou variant významně neodlišovaly. Ve
dľuhém týdnu měření (27 ' den kultivace) došlo u všech vaľiant pokusných rostlin
kmírnému poklesu čisté fotosyĺtézy prvního listu' zřejmě vsouvislosti sjeho
probíhající senescencí. I tentokľát byla čistá fotosyntéza semenáčků varianty 3 min
výrazně vyšší neŽ u vaľianty kontrolní (cca 59oÁ). Ye 27. dnu kultivace byla zjištěna
výrazně vyšší čistá fotosyntéza také u varianty 10 min (nárůst oproti kontrolní
variantě cca 50yo), přičemŽ nebyl zjištěn statisticky významný rozdíl mezi
hodnotami čisté fotosyntézy pľvního listu obou ovlivněných vaľiant navzá,jem.
Poslední měření (34. den kultivace) nizké hodnoty čisté fotosyntézy všech
zkoumaných variant naznačují značný stupeň Senescence. V tomto měření byl zjištěn
nejvyšší pokles čisté fotosyntézy u ľostlin varianty 10 min' kdy pľůměrná hodnota
čisté fotosyntézy dosahovala pouhých cca39oÁ hodnoty varianty kontľolní.

10 min

3 min
kontrola

klíčení

102

94
100

(%\

a

a
a
HSD

97
í08
74
'100

(%\

délka R

ab
a
b
a
HSD

96
106
86
100
e/r)

délka S

ab
a
b
a
HSD

148
328
74
100

(%)

hmotnost
R

čerstvá
biomasa

a
b
a
a
HSD

í19
128
57 lb
100

(%)

hmotnost
s

čerstvá
biomasa

a
a

a
HSD

96
91

72
100

(%)

hmotnost
R

sustna

a
ab
b
a
HSD

93
104
92
100
eÁ)

hmotnost
S

sustna

a
a
a
a

HSD
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Gľaf I: Vývoj prtlměrné rychlosti čisté fotosyntézy (P7y) pľvního lÍstu v průběhu
experÍmentu, 20., 27. 34. den kultivace. Chybové úsečky značí směroĺIatné
odchylky. Různú písmena u jednotlívých sloupců v grafu značí významné rozdíly
dle testu Tukey (P < 0.05) při porovnúvúní kažĺlý s kažclým"

obsah chloľofylu a+b
U obou oplazmovaných vaľiant pokusných rostlin došlo kvýznamnému zvýšení

(cca o 20%) obsahu celkového chlorofylu prvního listu v prvním týdnu měření, tj.
2l. den kultivace, (Gľaf 2). Ve 28. a 35. dnu kultivace již nebyly shledány žádné
statisticky významné změny v obsahu celkového chlorofylu v prvním listu mezi
jednotliv1ými zkoumanými vaľiantami. Během vývoje v průběhu experimentu došlo u
všech variant v druhém týdnu měření k mírnému nárůstu a ve třetím týdnu měření k
míľnému poklesu obsahu celkového chloľofylu v prvním listu, zřejmě v souvislosti
s ontogenetickými změnami listu. Pozitivní vliv ošetření semen chladným plazmatem
na obsah chloľofylu byl již v minulosti potvľzen u rostlin pšenice (Jiang et al., 2014).



4ĺIl

:t50

Ęlm
5
-E 250
!

ä2m
Bľo
Lo
€m

50

!l
l3min
al0min

o

7l-fut 7EdeÍt 35.deíl

Graf 2: Změny v obsahu chlorofylu (a+b) na m' Iistové plochy během vývoje
prvního listu, 2I., 28. a 35. den kultivace. Chybové úsečky značí směroĺlatné
odchylky. Rťlznú písmena u jeĺInotlivých sloupců v grafu značí významné rozelíly
dle testu Tukey (P < 0.05) při porovnávání každý s každým.

oplazmování semen po dobu 3 min mělo zřejmě inhibiční vliv na někteľé
parametľy počátečního růstu klíčních rostlin do 19. dne, avšak iiž 20. den byly
zjištěny u této vaľianty vyšší hodnoty čisté fotosyntézy i obsahu celkového
chlorofylu. oplazmování semen po dobu l0 minut neovlivnilo klíěivost ani
počáteční růst, v2l. dnu kultivace se však projevilo nárustem obsahu celkového
chlorofylu. Pozitivní vliv oplazmování semen po dobu l0 minut na rychlost
fotosyntézy bylo moŽno pozorovat aŽ 27. den kultivace, avšak u senescenčních listů
v 34. dnu kultivace byla čistá fotosyntéza rostlin této varianty naopak nejnižší.

Celkově lze tedy konstatovat, že byl zaznamenán vliv plazmovźtní semen
řepky na fyziologické a ľůstové parametry semenáčků. Efekt ovlivnění se lišil
v závislosti na délce trváni ošetření semen chladným p|azmatem avykazoval výrazné
změny v pľůběhu ontogeneze prvního listu. K vysvětlení této variability je potřeba
dalšĺho výzkumu na úľovni sziologických i bio-chemických chaľakteľistik
semenáčků.

Závérz
ošetření semen chladným plazmatem ovlivnilo růstové a fyziologické

charakteristiky v prvních fázích rustu rostlin bľukve řepky olejky. ovlivněny byly
charakteristiky poěátečního růstu mladých semenáčků (délky nadzemních a
podzemních částí semenáčků, hmotnost jejich čeľstvé biomasy a hmotnost sušiny
kořenů), rychlost fotosyntézy i obsah chlorofylu v prvním listu starších semenáčků.
Vliv ošetření semen chladným plazmatem se lišil u jednotlivých pokusných vaľiant
v závislosti na délce expozice semen vůči chladnému plazmatu.
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