Pedagogicka Jihoéeska univerzita
fakulta v Ceskych Budéjovicich

Jihoéeska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Pedagogicka fakulta
Katedra biologie

Diplomova préace

Studium vlivu stresovych faktort na stavbu
a funkci fotosyntetického aparatu
brukve repky olejky
(Brassica napus L. var. napus)

Vypracovala: Bc. Tamara Rakosnikova

Vedouci prace: RNDr. Renata Ryplova, Ph.D.

Ceské Budéjovice 2016



Anotace

Diplomova prace se zabyva vlivem chladného plazmatu, jako stresového
faktoru,na obsah a fluorescenci chlorofyld fepky olejky (Brassica napus
L. var. napus). Teoretickd &ast se zabyva fepkou olejkou, fluorescenci,
fotosyntetickymi pigmenty a vlivem chladného plazmatu na fyziologii rostlin. Na
teoretickou &4st navazuje experimentélni mé&feni. V laboratornich podminkach byl
proveden experiment, jehoZ cilem bylo zjistit vliv chladného plazmatu na mnoZstvi
chlorofyli a fluorescenci chlorofylu. Semena fepky byla oSetfena chladnym
plazmatem po dobu riiznych ¢asovych intervald. Prace posuzuje, zdali vykazovaly

rostliny vykli¢ené z oSetfenych semen vyssi hodnoty fyziologickych aktivit.

Kli¢ova slova: chlorofyl, fluorescence, semena fepky, chladné plazma.



Anotation

The thesis deals with the influence of cold plasma, as a stress factor,
on content and fluorescence of chlorrophylls of ooilseed rape. (Brassica
napus L. var. napus). The theoretical part dealswith oilseeds rape,
fluorescence, photosynthetic pigments and the effects of cold plasma
on fysiology of plants. The theoretical part continues in experimental
mesurement. The experiment was done in laboratory conditions.
Theownof experiment was to discoverthe influence of cold plasma
on the amount of chlorophylls and fluorescence of chlorophylls. The rape
seeds were treated withcold plasma for the durativ of variol time interval.
The thesis considers if the plants, which weres prouted from treated seeds,

show highe rvalues of physiological activities.

Keywords: chlorophyll, fluorescence, rape seeds, cold plasma.



Prohlasuji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze
s pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené¢ podobé
Pedagogickou fakultou elektronickou cestou ve vetejné pristupné Casti databaze
STAG provozované Jihoteskou univerzitou v Ceskych Bud&ovicich na jejich
internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému
textu této kvalifika¢ni prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektronickou cestou
byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky
Skolitele a oponentl prace i zdznam o prubéhu a vysledky obhajoby kvalifika¢ni
prace. RovnéZ souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikaéni prace s databazi
kvalifikaénich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych

kvalifikaénich praci a systémem na odhalovani plagiati.

Datum: Podpis studenta:



Chtéla bych podékovat RNDr. Renaté Ryplové, Ph.D. za vedeni

m¢é diplomové prace, vstiicny a trpélivy pfistup, cenné rady a odborny dohled.



Obsah

1.

2.

Uvod sessimsmmmssrs i i e s s e st seme s 7
LIterarni PIERLed .......ccoiviiiiiieieiiicccciee ettt 8
2.1  Brukev fepka olejka (Brassica napus L. var. RAPUS) ..........c.ccoecerecenenannnnnn, 8
2.1.1  Obecna charakteristiKa..........cccviveniiniirenieinics e 8
2.1.2 POVOd @ TOZSIFEN...c.eveveriireieiiiet et 8
2.1.3  PoZadavky ...t oS e s e s s 9
2,14 CROTODY ..ottt 9
2.1.5  Obsazené 1atky ......sussmmmmmmmsmsmsm s i 9
2.1.6 VYZNAM @ VYUZIH 1.cvieiiirioriieieie et cieeire st ernesse e ensetnsensenseesnes 10
2.2 Plazmusissssisssismomsorsamsiomosims s i s i s e 1
2.2.1 Vysokoteplotni plazma ..........cecuecveeveiieerecieeiiccreeneere e sse e 11
2.2.2  Nizkoteplotni plazma wesssssssssmmmmssemmammmmamn s 12
223 Sterilizace plazmatem ..........ccoooveiieiieiiiiiie i 12
2.2.4  Vliv plazmatu na fyziologii roStlin .........ccccecevrevvirinnennnninneie o, 13
2.3 Fotosyntetické Struktury ........ s ammmss s s 15
231 LISEY ettt et ene et eaeen e ere e 15
2.3.2  ChlOTOPIasty susussssssisisssesssisassssssanss i sasiassssssassavimiasvamss s svsavirs 15
2.4 FotosyntetiCké PIgmENtY ........cccceeiermnieiieeeieninies s eene s 17
24.1 ChIOTOLYLY .ottt e 17
242 Karotenoidy........ccocevireieieciieerieiete sttt st ebe e 18
2.43  Usporadani fotosyntetickych pigmenta ve fotosystémech .................. 20
2.5 Metody meéteni chlorofylu......c.ccoeeviviiiiiiciieicece e 23
2.5.1  Destruktivnd Metody......cccceeereiriiieniiieieisreieeee et sieaees e 23
2.52  Nedestruktivii MEtodY .......cceeeeeerrerieeieiiieeeee et e e 23
2.6 SIUNEENT ZATENT ....coviiieieieciccece ettt es e eae s ese s et raeae e 25
2.7 FIUOTESCEIICE .. ... - oceinseinsoeaseoicissemsefo e esaios e s SRR ARl 27
271 Vyznam flUOTESCENCE........evvireieriiiriciiiiiesrinieistiseessessesssssssseeseessessneses 28
2.7.2 Metody me&teni fIUOTESCEIICE .....c.ovviriiiiiiiiiriiiiietiis e tess st eree s 28
2.8  Stresove fakitory.........ceeeseeeee e i S R S R TR 30
2.8.1 SHTES... ettt e e e b e 30
282 SUCSOLY .....sscmvisssimsiatisssns e s s o s i bl o iiisaass 30

2.83 PIUDEI SIIESU ...t e e e e e e e st aesaeseeeseneenans 30



2.8.4  Druhy StresU...........wusvmsuisssssss s s i o i, 31

3. METOAIKA ..ottt et sttt s 32
3.1 Kultivace rOStlN .......ccuiieieiiieiiiieien st 32
3.2.  Stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentil........ccccocvreerecrrrerenreniiennnee. 33
3.3 Stanoveni fluorescence chlorofylli........cccovvvviiiiiciiiiiiciisicesea 34
3.4 StanOVeNnT SUSIMY ...cccoveirieeeeiiereereesressevesessessseseessssaesseesessessesseesssssessesaeenns 35
3.5  Analyza dat....... .cosscmmmmmess i s i i SR A e 35

A, VYSIEAKY ..ottt ettt ene et e e e et rarees 36
4.1 Fluorescence chlorofylu........cooiiiiiiiiiiiiiiiiccrnse e 36
4.2 Obsah fotosyntetickych pigmentl..........ccoovveireeeieiieiieriiecreee e 39

4.2.1 Obsah chlorofylu (a+b) 21. den Kultivace ...........cccoevvvevieieiiorieniennns 39
422 Obsah karotenoidt 21. den Kultivace ..........ccoceeieveiiineieeicieei e, 41
4223 Obsah chlorofylu (a +b) 28. den kultivace ........ccocovevevireiciciieann, 42
4.2.4 Obsah karotenoidil 28. den kKultivace ..........ccoovveeeivieiirevieciiereenen. 43
4.2.5 Obsah chlorofylu (a +b) 35. den Kultivace .........ccccveveeeereeeiieniennnn 44
4.2.6 Obsah karotenoidl 35. den Kultivace ...........coeveeuieeiieeeececeereen 46

4.3 ObSAN SUSINY ...vevviviieiiiieiisieei ettt er et b s 48
43.1 Cerstva RMOtNOSt FOSTHIL ......voveveeeeeeeeeeeeeeeee e s es s eeeeseeene 48
4.3.2 HMOTNOSE SUSINY. c.eviiriiiiiiiieiiiiiiiie ittt eeia s sre s sesassenssaeeens 49

So:  DISKUZE ... convummnmsmsians mus s s s e i e o o e e SR TR 51
0. ZAVET .ttt sttt et e et era et et e et e b e eae e re et et e s e asanreta e e 54



1. Uvod

Repka olejka je hospodaisky vyznamna rostlina, vyuZivana v potravinaiském
a technickém primyslu. Je provadéno mnoho experimentalnich studii, jejichZ cilem
je zvysit kli¢ivost semen a aktivitu fotosyntetického aparatu nejen této rostliny.
Diplomova prace se zabyva vlivem chladného plazmatu, jako stresového faktoru,
na mnozstvi fotosyntetickych pigment( a na fluorescenci chlorofylu.

Zatim vSak chybéji piimé dukazy a zaznamy o vlivu chladného plazmatu
na aktivitu fotosyntetické¢ho aparatu fepky olejky. Z toho davodu byl proveden
experiment, jehoz cilem bylo srovnat obsah chlorofylu (atb), karotenoida
a fluorescenci chlorofylu rostlin fepky olejky, jejichz semena byla o3etfena chladnym
plazmatem, a rostlin, jejichZ semena oSetiena nebyla.

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva charakteristikou fepky olejky,
stavbou fotosyntetického aparatu rostlin a dosavadnimi poznatky o vlivu chladného
plazmatu na fyziologické aktivity rostlin.

Prakticka ¢ast diplomové prace je vénovana experimentalnimu méfeni.
V plné kontrolovanych laboratornich podminkach byl proveden experiment, jehoz
cilem bylo posoudit vliv chladného plazmatu na fyziologii rostlin. K dispozici byly
til varianty semen, které se lisily dobou oSetieni 0 min (kontrola), 3 min a 10 min.
Hodnoty fluorescence chlorofylu a obsahu fotosyntetickych pigmentti byly méteny
u kazdé varianty, porovnany a vyhodnoceny. Celkové prob&hla tfi méfeni a to 21.,
28. a 35. den kultivace rostlinného materialu. Fluorescence chlorofylu byla méfena
pomoci pfenosného fluorometru. Mnozstvi fotosyntetickych pigmentt bylo
stanovovano metodou spektrofotometrie.

U oSettenych rostlin byl ptedpokladan vyssi obsah fotosyntetickych pigmenti
a fluorescence chlorofylu.

V posledni fazi experimentu byl stanoven obsah susiny a porovnany rozdily
mezi rostlinami vykli¢enymi z oSetienych a neoSetfenych semen.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit, zda oSetfeni semen chladnym
plazmatem ovliviiuje mnoZstvi a slozeni fotosyntetickych pigment a fluorescenci

chlorofylu.



2. Literarni prehled

2.1 Brukev fepka olejka (Brassica napus L. var. napus)

2.1.1 Obecna charakteristika

Brukev fepka olejka je jednoletd nebo ozima bylina celedi brukvovitych
(Brassicaceae). Hlavni kotfen je mohutny ve vrcholové ¢asti mirné ztlustly. Lodyhy
jsou rozvétvené, lysé, dosahuji vysky 140 —160 cm. Nadzemni &ast ozimé fepky
se objevuje v podzimni fazi listové rizice a v jarni fazi intenzivniho prodluzovani.
Dolni lodyZni listy jsou fapikaté, vyrlstaji v ruzici. Horni listy jsou jednoduché
stiidavé, ptisedlé¢ az poloobjimavé, vejcité az ¢arkovité kopinaté, celokrajné nebo
vykrajované popi. zubaté. Lysé, slabé ojinéné, bez palisti. Kvéty jsou pravidelné
oboupohlavné, c¢tyicetné, kali$ni listky tzce eliptické az kopinaté, korunni listky
nahle ziZené v nehet, svétle Zluté. Kvétenstvi je hrozen. Repka zagina kvést nejdfive
v posledni dekadé dubna. Doba kvétu trva 20-25 dni a vétSinou probihd v kvétnu.

Plody jsou SeSule skladajici se ze dvou chlopni. (Kubat K. 2002)

2.1.2 Pivod a rozsireni

Pivodni vyskyt fepky je ve sttedomoii. Brukev fepku lze povazovat za mlady
druh, ktery vznikl kiizenim brukve zelné (Brassica oleracea) a brukve fepice
(Brassica subsp. napobrassica). (Vasak a kol., 2000)

Brukev fepka olejka je péstovana ve dvou formach: ozimé a jarni. Pficemz
ozimy typ je péstovan v zapadni a stiedni Evropé (vynosné&j$i typ) a jarni typ
je charakteristicky pro Cinu, jihovychodni Asii, drsn&j3i oblasti Kanady, Ukrajinu

a Rusko. (Baranyk P., 2007)



2.1.3 Pozadavky

Repku olejku lze péstovat v bramboraiské a fepaiské oblasti. Vhodné jsou
oblasti s primérnymi teplotami 6,5 — 8,5 °C, tGhrnem srazek 550 — 750 mm,
nadmotskou vyskou 400 — 600 mn.m. Pro péstovani jsou vhodné stiedni az lehké
hlinitopiséité piidy s vysokym obsahem hnojiva. Po zaseti vyzaduje fepka dostatek
vlahy a vysokou dostupnost kysliku. Hloubka vysevu je piiblizn¢ 1,5 - 2 cm.
Po vyraSeni Ctyfech pravych listh neni poZadavek na vlahu tak vysoky. (Be¢ka D.,

2007)

2.1.4 Choroby

Podle Vasdka (2000) je popsano celkem asi 71 mikroorganismu parazitujicich
na fepce olejce. Pfitomnost paraziti mize snizit produkci fepky o 20 — 50 %. Mezi
nejcastéj$i onemocnéni fepky patii pliseit a hniloby, napf. hlizenka obecna, Fomova
hniloba, ¢eril fepky, pliseit zelna, padli fepky a zelenokvétost fepky. Onemocnénim
se predchdzi chemickym oSetfenim rostlin. Veskera chemicka oSetfeni se péstitelé

v dnesni dob¢ snazi spise eliminovat.

2.1.5 Obsazené latky

Majoritni sloZkou jsou rostlinné oleje (triacylglyceroly), estery vy$Sich
mastnych kyselin. Ve srovnani s ostatnimi oleji obsahuje fepkovy olej mnohem
menSi mnozZstvi nasycenych mastnych kyselin a méa niz$i obsah kyseliny erukové.
Naproti tomu je fepkovy olej pomérné¢ bohaty na Zadouci nenasycené kyseliny -
olejovou, linolovou, a linoleovou.

Glykosidy  (glukosinolaty) se b&Zzné wvyskytuji v rostlinach ¢eledi
brukvovitych (Brassicaceae). Tyto sloueniny jsou pfi¢inou S§tiplavého pachu
a hotké chuti. Mohou zpisobit zvySenou aktivitu §titné Z1azy.

Repka obsahuje az dvakrat vice vlakniny nez séja. Vlakninu predstavuje
predevsim celuléza a lignin. Z dalSich slozek lze uvést taniny, fytin a sinapin.

(Baranyk P., 2007)



2.1.6 Vyznam a vyuZiti

Becka (2007)rozdé€luje vyuziti fepky do &ty oblasti:
a) Potravinatstvi — tepelnd uprava pokrmii a studend kuchyné.
b) Krmivafstvi — §roty, vylisky a krmné smési.
¢) Oleochemie — rozklad oleji hydrolyzou a alkoholyzou.
d) Energetické vyuziti — bionafta (MERO), vyuZiti &istého fepkového oleje jako

paliva.
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2.2 Plazma

Plazma je ¢tvrtym skupenskym stavem hmoty. Nazev plazma pro ionizovany
plyn poprvé pouzil Irwing Langmuir v rocel928, protoze mu chovanim tento stav
latky pfipominal krevni plazmu. Langmuir definoval plazma jako takovy objem
plynu, kde je vyrovnany naboj iontl. (Kulhanek P., 2011)

Krej¢i (1974) definuje, plazma je soubor velkého poétu Castic bez vzajemné
pevné vazby, znichZ nékteré maji elektricky naboj. Soucet vSech kladnych a
zapornych naboju je nulovy.

Plazma vznika ionizaci plynu, naptiklad u¢inkem vysoké teploty, nebo pfi
elektrickém vyboji. Vét§ina hmoty ve vesmiru je ve formé plazmatu. (Krejéi V.,
1974).

Strach (1987) definuje plazma jako smés na sebe vzajemné pisobicich
elektricky nabitych a neutrdlnich &astic s rozdilnou energii, které udrzuji celkovy
kvazineutralni stav, kolektivni chovani a maji vlastni plazmovou frekvenci.

Kvazineutralita je podle Stracha (1987) stav blizky neutralité, protoZe pocet
kladn€ a zdporn¢ nabitych ¢astic, v ur¢itém objemu, je prakticky stejny.

Kolektivni chovani ¢astic v plazmatu vysvétluje Chen (1984) jako pohyb
nabitych ¢éstic z mista vys$§i do mista niz8i koncentrace. V praxi to znamend, ze
kationy se v plazmatu pohybuji do mista vy$s$i koncentrace aniont a naopak.

Smolka (2009) uvadi, Ze plazmova frekvence musi byt vy$§i neZ stfedni
srazkova frekvence.

Podle teploty se plazma déli na nizkoteplotni a vysokoteplotni.

2.2.1 Vysokoteplotni plazma

Strach (1987) uvadi, Ze tento typ plazmatu vznika pii vysokych teplotach.
Utinkem vysoké teploty dochézi k urychleni jader &astic a k intenzivnéj$im srazkam.
Dochazi k fuzi jader a k uvolnéni velkého mnoZstvi energie, ¢asto nekontrolované
energie.

Pro praxi je dilezité kontrolovat mnoZstvi uvolnéné energie a vhodné
tuto energii vyuZivat. Ztoho divodu se v praxi daleko &ast&ji vyuzivad plazma

nizkoteplotni.
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2.2.2 Nizkoteplotni plazma

Nizkoteplotni plazma nachézi uplatnéni v zemé&délstvi, lesnictvi i technickém
pramyslu.

Chladné plazma popisuje Bruchanov (2005) jako plazma, které ma velmi
maly podil ionizovanych ¢astic (1 %). Teplota ionti je blizkd okolni teploté, ale
rychlost pohybu elektroni odpovida teplotdm nékolik tisic stupiit. JelikoZ jsou

Castice malo hmotné, projevuje se navenek jejich teplota jako velmi nizka.

2.2.3 Sterilizace plazmatem

Bruchanov (2005) uvadi, Ze chladné plazma se vyrabi mezi dvéma kruhovymi
elektrodami s malym otvorem uprostied vstfikovanim smési helia (97 %) a kysliku
(3 %). Na elektrody je privedeno napéti nékolika kilovolti s frekvenci 50 Hz.
V prostoru mezi elektrodami se plynna smeés ionizuje a proméni na nizkoteplotni
plazma mikrosekundovymi pulsy elektrického napéti. Plyn se pii tom nezahiiva
a nedochazi ke vzniku elektrického oblouku. Vyhoda spoc¢iva v relativné malé
energetické narocnosti, pti které lze ziskat velky objem plazmatu. Bylo realizovano
n€kolik pokusl s nizkoteplotnim plazmatem, pti nich byly zkoumany vlivy na dva
druhy bakterii (Bacillussubtilis a Escherichia coli). Vysledkem studie bylo, ze oba
druhy bakterii byly zahubeny.

Sukova (2009) definuje plazma jako ionizovany plyn, ktery mulzZe byt
vyuzivan k ni¢eni mnohych mikroorganismu. Je to smés plynt s aktivovanymi ionty,
fotony, elektrony a volnymi radikaly, kterd vznika aplikaci elektrického nebo
magnetického pole, za pouziti radiofrekvenc¢nich, dielektrickych nebo mikrovinnych
zdrojii energie. Chladné plazma dosahuje teploty 30 — 60 °C. Majoritné se vyrabi
chladné mikrovinné plazma ve vakuu, méné casto se vyrabi plazma za
atmosférického tlaku, kdy je za potiebi u¢inné chlazeni. S tim souvisi vybér

pouzitych plynti napt. kyslik, dusik, hélium.
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2.2.4 Vliv plazmatu na fyziologii rostlin

Vyuziti chladného plazmatu se v posledni dobé uplatiiuje v mnoho oborech,
nejen ve fyziologii rostlin.

Nizkoteplotni plazma se b&Zné vyuzivd v technologickém primyslu,
napfiklad pro ¢isténi a sterilizaci uréitych povrchii. V posledni dobé se tato
technologie ptesouvd do biologického i potravinaiského primyslu. Hlavnim
uplatnénim  aplikace  studeného plazmatu je zneSkodnéni neZadoucich
mikroorganisml a oSetfeni tepelné nestabilnich potravin napiiklad ovoce, zeleniny
a masa. (Schiitler a kol., 2013)

Pouziti plazmovych vyboji v praxi nachazi v dne$ni dobé stile vétsi
spektrum uplatnéni. V zemédelstvi a lesnictvi se nizkoteplotniho plazmatu uspésné
uzivad k oSetfeni povrchu semen a k eliminaci fytopatogennich a bakteridlnich
pivodci onemocnéni rostlin (Park a kol., 2006).

Vyuziti chladného plazmatu je aplikovano taktéz v nékterych medicinskych
oborech, napiiklad pii 1é¢bé koznich onemocnéni. (Bender a kol., 2010)

Co se tyce fyziologie rostlin, dodnes je znamo velmi malo studii, které by
potvrdily nebo vyvratily pozitivni vliv chladného plazmatu na fyziologické aktivity
rostlin.

Neustale jsou hledany nové technologie a metody, které by urychlily kli¢ivost
semen. Pravé oSetfeni semen chladnym plazmatem je povaZovano za technologii
s velkym potencidlem, ktera by mohla ptinést pozitivni vysledky.

Nékteré experimenty jiz prokazaly pfiznivy vliv chladného plazmatu
na kli¢ivost semen rostlin. Zatim vSak existuje jen velmi malo studii, které by
se zabyvaly vlivem chladného plazmatu na aktivitu fotosyntetického aparatu. Pravé
ztoho dGvodu byl uskuteénén experiment, jehoz cilem je porovnat obsah
fotosyntetickych pigmentt a fluorescenci chlorofylu u rostlin vykli¢enych ze semen
oSetfenych ledovym plazmatem a ze semen neosetienych.

Gavril a kol. (2012) zaznamenava pozitivni udinky plazmové technologie
na kli¢ivost semen dvou kultur méaku setého (Papaver somniferum L.) kultivary
Major a Orfeus.

Podle Jiafenga a kol. (2014) maji semena oS$etfena chladnym plazmatem vyssi
klicivost oproti semenim neoSetienym. Po oSetfeni semen doslo znatelné k lep§imu

ristu pdenice seté i ovsa setého. Plsobenim plazmatu se dale zlepsila absorpce vody
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a zivin do semen, coZ zpusobuje celkové lepSi a rychlejsi rist semenacka.
V porovnani s neozafenymi rostlinami mély oSetfené semendacky del§i kofeny,
dosahovaly vyssi vysky, vy$$i hmotnosti, dokazaly 1épe absorbovat vodu s Zivinami
a lépe zachycovat svétlo pro fotosyntézu.

Aplikace chladného plazmatu mda velmi pozitivni u€inky na kli¢ivost semen
kukuftice seté. Semenacky kukufice seté oSetiené nizkoteplotnim plazmatem obsahuji
vice bilkovin v kofenech OSetfeni ma zrovna tak vliv na rdst primarniho kotene
rostliny. (Henselova a kol., 2012)

Ling a kol. (2015) uvadi, Z¢ semena fepky oSetiena chladnym plazmatem
maji zlep$enou kli¢ivost za sucha. Osetfeni chladnym plazmatem za sucha se zvysi
imbibi¢ni sila semene a tak semeno dokaze vykli¢it za sucha. U oSetfenych semen
doslo k lepsimu a rychlej$imu rdstu. Rast rostlin siln¢ koreluje se stresem rostlin.
Ze studie lze vyvodit, Ze s ozafenim semen ledovym plazmatem se zlepSuje odolnost
vici stresu suchem u olejnatych semen.

Chladné plazma ma schopnost zménit biologické, chemické a fyzikalni
povrchové vlastnosti semen pSenice. Aplikace plazmatu vede ke sniZeni poctu
volnych mastnych kyselin v semenech pSenice, ¢imZ je sniZzena neZddouci degradace
a Zluknuti mastnych kyselin. (BuBler a kol., 2015)

U rostlin pSenice, jejichz semena byla oSetfena chladnym plazmatem, byl
zjistén vys$si obsah chlorofyld (Jiang a kol., 2014).

Podle Baier a kol., (2013) ma oSetfeni rostlin chladnym plazmatem
jednozna¢né pozitivni u¢inky na likvidaci mikroorganismi pfitomnych na salatu
polnicku.

Pozitivni G¢inek chladného plazmatu pfi inaktivaci bakteridlnich bunék
popsal Fridan a kol., (2007)

Strejékova a kol., (2015) uvadi, Ze nizkoteplotni plazma ma velmi pozitivni
vliv na vynosové parametry (pocet zrn, vynos a hmotnost). U fepky ozimé oSetieni
plazmatem v kombinaci s biologickou ochranou sniZzuje vyskyt houbové choroby
Phoma lingam a halek krytonosce zelného na kotenech.

Rostliny hrachu, jejichz semena byla oSetfena chladnym plazmatem,
nevykazuji vyznamné rozdily v obsahu susiny oproti rostlindm neoplazmovanym.

(BuBier, a kol., 2015)
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2.3 Fotosyntetické struktury

Hlavnim organem fotosyntézy jsou listy a v mensi mife zelené stonky.
V listech zelenych rostlin jsou specializované organely chlorofyly, které obsahuji

fotosynteticky aktivni pigment chlorofyl, diky némuz muize probihat fotosyntéza.

2.3.1 Listy

Prochdzka (1998) definuje listy jako rostlinné organy, které jsou uzptisobené
k maximalni absorpci sluneéniho zafeni a k maximalnimu zkraceni transportnich
drah pii vyméné plyni.

List je tvofen svrchni a spodni epidermis s jejimi derivaty,(stomaty,
hydatodami a trichomy). (Prochézka., 1998)

Morfologicky byva list rozliSen na tapik (petiolus) a Cepel (lamina),

nebo byva beztapikaty, ptisedly. (Novacek F., 2009)

2.3.2 Chloroplasty

Chloroplasty jsou organely rostlinnych bunék, které nejsou obsaZeny
v pokozkovych burikach a buiikach kofene. Jsou to semiautonomni organely, maji
tedy svou vlastni DNA. Nejpravdépodobnéji vznikly endosymbiézou. Piivodné byly
chloroplasty samostatné mikroorganismy, které pronikly do vyssi rostliny a ziistaly
s ni v symbidze.

Prochézka (1998) definuje chloroplasty jako jednotky schopné absorbovat
a fixovat CO, a zabudovavat uhlik do sacharidi. V jedné burice je 20 — 200
chloroplasti, které se lisi tvarem i velikosti.

Chloroplasty se vyviji zproplastidi. Vyvoj zproplastidi je ovlivnén
pritomnosti svétla. Kromé chloroplasti mutzZe dochazet k syntéze nékolika dalSich
plastida napiiklad leukoplastli, amyloplastt a chromoplasti. (Ryplova R., 2014)

Povrch chloroplastu tvoii dvé membrany, vnitini prostfedi vypliiuje stroma.
Zékladni strukturni  jednotkou jsou tylakoidy, tvofené lipoproteinovymi

membranami, schopné absorbovat zafeni. Tylakoidy se mohou vzajemné spojovat
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a vytvaret grana. Absorpce kvant zafeni je zprostfedkovana pigmentoproteinovymi
komplexy — chlorofyly a karotenoidy vazanymi na bilkoviny. S komplexy jsou
spojeny cytochromy a chinony a dal$i enzymy, které se podileji na oxidaci vody
a redukci NADP'. Na membréané tylakoidd probiha prvni faze fotosyntézy — svételna
faze. (Prochéazka S., 1998)

Ve stromatu chloroplasti probiha druhd faze fotosyntézy — temnostni faze.
ProtoZe jsou zde obsaZeny enzymy, které jsou dualezité pro fixaci oxidu uhli€itého.
Stroma je z4sobarnou lipidii a mistem, kde probiha mnoho dalSich metabolickych

d&jti napt. syntéza mastnych kyselin. (Ryplova R., 2014)
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2.4 Fotosyntetické pigmenty

2.4.1 Chlorofyly

vvvvvv

Chemicka struktura chlorofylu byla popsana v roce 1931 H. Fischerem. (Velisek J.,
2003)

Velisek (2003) uvadi, Ze chlorofyly jsou z chemického hlediska fazeny mezi
barviva pyrrolovd, odvozena od heterocyklické slouceniny pyrrolu. Zakladni
stavebni jednotkou chlorofyld jsou porfyriny (terapyroly) spojené methinovymi
mustky akomplexnd vAzanym kationem Mg?*.  Strukturu chlorofylu tvofi
substituovany porfyritovy kruh s centralné navazanym kationtem Mg”" a dlouhy
uhlovodikovy fetézec fytol. U chlorofyli ptevlada lipofilni charakter, jsou tedy

rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech.

a X:CH=CH,
b X: CH=CH,
d X:CHO

CHs CHy

HiC

Obr. &. 1 - Strukturni vzorec chlorofylu

(https://cs.wikipedia.org/wiki/Chlorofyl)

Podle Novacka (2009) je popsano asi sedm druh@i chlorofyld -
chlorofyl a, b, c, d, e, bakteriochlorofyl a bakterioviridin. Pfi¢emz lze pfedpokladat,
Ze nejsou popsany Uplné vSechny pigmenty (napfiklad u méné znamych fas).

Zbarveni chlorofyli popisuje Sebanek a kol., (1983). Chlorofyl
a je modrozeleny, chlorofyl b Zlutozeleny a chlorofyly ¢, d, e jsou modrozelené
a doprovazeji v fasach chlorofyl a.

Za  nejdilezite)si pigment  pro fotosyntézu  je povazovan
chlorofyl a a chlorofyl b. Rozdil mezi chlorofylem a a chlorofylem b spociva

v rozdilném substituentu na C3 v pyrrolovém kruhu. U chlorofylu b je oproti

chlorofylu a nahrazena methylova supina skupinou aldehydickou. Zaménou téchto
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substituentl je zplsobena rozdilna absorpce svétla. Oba chlorofyly maji absorpéni
maximum v modrofialové oblasti spektra s vrcholy (429 — 463 nm), absorpéni
vrcholy v Cervené oblasti spektra (660 — 642 nm). Pfi absorpci svételného kvanta
vmodré a dervené oblasti, muze dojit k ptechodu molekuly chlorofylu
do excitovaného stavu. Excitovany elektron mizZe byt uvolnén z molekuly chlorofylu
a pfedan nékterému akceptoru. Pro pfeménu energie je nezbytnd pfitomnost
chlorofylu a, vSechny ostatni pigmenty maji pouze funkci pomocnou - zachycuji
dopadajici svételna kvanta. (Prochazka S., 1998)

Existuji dva zakladni typy tylakoidl — granalni a agranalni tylakoidy. Podle
toho, zdali doslo k vytvofeni gran nebo ne, je mozné rozlisit tylakoidy na:
a) Granalni tylakoidy - vytvofeny shluky tylakoid.
b) Agrandlni tylakoidy - nevytvoieny shluky tylakoidii.

Prochazka (1998) dale rozdéluje tylakoidy na stésnané a nest€snané.
U nestésnanych tylakoidd jsou vnitfni membrdny omyvany stromatem,
u stésnanych tylakoidii jsou na sebe membrany nalepeny, a tudiz nemutZe dojit

k omyvani.

2.4.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou zlut¢, oranzové a cervené¢ zbarvené akcesorické
fotosyntetické pigmenty, které se podileji na zachyceni svételnych kvant.

Z chemického hlediska jsou karotenoidy izoprenoidy, jejichz zékladni skelet
tvoii 40 atomu uhliku. Déli se na dvé skupiny karoteny a xantofyly. Nejrozsifen¢jSim
karotenoidem je lykopen, z n¢hoz izomerizaci lze odvodit a a 8 karoten. Z xantofyla
je nejbeznéjsi zeaxantin, violaxantin a lutein. (Velisek J., 2009)

Podle Prochazky (1998) jsou karotenoidy akcesorické pigmenty, které
doprovézeji chlorofyl v chloroplastech, chrani jej proti po$kozeni ultrafialovym
zafenim a podileji se na fotosyntéze a fototropismu rostlin. Karotenoidy prevadi
energii UV zafeni na energii tepelnou, proto se fadi mezi takzvané zhaSece €1 lapace.

Karotenoidy obsahuji 8 izoprenovych jednotek s konjugovanym systémem
dvojnych vazeb. Pravé konjugovanym systémem dvojnych vazeb je zpusobena

barevnost karotenoidd. VétSina karotenoidi ma na vSech dvojnych vazbach
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trans konfiguraci. Plisobenim fyzikalnich faktort, napt. UV zafenim, mze dochazet

k cis-izomeraci, ¢cimz klesa provitaminova u¢innost. (Velisek J., 2009).

Rozdéleni karotenoidil podle Veliska (2009):
* Karoteny
Veskeré  karoteny  vznikaji  odvozenim  od  acyklického
polynenasycené¢ho uhlovodiku lykopenu. Plsobenim enzymii dochazi
k cyklizact a vytvofeni tvoii B- nebo a- jononové struktury. Podle typu

jononové struktury se rozliSuje a a f karoten. Oba dva typy karotenti jsou

prekurzory vitaminu A (retinou).

Obr. €. 2 - Strukturni vzorec beta karotenu

(http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1271&typ=html)

« Xantofyly

Xantotyly jsou oxoderivaty, ptipadné hydroxyderivaty karotend.

H:C CHj
H3C CHy

Obr.¢. 3 - Strukturni vzorec zeaxanthinu
(https://cs.wikipedia.org/wiki/Zeaxantin)

Velisek (2009) se domniva, Ze kvalita a mnoZstvi karotenoid( zavisi na
mnoha faktorech, jako je druh rostliny a odrida, sezona nebo stuperi zralosti.

Diéle Velisek (2009) iika, Zze vétSina karotenl je asociovana s bilkovinami
jako karotenproteiny, kdezto xantofyly se mohou vyskytovat jako volné latky i jako

estery s mastnymi kyselinami.
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Podle Ryplové (2014) je funkei karotenoidt chranit rostlinu pted nadmérnym

ozéafenim. Béhem ochranného mechanismu dochazi k odstranéni volnych radikalt.

Prochézka (1998) uvadi, Ze veskera fotosyntetizujici barviva jsou obsazena
v membranach  chloroplastli. VSechny chlorofyly a vétSina karotenoidd
je lokalizovana v tylakoidnich membrandch. Obalové membrany na povrchu

chloroplasti jsou témét zluté diky mnozZstvi obsaZenych karotenoidu.

2.4.3 Usporadani fotosyntetickych pigmentii ve fotosystémech

Fotosyntetické pigmenty jsou uspotfadané tak, aby dokazaly zachytit co
nejvice svételného zareni. Jednotlivé pigmenty jsou ve fotosystému rozvrstveny
podle toho, jakou vinovou délku svétla absorbuji. Z toho divodu funguje fotosystém
jako past na svételna kvanta. Existuji dva typy fotosystému, které se 1ii vinovou
délkou, pfi niz dochazi k maximalni absorbanci.

V tylakoidnich membranéch jsou umistény svétlosbérné antény a proteinové
komplexy, které dohromady tvoii fotosynteticky aparat fotosystém II (PSII)
se svétlosbérnym komplexem (LHCII), cytochrom b6f komplex (Cyt b6f),
fotosystém [ (PSI) se svym svétlomérnym kompexem (LHCI) a ATP-syntaza.
(Nelson a Yocum, 2006)

Novacek (2009) uvadi, Ze fotosystémy jsou tvofeny svétlosbérnym
(antendlnim) komplexem (LHC) a reakénim centrem (RC). Pticemz LHC
pfedstavuje soustava fotosyntetickych pigmentd, které jsou véazany na proteiny.
Antenalni komplex zachycuje dopadajici fotony a piedava je do reakéniho centra
fotosystému. V RC je pfitomen pouze chlorofyl a, vazany na specificky protein. Pfi
excitaci dochédzi ke sniZeni redox-potencial tohoto chlorofylu, ktery se tak stava
silnym redukénim ¢inidlem a je schopen pienést sv@ij elektron na molekulu
piisluSného prenasede. Absorpéni maximum chlorofylu v PS I je 700 nm,
v PS II 680 nm, proto jsou nékdy oznacovany jako fotosystém Psg0 a Peso.

Do membran jsou pigmenty vestavény pomoci bilkovin, pigmenty jsou
ve fotosystému orientovany tak, aby fungovaly jako past pohlcujici svételné zafeni.
Akcesorické pigmenty tvofi antény, na membrané jsou rozmistény podle maxima

svych absorbanci. Pigmenty umisténé nejvyse absorbuji zafeni o krat$ich vinovych
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délkach a vys$8i energii. Pfi prichodu jednotlivymi vrstvami se zafeni stava
energeticky chudsi a dlouhovIngj$i. Maximalni mnozZstvi energic je tedy pieneseno
az k reakénimu centru fotosystému. (Ryplova R. 2014)

Existenci dvou fotosystémi (PS [ a PS II) objevil vroce 1957 R. Emerson,
ztoho divodu je funkce dvou fotosystémii ve fotosyntéze oznaCovana jako
Emersoniv efekt.

Absorpci  svételného kvanta dochazi kexcitaci molekuly chlorofylu
vreakénim centru. Pfi absorpci druhého svételného kvanta dojde k vyraZeni
elektronu  zelektronového obalu. Tento uvolnény elektron pak putuje
elektrontransportnim fetézcem.

Ryplova (2014) uvadi, ze svétlo kratsi vinové délky, modré oblasti spektra,
vybudi molekulu chlorofylu do druhého excita¢niho stavu. P#i ptechodu do prvniho
excitatniho stavu se &ast excita¢ni energie uvolni ve formé tepla. PH navratu
z prvniho excita¢niho stavu je vétSina energie spotiebovana pro fotosyntézu a zbytek
je vyzafen ve formé fluorescenéniho zafeni, nebo se opét pieméni v teplo. Svétlo
delSich vlnovych délek, Cervené oblasti spektra, vybudi molekulu chlorofylu pouze
do prvniho excitaéniho stavu. K fluorescenci chlorofylu dochdzi pii navratu
elektronu z prvniho excita¢niho do zékiadniho stavu. Fluorescence je v oblasti

dlouhovlnného éerveného zafeni.

Fotosystém 11

Fotosystém II ma absorpéni maximum chlorofylu a pti 680 mn, ztoho
diivodu byva taktéz oznacovan jako P680.

Po excitaci je elektron pfedan pies feofytin, az na plastochinon Qa
Pro redukci plastochinonu Qg jsou potiebné dva elektrony. Na pienosu elektronu
mezi Qp a Qp se podili atom Fe. Pro oxidaci vody jsou potfebné &tyfi excita¢ni
cykly, v priibéhu nichZ se uvolni étyfi elektrony do lumenu thylakoidi a molekularni
kyslik difunduje do atmosféry. (Novacek F., 2009)

Kromé chlorofylu v RC obsahuje PSII jesté dalich asi tficet molekul
chlorofylu v antén¢ fotosystému, které usmériiuji excitaéni energii na molekuly
chlorofylu v reakénim centru.

V PS II dochazi k necyklickému toku elektrond. Mechanismus pienosu
elektronti v PS II popisuje Novacéek (2009). Excitovana energie je odevzdana z antén

na P680 a elektron je odevzdan na feofytin (primarni akceptor PSII). Oxidovany
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P680 je redukovan elektronem uvolnénym z molekuly vody. Redukovany feofytin
predava elektrony na Qa. Ke dvéma elektronéim jsou piijaty dva H' ze stromatu
a elektrony jsou pfedany na komplex cytochromu. Na kazdé dva elektrony, které se

uvolni pti fotolyze vody, se miize v lumenu hromadit 6 H' .

Fotosystém I

Fotosystém I ma absorpéni maximum chlorofylu a pfi 700 nm, z toho dGvodu
byva taktéz oznacovan jako P700.

PS I ptedstavuje plastocyaninferedoxinreduktazu v tylakoidnich membranach.
Sklada se z fotosyntetickych pigmentd a reakéniho centra P700. Kromé toho
obsahuje jesté dalsi polypeptidy, nezbytné pro jeho funkci. (Chitnis, 1995)

V PS II dochéazi k cyklickému toku elektronti. Princip pfenosu elektron
vysvétluje Ryplova (2014). Absorpci svételného kvanta svétlosbérnym komplexem
PSI a odevzdanim excitované energiec dochazi k separaci elektrického naboje
molekuly P700 v reakénim centru PSI, odkud je elektron odevzdany na centrum
Fe-S. Nasledn¢ dochazi k redukci feredoxinu. Elektrony mohou byt predany zpét
na plastochinony, nebo s vyuzitim dalSich dvou protoni ze stromatu redukovat

NADP' na NADPH+H". (Ryplova R., 2014)
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2.5 Metody méreni obsahu chlorofylu

Metody stanoveni obsahu chlorofyli Ize délit na dvé skupiny - destruktivni
a nedestruktivni. Hlavni rozdil mezi metodami spo¢iva v tom, zdali je rostlinny
material znien, nebo zachovan. Vybér metody zavisi na mnoha faktorech napiiklad

na druhu rostliny, ekonomickych mozZnostech, vybaveni laboratofe atd.

2.5.1 Destruktivni metody

Destruktivni metody jsou €asto pouzivané a vhodné zejména tam, kde neni
nutné zachovat rostlinny material. Tyto metody nesou nékteré nevyhody, naptiklad
Casovou ndroCnost a pracnost ve srovnani s nedestruktivnim stanovenim.

Tyto klasické metody stanoveni obsahu chlorofyld jsou zaloZeny na extrakci
pigmentl z pletiva a na spektrofotometrickém stanoveni jejich obsahu (Porra a kol.
1989).

Extrakt fotosyntetickych pigmentid ze zelenych ¢asti vyssich rostlin obsahuje
zejména chlorofyl a, chlorofyl b a smés karotenoidii. Podrobnéjsi sloZeni obsahu
pigment véetné rozliSeni jednotlivych karotenoidi by poskytla vysoko u¢inna
kapalinové chromatograficka metoda.

Pro zjisténi obsahu chlorofylu a a b v acetonovém extraktu se poziva méfeni
absorbance ve vybranych vinovych délkach v jednocentimetrové kyveté. Nejéaste;si
postup je podle Lichtenthalera (1987).

Obsah chlorofyli v listech se pak uvadi v jednotkach latkového mnozstvi
(mol) nebo hmotnosti (kg, g, mg) vztazenych na jednotku plochy listu, jednotku
Cerstvé hmotnosti nebo susiny, ptipadné i na jinou vztaznou veli¢inu (napt. celkovy

obsah proteint, objem listu). (Novacéek F., 2009)

2.5.2 Nedestruktivni metody
Nedestruktivni metody jsou voleny zejména v ptipadech, kdy nemuize dojit ke
znicen{ rostlinného materialu. Ve srovnani s piedchozimi metodami nese toto méfeni

vyhody zejména v ¢asové i praktické nenaro¢nosti.
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Hak (1990) uvadi, Ze nedestruktivni metody vyuzivaji mé&feni optickych
spektralnich vlastnosti listd (lze méfit difizni propustnost, difizni odrazivost,
fluorescenci chlorofylu). Jako ptiklad uvadi vyuziti efektu reabsorpce fluorescence
chlorofylu v listu, kdy pomér past v emisnim spektru odrazi obsah chlorofyli.

Nedestruktivni metodu méfeni obsahu chlorofyli vysvétluje naptiklad Ilik a
kol. (2003). V téchto metodach je méfeni provadéno pomoci malych ruénich
pfistrojit (chlorometrti) a trva jen n€kolik sekund. Diky tomu je mozné v kratkém
Case ziskat velké mnozZstvi dat a statisticky vyhodnotit jak obsah chlorofyli v ramci
listli na rostling, tak vytvatet chlorofylovy profil rostlin nebo mapy zelenosti porostu.

Obsah chlorofylii je moZné taktéZ vyjadfit v mg na m? listové plochy.
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2.6 Sluneéni zareni

Svétlo lze definovat jako elektromagnetické vinéni o uréitych vinovych
délkach v rozsahu piiblizné od 390 do 790 nm. (Klime$ova a kol., 2009)
Rozsah a barevné spektrum elektromagnetického vinéni znazorfiuje obr. ¢. 4.
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Obr.¢. 4 - Elektromagnetické vinéni
(http://www.jandur.cz/optics/vd/vd1.htm)

Podle Ryplové (2014) miize byt pro fotosyntézu vyuZita pouze oblast zafeni
o vlnové délce od 400 nm do 700 nm. Tato Cast spektra je oznafovana jako
fotosynteticky aktivni radiace FAR (angl. PAR). Nejvyssi absorbance
fotosyntetckych pigmentl je v oblasti modré a ¢ervené. Naopak nejniz$i absorbanci

vykazuje Zlutozelend a zelena oblast, zde dochazi k odrazeni zafeni.

Absorpéni kiFlvka

Vinova délka (nm)

Obr. &. 5 - Absorpéni k¥ivky fotosyntetickych pigmentt
(https://rybicky.net/forum/11998-mereni-fotosynteticky-aktivni-radiace)
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Klimesova a kol. (2009) uvadi, Ze svétlo definoval Louis de Broglie v roce
1924 jako elektromagnetické vinéni, které ma dualisticky (korpuskularné vlnovy)
charakter. Korpuskule (&astice) jsou fotony, neboli svételnd kvanta nesouci energii,
kterou mohou pfijimat rostliny.
Energie svétla je dana vztahem:

E = hc/A

Ryplova (2014) uvadi, Ze energie zafeni je nepfimo Gtmeérna vinové délce,
proto je svétlo delsich vinovych délek energeticky chudsi. Tento fakt je dilezity pro
usporadani fotosyntetickych pigmenti ve fotosyntetickém aparatu.

Pro méfeni ozafeni rostliny se udava hustota toku fotont v jednotkach
mol m? s tzn., kolik molé fotont dopadne na 1 m? listové plochy za jednu sekundu.
Nebo se udava energie ozafeni v jednotkach W m> (1 W=17Ts™).

(Ryplova R., 2014)
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2.7 Fluorescence

Fluorescence pfedstavuje schopnost molekuly absorbovat a nasledné emitovat
zafeni. K emisi zéafeni ve form¢ fluorescence dochazi pifi piechodu molekuly
z excitovaného stavu do stavu zékladniho (Ryplova R., 2014)

Harbinson (2003) uvadi, Ze fluorescence chlorofylu velmi tzce souvisi

s pritbéhem fotosyntézy.

Podle Govindjee (1995) dochazi po absorpci svételného kvanta ke tiem
moznym mechanismim:

a) Energie fotont je vyuzita pti fotosyntéze.

b) Energie fotoni je vyzarena ve formé fluorescence.

¢) Energie fotontl je rozptylena ve forme tepla (disipace).

Piiblizné 3-5% absorbované zafeni je vyzafeno pravé ve formé fluorescence.
Pokud je intenzita fluorescence nizkd, G¢innost fotochemickych reakci primarni faze
fotosyntézy je vysoka a naopak (Krause a Weis, 1991).

Pfiindel (1998) tika, Ze fluorescence chlorofylu je emitovdna chlorofylem a,
ktery absorbuje zafeni v modré a ¢ervené oblasti slune¢niho spektra a nachazi se
v chloroplastech mezofylovych bunék. Za pokojové teploty je fluorescence
chlorofylu emitovana ptevazné z fotosystému II (PSII). Mala ¢ast dlouhovinného
¢erveného zateni je emitovana i z chlorofylu fotosystému I (PSI).

Ovsem pokud je teplota velmi nizka pochazi velka ¢ast emisniho zateni z PSI.
(Strasser a Butler, 1977).

U fotosyntetizujicich organizmd je molekulou emitujici fluorescenci zejména
chlorofyl a. Fluorescence chlorofylu ma sviij ptivod v chloroplastech zelenych rostlin

(presnéji ve svétlosbérnych komplexech PS II a I). (Buschman a kol. 2000)
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2.7.1 Vyznam fluorescence

Pavlova (2006) uvadi, ze metody meéfeni fluorescence pfinaseji poznatky
didlezité pro pochopeni fotochemickych a nefotochemickych procesi probihajici
v tylakoidnich membréanach chloroplastt.

Déle lze podle Pavlové (2006) vyhodnocenim fluorescen¢nich indukénich
kiivek (FIK) ziskat tzv. fluorescenéni parametry, které umoziuji kvalitativné
i kvantitativn€é charakterizovat funk¢nost fotosyntetického aparatu rostlin, jejich
fyziologicky stav, urovei stresu, jemuZ jsou rostliny vystaveny a téZ detailné
studovat dé&je probihajici v thylakoidnich membranach v obou fotosystémech
(PS I a PS II), svétlosbrnych komplexech, mechanizmy regulujici elektronovy

transport, fotoinhibi¢ni, ochranné procesy apod.

2.7.2 Metody méreni fluorescence

Meéteni fluorescence chlorofylu pfindsi informace o poklesu aktivity
fotosyntetického aparatu listu za stresovych podminek. (Lichtenthaler, 1996).

Milan-Almaraz a kol. (2009) uvadi, Ze metody méfeni fluorescence se déli
na destruktivni a nedestruktivni. Nedestruktivni metody jsou zaloZzené na
biochemickém nebo biofyzikalnim principu. V poslednich letech jsou v oblib&
predeviim metody nedestruktivni.

Podle Schreibera a kol. (1986) je nejéast&jsi metodou meéfeni fluorescence
chlorofylu reakce na ozafeni u rostlin (listll) adaptovanych na tmu. Pro tyto metody
jsou vyuzivany fluorimetry, které pracuji na principu pulsni amplitudové modulace
(PAM).

Podle Ryplové (2014) je mefeni fluorescence fluorimetrem jednoducha
a nedestruktivni metoda, ktera pfinasi informace o stavu fotosyntetického aparatu.
Ve srovnani s gravimetrickymi metodami nese metoda vyhody zejména v tom, Ze
neni nutné rostlinny material nicit. Pro méfeni fluorescence se pouzivaji fluorimetry.
7 namétenych a vyhodnocenych absolutnich hodnot Ize posoudit stav a funk¢nost
fotosyntetického aparatu

Schreiber a kol. (1986) uvadi, ze nejb&znéj§i metodou meteni fluorescence

chlorofylu je sledovani reakce na ozafeni u rostlin adaptovanych na tmu. Pro tato
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méfeni byvaji pouzivany fluorimetry pracujici na principu pulsni amplitudové
modulace (PAM).

V listech adaptovanych na tmu jsou pii ozafeni slabym modulovanym
zarenim vSechna reakéni centra PSII reoxidovana (oteviena), proto je zaznamendn
minimdlni vytéZek fluorescence chlorofylu (F0). Po ozafeni vzorku dojde k redukci
vétSiny elektronovych akceptor v PSII a dojde k uzavfeni reakénich center PSII, coz
se projevi prudkym vzristem fluorescence chlorofylu. (Roha¢ek a kol., 2008)

AvSak nékterymi fluorimetry, jev dne$ni dobé mozné méfit fluorescenci i za
denniho svétla (Rohacek a kol., 2008)

Princip meéfeni je zaloZen na kompetici mezi fotochemickou praci
a fluorescenci. Cim vice energie je spotfebovano pro fotosyntézu, tim ménéd energie
se vyzari pii fluorescenci. (Ryplova R., 2014)

Hodnoty fluorescence a fotosyntézy kolisaji podle toho, zdali je rostlina pod
vlivem stresovych faktord nebo ne.

Vliv stresovych faktorli popisuje Ryplova (2014). Pokud rostlina neni pod
vlivem stresovych faktoru, je vétsina excitani energie spotiebovana pfi fotosyntéze
a minimalni{ ¢ést je vyzarena fluorescenci. Naopak pokud na rostlinu piisobi stresové
faktory, dochazi ke sniZeni fotosyntetické aktivity a energie se uvolfiuje ve formé
tepla a fluorescen¢niho zéfeni. Porovnanim fluorescence rostliny rostouci pod vlivem
stresovych faktor a rostliny rostouci v optimalnich podminkach je mozné urdit,

do jaké miry stresor ovliviiuje funkénost fotosyntetického aparatu.
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2.8 Stresové faktory

2.8.1 Stres

Podle Michala (1992) je stres stav, ve kterém se nachazi Zivy systém
(rostlina), pii némz dochazi k mobilizaci obrannych nebo napravnych procesu viici
podnétim piesahujicim obvyklé rozpéti homeostazy. Organismus se snaZi vyrovnat

se zménami a obnovit pivodni stav.

2.8.2 Stresory

Za stresory lze podle Michala (1992) povaZzovat vSechny faktory,

které vytvaii rostliné neptiznivé podminky.

Prochazka a kol. (1998) rozdéluje stresory na 2 zakladni skupiny:
a) fyzikalni stresory
* Fyzikalni - (G¢inky vétru, zafeni a vody).
* Chemické - (nedostatek vody, kysliku, Zivin, soli, piitomnost té€Zkych kovi).
b) biologické stresory

e Herbivorni Zivo¢ichové.

2.8.3 Prubéh stresu

Utinky stresovych faktort podle Michala (1992) spousti u Zivych systému
(rostlin) stresovou reakci, b&hem niz nastavda nékolik fazi stresu. V prvni
(poplachové) fazi rostlina rozeznava plsobeni stresoru, dochazi k neo¢ekavané velké
a relativné kratkodobé odezvé systému. Rychlost ndvratu do stavu pied pisobenim
stresoru je povazovana za méfitko intenzity stresu. Po poplachové fazi nastupuje faze
rezisten¢ni, kdy dochazi kaktivaci obrannych mechanismi rostliny. Pfi
dlouhodobém plisobeni stresoru mize dojit k vyCerpani dostupnych energetickych
rezerv rostliny a ke smrti rostliny, nebo naopak k posileni odolnosti rostliny viéi

stresoru.
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V piirozenych podminkach ¢asto pisobi nékolik stresord najednou, jejich
uCinek se sc¢itd. Stres se projevuje mnoha zptsoby, nejéastéji dochazi k trvalému
nebo castetnému zastaveni rlstu. Stres se velmi silné projevuje také na

hospodarském vynosu rostlin. (Michal L. 1992)

2.8.4 Druhy stresu

Stresové faktory ve vét§in€ ptipad( plsobi na fyziologii rostlin negativng.

Existuji v8ak i pfipady, kdy stres ovliviiuje fyziologické aktivity rostlin pozitivng.

Lichtenthaler rozdéluje stres podle pasobeni na fyziologickou aktivitu rostlin na:

* Eu-stres - aktivaéni ¢i stimulagni stres, ktery ma pozitivni u¢inek na vyvoj
¢i pfeziti rostlin. Mimy stres muze pozitivné aktivovat bunéény
metabolismus, a tak stimulovat fyziologickou aktivitu rostlin. Tento typ

stresu nezplsobuje poskozeni rostlin, i kdyZ ptisobi dlouhodobé.

* Dis-stres - stres zpusobujici poskozeni. M4 negativni vliv na vyvoj a pfeziti
rostlin v daném prostfedi. V redlnych podminkach nastupuje dis-stres
v piipad€, Ze stresor piekro¢i uréitou prahovou hodnotu, kterou rostliny

nejsou schopny kompenzovat svym vnitinim reparaénim mechanismem.
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3. Metodika

Semena tepky olejky (Brassica napus L. var. napus) byla oSetiena chladnym
plazmatem. Plazma bylo generovano mezi dvéma hlinikovymi elektrodami,
pouzivanym plynem byl vzduch. (Ryplova a kol., 2014). K dispozici byly tti varianty
semen, které se liSily Casovym intervalem oSetieni (3 min, 5 min a 10 min).

Experiment probihal v pIn¢ kontrolovanych podminkach, v kultiva¢nim boxu.
7 divodu prostorové omezenosti kultivaéniho boxu byly vyzity pouze dvé oSetiené
varianty (3 min, 10 min) a jedna neoSetfena varianta (kontrola — K).

Jednotliva méfeni byla provadéna v pravidelnych tydennich intervalech.
Celkové byla provedena 3 meéfeni, a to 21. den, 28. den a 35 den kultivace
rostlinného materidlu. U zkoumanych variant rostlin byly zjisfovany tyto
charakteristiky: obsah fotosyntetickych pigmenti a fluorescence chlorofylu.
V posledni fazi, 40. den kultivace, byla zjistovana erstvd hmotnost a hmotnost

susiny.

3.1 Kultivace rostlin

Pro kultivaci byla vyuzita zemina (Garden Forestina, Sttelské Hostice)
o kyselosti pH = 4,5-6,5. Semena fepky byla vyseta do plastovych kvétina¢h
orozmérech 11 x 11 x 12 cm. Vkazdém kvétina¢i bylo v pravidelnych
vzdéalenostech od sebe vyseto pét semen. Kvétinace byly umistény na plata, vidy
po péti tak, aby na kazdém platé byla vzdy jedna a ta sama varianta. Ve vysledku
tedy existovala tfi plata po péti kvétinacich od kazdé varianty (3 min, 10 min, K).
Coz ve vysledku znamenalo 75 rostlin od kazdé varianty.

Plata s rostlinami byla misténa do kultivaéniho boxu Fytoscope (PSI, Brno,
Ceska Republika). Rostliny byly péstovany v podminkéach, které jsou uvedeny
v Tab 1:
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Tabulka 1: Podminky kultivace rostlinného materialu

Faze Teplota °C Relativni vlhkost % | Ozatenost pmol mZsT |
Rozednivéani 2 hod | 17 — 24 80 — 65 10—286
Den 10 hod 24 65 286
Stmivani 2 hod 24 — 17 65 — 80 286 — 0
Noc 10 hod 17 80 0

Rostliny byly pravidelné¢ zalévany, kazdy den 0,5 litru odstaté vody.
V poslednim tydnu bylo nutné zvysit zalévani na 1 litr za den. Sedmy den po zaseti

se objevily prvni d€lozni listky.

3.2. Stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentu

Pro stanoveni mnoZstvi chlorofylt, karotenoidii a fluorescenci chlorofylu byl
vyZzivén vZdy prvni list rostliny. Stanoveni mnozstvi chlorofyld a fluorescence bylo
mozné provést az tehdy, kdyZ prvni list dosahl takové velikosti, Ze z n¢j bylo mozné
vyfiznout korkovrtem 6 stejnych ter¢iki o znamém obsahu. Prvni méfeni bylo
provedeno 21. den kultivace.

Obsah chlorofyll byl stanovovan metodou spektrofotometrie. Pro kazdé
méfeni bylo vyuZito pét rostlin od kazdé varianty. Z prvniho listu bylo vytiznuto Sest
identickych teréik korkovrtem o obsahu 0, 6359 cm® (obsah jednoho terdiku).
Listové ter¢iky byly rozdrceny v ledové tieci misce s tlou¢kem a pigmenty byly
extrahovany 80% acetonem. Kone¢né stanoveni pigmentd bylo provedeno
spektrofotometrem UV VIS 250 (Schimadzu, Japonsko) pfi vinovych délkach
663 nm, 646 nm a 470 nm.
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Stanoveni pigmentil bylo provedeno podle Lichtenhalera a Wellburna (1983).

Obsah pigmentil byl stanoven podle rovnic:

CthI‘Ophyll a (ug/ml) = 12,21 (A(,(,:;) - 2,81 (A646)
Chlorophyll b (ug/ml) = 20,13 (Agas) — 5,03 (Ags3)
Carotenoids (pg/ml) = (1000A470— 3,27 chl a] — )104[chl b])/227

Stanoveni fotosyntetickych pigmentd bylo nutné provést v co nejmensim

casovém intervalu, za co nejniZ$i teploty, aby doslo k minimalnim ztratam pigmentda.

Obr. €. 6 - Stanoveni obsahu chlorofylii (vlastni foto)

3.3 Stanoveni fluorescence chlorofylu

Pied samotnym meéfenim byly rostliny zatemnény po dobu 20 min pomoci
pfipravenych krabic. Thned po vytaZeni byl do klipu FlorPenu uchycen prvni list.
Po dobu 1 min bylo nutné vyckat, aby opét doslo k adaptaci fotosystému na tmu
a az poté zméfit fluorescenci. Fluorpen je pfenosny, bateriové napajeny fluorometr,
ktery umoziuje rychlé stanoveni fluorescence. Pii méfeni fluorescence byl vyuzit
klasicky FluorPen FP 100, ktery nema Z4dné komunika¢ni zafizeni, naméfené
hodnoty jsou ukladany pouze do paméti ptistroje. P¥i meéfeni byl zjistovan
fluorescen¢ni parametr Fv/Fm (Genty a kol., 1989), ktery uddvda maximalni
fotochemickou u¢innost fotosystému II.

Opét bylo méfeno pét rostlin od kazdé varianty.
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Obr. & 7 - Zatemné&né rostliny (vlastni foto).

3.4 Stanoveni suSiny

40. den kultivace byla stanovana erstvd hmotnost rostlin a hmotnost susiny.
Pro stanoveni suSiny byly vyrobeny obalky z alobalu. Prazdné obalky byly zvaZeny a
hodnoty zaznamenany. Do obalek byly mistény rostliny bez kofenti a bez prvnich
listh (ty byly pouzity pro stanoveni fotosyntetickych pigment). Celkem bylo
stanoveno 20 rostlin od kazdé varianty. Obalky véetné rostlin byly opét zvazeny
a umistény do su$arny predehiaté na 105 °C. Rostliny byly suseny po dobu 4 hodin.

Po vysuSeni byly obalky opét zvaZeny a zjisténé udaje vyhodnoceny.

3.5 Analyza dat

Veskerd nameéfena data byla analyzovana v programech Excel a Statistica.
Data byla statisticky vyhodnocena faktorovou analyzou variance (one-way ANOVA)

a HSD Tukey testem, v$e na hladiné vyznamnosti 0,05.

vvvvvv

diplomové prace.
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4. Vysledky

4.1 Fluorescence chlorofylu

21. den kultivace
Tabulka €. 2: Tukey HSD test promén.

{1} {2} {3}

M=,81400 | M=,81600 | M=81600
({)rl‘}:n 0,834629 |0,834629
?i}in_ 0834629 | 1,000000
g’?‘in 0,834629 | 1,000000

Rozdily nejsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se nelisily.

0,825
|
|
|

d a d

E 082
=
R u kontrola
~ 0,815 .
E'é ® 10 min
8 0,81 W3 min
(%]
i
| .
o] |
3 0,805 — B .- =
L

0,8 — —

Doba o3etfeni rostlin (min)

Obr. & 8: Graf fluorescence chlorofylu prvniho listu mérend 21. den kultivace.
Chybové usecky znaci smérodatné odchylky. Ruznd pismena u jednotlivych
sloupcii v grafu znaci vyznamné rozdily dle testu Tukey (p<0,05) p¥i porovndni

kaZdy s kaZdym.

21. den kultivace vykazovaly varianty 3 min a 10 min shodné hodnoty

fluorescence. U kontroly byly naméteny nepatrné niZsi hodnoty.
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28. den kultivace
Tabulka €. 3: Tukey HSD test promén.

{1} " {3}
M=,79400 | M=,80400 | M=,80000
({)rln}m 0,184032 |0,512705
3min 0,184032 0,735996
2}
}g?’m 0,512705 [0,735996

Rozdily nejsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se neliSily.

0,815 |

a a a

0,81
E 0,805 |
<
> 08
w |
o 0,795 f ® kontrola |
(8]
§ 0,79 ® 10 min
m .
g 0,785 H 3 min
=
w 0,78

|
0,775 |
0,77 | ——— - -
Doba osetreni rostlin (min)

Obr. ¢ 9: Graf fluorescence chlorofylu prvniho listu méiend 28. den kultivace.
Chybové usecky znaci smérodatné odchylky. Riznd pismena u jednotlivych
sloupcii v grafu znadi vyznamné rozdily dle testu Tukey (p<0,05) pii porovndni

kaidy s kaZdym.

28. den kultivace hodnoty fluorescence u vsech tfech variant poklesly
ve srovnani s prvnim méfenim. Nejvyssi hodnoty fluorescence vykazovala varianta

3 min, naopak nejnizsi hodnoty byly naméfeny u kontroly.
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35. den kultivace

Tabulka ¢. 4: Tukey HSD test promén.

{1} {2} {3}

M=,77400 | M=,79200 | M=,79000
({)lln}m 0.004569 |0,009959
3min

0.004569 0,896610
(21
}g?‘m 0,009959 |0,896610

Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se ligily.

0,81 —

o
%)

0,79

w kontrola
0,78
B 10 min

0,77 | M3 min

Fluorescence (Fv/Fm)

0,76

0,75

Doba osetieni rostlin {min)

Obr ¢ 10: Graf fluorescence chlorofylu prvniho listu mérend 35. den kultivace.
Chybové useCky znali smérodatné odchylky. Riznd pismena u jednotlivych
sloupcit v grafu znadi vyznamné rozdily dle testu Tukey (p <0,05) p¥i porovndni

kaZdy s kaZdym.

35. den kultivace se hodnoty fluorescence snizily. Nejniz§i hodnoty

vykazovala kontrola, nejvy$si hodnoty vykazovala varianta 3 min.
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4.2 Obsah fotosyntetickych pigmenti

4.2.1 Obsahchlorofylu(a+b)21. den kultivace

Tabulka 5: Analyza rozptylu.
sC SV PC sC SV PC F p
efekt efekt efekt chyba chyba |chyba
2293,074 |2 1146,537|7235,471 |12 602,955911,9015270,191708
Tabulka ¢. 6: Tukey HSD test promén.
o {2} {3}
M=311,74 | M=341,84 | M=323,86
Omin {1} 0,170643 |0,721618
3min {2} |0,170643 0,499346
10min {3} [0,721618 |0,499346
Rozdily nejsou vyznamné, p <0,05. Varianty se nelisily.
400 ey
a a
. 350 =
£ 300 .
[o1¢]
E 2x0
o]
® 200 w kontrola
> - |
E 150 B 10 min
o
5 B3 min
2 100 . |
O
50 - |
o |

Doba osetieni rostlin (min)

Obr. & 11: Graf obsahu chlorofylii (a+b) v g/m’ listové plochy méFeny 21. den
kultivace. Chybové dseCky znali smérodatné odchylky. Riznd pismena
u jednotlivych sloupcu v grafu znaci vpznamné rozdily dle testu Tukey (p<0,05) pFi

porovnani kaZdy s kaZdym.
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21. den kultivace vykazovala nejvyssi hodnoty obsahu chlorofylu (atb)

varianta 3 min. Naopak nejniZs$i hodnoty vykazovala varianta 0 min (kontrola).
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4.2.2 Obsah karotenoidu 21. den kultivace

Tabulka €. 7: Analyza rozptylu.

SC

PC

SC

PC

SV SV F p
efekt efekt efekt chyba | chyba | chyba
275,1374 21137,5687|241,6482 12(20,13735|6,831520]0,010453
Tabulka €. 8: Tukey HSD test promén.
Tukey {1} {2} {3}
M=50,861 | M=60,789 | M=52,891
Omin {1} 0,011460| 0,759524
3min {2} 0,011460 0,040915
10min {3} 0,759524 | 0,040915
Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se lisily.
70 a b a
60
ﬁ"g 50
g
. — 40 = kontrola
]
| 'g 30 N il — m 10 min
2z ®3 min
S 20
< |
4
10 i
0 |

Doba osetreni rostlin (min)

Obr. & 12: Graf zmén obsahu karotenoidii v g/m’ listové plochy méFeny 21. den

kultivace.

Chybové useCky znacli smérodatné odchylky.

Riznd pismena

u jednotlivych sloupci v grafu znadi vyznamné rozdily dle testu Tukey (p < 0,05)

PFi porovndni kaZdy s kaZdym.

Nejvyssi hodnoty vykazovala varianta 3 min, naopak nejniz§i hodnoty byly

nameéfeny u varianty 0 min.
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4.2.3 Obsah chlorofylu (a +b) 28. den kultivace

Tabulka €. 9: Analyza rozptylu.

SC SV PC SC SV PC F p
efekt efekt efekt chyba chyba chyba
2293,074 2| 1146,537| 7235,471 12| 602,9559| 1,901527( 0,191708
Tabulka €. 10: Tukey HSD test promén.
{1} {2} {3}
M=300,23 | M=378,11 | M=325,58

Omin {1} 0,003504 | 0,390685
3min {2} 0,003504 0,038249
10min {3} 0,390685| 0,038249

Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se lisily.

450
400 —
&
E, 350
o] 1.
é 300
Na] 250 —
E u kontrola
200 -
_; ® 10 min
S 150
§ B3 min
= 100 -
o
50
0

Doba osetfeni rostlin (min)

Obr. & 13: Graf obsahu chlorofplu (a+b) v g/m’ listové plochy méieny 28. den

kultivace. Chybové usecky znali smérodatné odchylky. Raznd pismena
u jednotlivych sloupcu v grafu znaci vyznamné rozdily dle testu Tukey (p<0,05) p¥i
porovndni kaZdy s kaZdym.

28. den kultivace vykazovala nejvy$s$i hodnoty obsahu chlorofylu (a+b)
varianta 3 min. Naopak nejniz§i hodnoty byly naméfeny opét u kontroly. Obsah

chlorofyll se zvysil u v8ech variant v porovnani s prvnim méfenim.
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4.2.4 Obsah karotenoidia 28. den kultivace

Tabulka ¢. 11: Analyza rozptylu

SC SV PC SC SV PC F p
efekt efekt efekt chyba chyba chyba
674,6032 21337,3016|1007,265 12]83,93874[4,018426|0,046144
Tabulka €. 12: Tukey HSD test promén
Tukey {1} {2} {3}
M=48,830 | M=65,001 | M=54,418
Omin {1} 0,040356| 0,612047
3min {2} 0,040356 0,202878
10min {3} 0,612047| 0,202878
Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se lisily.
%0 a b ab
80 -
& 70
E |
ap 60 | — =
£,
-~ 50 ‘ = — — # kontrola
© .
'S 40 | W10 min
c
% 30 | H3 min
E |
x 20
10 .
0 = =

Doba o3etreni rostlin (min)

Obr. & 14: Graf zmén obsahu karotenoidii v g/m’ listové plochy méreny 28. den

kultivace.

Chybové usecky znali smérodatné odchylky. Ruaznd pismena

u jednotlivych sloupcu v grafu znaci vyznamné rozdily dle testu Tukey (p < 0,05)

PFi porovndni kaZdy s kaZdym.
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4.2.5 Obsah chlorofylu (a +b) 35. den kultivace

Tabulka €. 13: Analyza rozptylu.

SC

PC

SC SV pC SV F p
efekt efekt efekt chyba chyba |chyba
20652,11|2 10326,06|2301,181 |12 191,765153,84743|0,000001
Tabulka ¢. 14: Tukey HSD test promén.
Tukey {1} {2} {3}
M=270,46 | M=361,34 | M=316,85
({)‘ﬁm 0,000190 |0,000667
‘;’g’}m 0,000190 0,000879
Wmin ;500667 |0,000879
{3}
Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se vzajemné lisily.
400 1 a N —
350
I
""E 300
ob |
E 250 |
e w kontrola
+ 200
> m 10 min
% 150 N 3 min
o
= 100
O
50 -
O | |

Doba osetfeni rostlin (min)

Obr. & 15: Graf zmén v obsahu chlorofylu (a+b) v g/m’ listové plochy méieny 35.
den kultivace. Chybové useCky znali smérodatné odchylky. Riznd pismena
u jednotlivych sloupcii v grafu znadi vyznamné rozdily dle testu Tukey (p<0,05) pFi

porovnani kaZdy s kaZdym.
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35. den kultivace vykazovala nejvy3si hodnoty obsahu (a+b) chlorofylu opét
varianta 3 min. Nejniz§i hodnoty byly naméfeny u varianty 10 min. Obsah
chlorofyld se sniZil u viech variant v porovnani s druhym méfenim. U varianty
10 min a kontroly do$lo ke sniZeni obsahu chlorofyli také v porovnéni s prvnim

méfenim.
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4.2.6 Obsah karotenoidiu 35. den kultivace

Tabulka €. 15: Analyza rozptylu.

SC SV PC SC SV PC F p
efekt efekt efekt chyba | chyba | chyba
591,1937 21295,5968|244,1815 12]20,34845(14,52675]0,000624

Tabulka ¢. 16: Tukey HSD test promén.

Tukey {1} {2} {3}

M=42,086 | M=57,430 | M=50,640
({)T}in 0,000607 | 0,027907
?g;i“ 0,000607 0,082530
}g;“i“ 0.027907| 0,082530

Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se lisily.

[92)
o

»
o

= kontrola

® 10 min

w
o

B 3 min

N
o

Karotenoidy (mg.m-2)

[y
o

o

Doba osetfeni rostlin (min)

Obr. & 16: Graf zmén obsahu karotenoidii v g/m’ listové plochy méfeny 35. den
kultivace. Chybové isecky znali smérodatné odchylky. Riiznd pismena
u jednotlivych sloupcii v grafu znaéi vpznamné rozdily dle testu Tukey (p < 0,05)

PFi porovndni kaZdy s kaZdym.
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Nejvyssi obsah karotenoidi byl naméfen u varianty 3min, naopak nejnizsi
obsah vykazovala varianta kontrolni. V pribéhu ontogeneze rostlin obsah

karotenoidu kolisal.
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4.3 Obsah suSiny

4.3.1Cerstva hmotnost rostlin.
Tabulka €. 17: Analyza rozptylu.

SC SV PC SC SV pPC F p
efekt efekt efekt chyba chyba chyba
141,4532 2] 70,72660| 154,9997 421 3,690468 | 19,16467| 0,000001
Tabulka €. 18: Tukey HSD test promén.
{1} {2} {3}
M=6,7957 | M=11,036 | M=8,1013
k
0,000119| 0,162716
{1}
3min
0,000119 0,000512
il
10min 14 162716| 0.000512
{3}
Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. OSetiené varianty se liily.
16 - - o
a b a
14
) 12 ® kontrola
g H 3 min
£ 10 ® 10 min
[@]
£ 8
ey
T
S 4
O

Doba osetfeni rostlin (min)

Obr. ¢. 17: Graf Cerstvé hmotnosti nadzemnich Cdsti rostliny v g. Chybové usecky

znaci smérodatné odchylky. Ruznd pismena u jednotlivych sloupci v grafu znaéi

vyznamné rozdily dle testu Tukey (p < 0,05) p¥i porovndni kaZdy s kaZdym.

Cerstvou hmotnost vykazovala varianta kontrolni.
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4.3.2 Hmotnost suSiny.

Tabulka €. 19: Analyza rozptylu.

SC SV PC SC SV PC F p
efekt efekt efekt chyba | chyba | chyba
0,627969 21 0,313985] 2,204142 42 0,052480| 5,982986| 0,005173
Tabulka €. 20: Analyza rozptylu.
{1} {2} {3}
M=,95603 | M=1,2352 | M=1,0298
l{(l} 0,005059| 0,654921
3min
0,005059 0,047141
2
10min 10 654921 0,047141
{3}
Rozdily jsou vyznamné, p < 0,05. Varianty se li$ily.
1,8
a a
1,6
w 14 w kontrola
E‘ 1.2 H3 min
31 ® 10 min
2 o8
£
o
2 06
I
0,4
0,2
0

Doba o3etfeni rostlin (min)

Obr. ¢ 18: Graf suSiny nadzemnich Cdsti rostlin vg. Chybové usecky znali

smérodatné odchylky. Riznd pismena u jednotlivych sloupciu v grafu znali

vyznamné rozdily dle testu Tukey (p < 0,05) p¥i porovndni kaZdy s kaZdym.
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Nejvy$si obsah suSiny v g vykazovala varianta 3 min, naopak nejniZsi

hmotnost susiny vykazovala varianta kontrolni.
Naméfend data byla c&asteéné publikovdna na mezindrodni konferenci

a prispévek otistén ve sborniku. Konkrétni ptispévek je soudasti pfiloh diplomové

prace.
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5. Diskuze

Fluorescence byla méfena v pribéhu ontogeneze rostlin celkem tiikrat.
1. méteni, které probéhlo 21. den kultivace, pfineslo srovnatelné vysledky parametru
Fv/Fm u vSech studovanych variant (0 min, 3 min, 10 min). 2. méfeni (28. den
kultivace) taktéz ptineslo velmi podobné vysledky u vSech variant. Teprve 3. méfend,
35. den kultivace, prokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
variantami.

Cilem prace bylo zjistit, zda aplikace chladného plazmatu na semena fepky
ovlivnila parametr Fv/Fm u jednotlivych variant.

Podle Lichtenthalera a kol. (2005) by méla mit zdrava rostlina parametr
Fv/Fm pftiblizné 0,830. Pokud se naméfena hodnota vyrazné lisi, 1ze ptedpokladat,
Ze na rostlinu plsobi uréity stres.

Krausse a kol. (1991) uvadi, Ze vliv stresovych faktord je disledkem vyssiho
vyuZiti energie pro vznik tepla a fluorescence.

7 pramérnych hodnot Ize vyvodit, Ze nepatrné niz§i hodnoty vykazovala
varianta 0 min (kontrola), a naopak vyssi parametr Fv/Fmvykazovala varianta 3 min.
Vsechny varianty, vykazovaly niz$i parametr Fv/Fm v porovnani s parametrem,
ktery uvadi Lichtenthaler (2005). V zdvéru lze podle zjisténych vysledki
konstatovat, Ze v pribéhu ontogeneze rostlin, dochazelo k postupnému poklesu
Fv/Fm u vSech sledovanych variant.

Podle Stobera a kol. (1992) je pokles hodnoty poméru Fv/Fv dasledkem
zvySovani obsahu chlorofylu v rostlinach. Naopak rist parametru Fv/Fm souvisi
s ubytkem chlorofylu v rostliné¢ (Dambrosio a kol., 1992). Avsak Valentini a kol.
(1994) uvadi, Ze parametr Fv/Fm je ovlivnén mnoha faktory piasobicimi na rostlinu
z vnéjsiho prostiedi nejen obsahem chlorofylu.

7 predchozich studii Stobera a Dambrosia vyplyva, Ze s rostouci hodnotou
Fm/Fv klesd obsah chlorofyld a naopak. JelikoZz v prib&hu ontogeneze rostlin
dochazelo k poklesu hodnoty poméru Fv/Fm, mél by se v pribéhu ontogeneze
zvySovat obsah chlorofylu.

Obsah a+b chlorofylu byl taktéz méfen v prib€hu ontogeneze ttikrat.

Cilem prace bylo zjistit, jak se budou lisit v obsahu chlorofylu jednotlivé varianty.
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Podle Govindjee (2004) zptsobuje ptlisobeni stresu na rostliny sniZzeni obsahu
chlorofylu.

1. méfeni obsahu a+b chlorofylu, 21. den kultivace, nevykazovalo vyznamné
rozdily mezi vS§emi variantami (0 min, 3 min, 10 min). 2. méfeni, 28. den kultivace,
prokdzalo statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi variantami. 3. méfeni,
35.den kultivace, taktéz prokazalo statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi
stanovovanymi variantami.

Dvé méteni ze tfech prokazaly ovlivnéni obsahu chlorofylu (at+b) v listech.
Ob¢ oSetfené varianty (3 min a 10 min) vykazovaly vyssi obsah atb chlorofylu
ve srovnani s kontrolni variantou.

Podle primérnych hodnot si nejlépe vedla varianta 3 min. Tato varianta
v prib¢hu 1. a 3. méfeni vykazovala nejvyss$i vysledky a v2. métfeni byly jeji
vysledky srovnatelné s variantou 10 min.

Jiang a kol. (2014) uvadi, Ze aplikace chladného héliového plazmatu o energii
80 W ma pozitivni u€inky na fyziologii a anatomii rostlin. Napiiklad dochazi
k urychleni kli¢ivosti a ke zvySeni kli¢niho potencidlu semen pSenice seté.
V porovnani s neoSetienou kontrolou se zvysila vyska rostlin, ¢erstvd hmotnost,
primeér stonkll a obsah listové plochy. U osetfenych rostlin byl prokdzan zvyseny
obsahu chlorofylu 0 9,8 % v porovnani s kontrolou.

V priitbéhu ontogeneze rostlin kolisal obsah chlorofylu. P#i porovnani
vysledkl prvniho a druhého métfeni doslo k ristu obsahu (a+b)chlorofyld, vysledky
naméfené v druhém meéfeni byly vyssi. Treti méfeni prokazalo pokles obsahu (a+b)
chlorofylu v porovnani s druhym métfenim.

Klesani obsahu chlorofylu mtize souviset se starnutim rostlin. ProtoZze béhem
sensence rostlin dochazi k postupnému ubytku chlorofylu. (Spundova a kol. 2003).

Zmény obsahu chlorofylu v listech bylo mozné, v pribéhu jednotlivych
meéfeni, zaznamenat 1 vizudln€. Pfi druhém méieni byly listy rostlin syté zelené,
nékdy az namodralé. Zatimco ve 3. méfeni nékteré rostliny jiz ztracely vyraznou
zelenou barvu a za¢inaly pomalu Zloutnout.

Nejvyssi obsah karotenoidl vykazovala ve vsech méfenich, (21., 28. a 35 den
kultivace) varianta 3 min. Naopak nejnizZ§i obsah karotenoidd byl ve vSech méfeni
stanoven u varianty 0 min. V prib&hu ontogeneze rostlin, dochazelo ke kolisani
obsahu karotenoidl. Podle Veliska (2009) mize mnoZstvi karotenoidli v rostlinach,

ovliviiovat stupeni zralosti rostlin a mnoho dal$ich faktord ptlisobicich z vn&jsiho
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prostiedi. Zmény v obsahu karotenoidiim odpovida jikolisani obsahu chlorofylu
(atb). Nejvyssi obsah karotenoidti byl naméfen 28. den kultivace. Posledni méfeni
prokazalo pokles obsahu karotenoidil u viech studovanych variant.

SuSina pfedstavuje 10 — 40 % hmotnosti rostlinného téla. Pfi méfeni byla
stanovena suSina pouze nadzemnich ¢asti rostlin. U fepky olejky by méla podle
Becky a kol. (2007) suSina piestavovat piiblizné 18,9 %. U vSech variant (0 min, 3
min, 10 min) bylo prokdzano niZ$i procento susiny ve srovnani stimto udajem.

Bussler a kol. (2015) uvadi, Ze mnoZstvi susiny u semen hrachu oetfenych
chladnym plazmatem se vyrazné neligilo od susiny semen, ktera oSetfena nebyla.
V tomto méfeni se obsah susiny mezi jednotlivymi variantami 1iil, zrovna tak jako
Cerstvd hmotnost rostlin. Podle primérnych hodnot vykazovala nejvy$si hmotnost
suSiny varianta 3 min a naopak nejniz§i hmotnost byla prokdzana u kontrolni

varianty. Stejné tak pfi zjistovani Cerstvé hmotnosti vykazovala nejvyssi hodnoty

Svvr
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6. Zavér

Vysledky jednotlivych méfeni ptinesly zajimava zjisténi. U vSech dostupnych
variant byly naméteny riizné hodnoty jak obsahu (a+b) chlorofylu, karotenoidi tak
i fluorescence chlorofylu. Naméfené hodnoty se lisily v zavislosti na délce oSetieni.
Pokud by méla byt vybrana varianta, u niZ aplikace chladného plazmatu méla
nejefektivnéj$i vliv na jednotlivé parametry, byla by to varianta 3 min.

V pribéhu ontogeneze rostlin kolisaly hodnoty v souvislosti sristem a
naslednou sensenci rostlin. Celkové nejpiinosnéjsi vysledky pfineslo 2. méfeni, které
probéhlo 28. den kultivace. V tento den se nejvice odliSovaly naméfené hodnoty, jak
obsahu at+b chlorofylu, karotenoidl, tak i fluorescence chlorofylu mezi vsemi
variantami navzajem.

Aplikace chladného plazmatu na semena rostlin ovlivnila procento susiny
v rostlindch. OSetfené rostliny vykazovaly niZ8i obsah suSiny neZ srovnavaci
kontrola.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit, zda aplikace chladného
plazmatu ovliviiuje mnozstvi fotosyntetickych pigment a fluorescenci chlorofylu
rostlin. Prokdzalo se, Ze tento pfedpoklad byl spravny a technologie chladného

plazmatu opravdu ovliviiuje fyziologické aktivity rostlin.
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Foto 3: Rostliny umisténé v kultivaénim boxu.

Obr. & 21 - Rostliny umisténé v kultivaénim boxu.

Foto ¢. 4: Zatemnéné rostliny pfed méfenim fluorescence.

Obr. &. 22 - Zatemnéné rostliny pired méfenim fluorescence.



Foto ¢. 5: Pomiucky potiebné pro stanoveni obsahu chlorofyl

(led a zkumavky obalené v alobalu).

Obriazek €. 23 - Led a zkumavky obalené v alobalu.

Foto ¢. 6: SuSeni rostlin v susarné

Obr. &. 24 - Su$eni rostlin v suSarné.



Foto ¢. 7: Obalky s rostlinami po vysuseni v exsikatoru.

Obr. & 25 - Obalky s rostlinami po vysuSeni v exsikatoru

[oto ¢. 8: Porovnani variant (Omin. 3 min a 10 min).

Obr. &. 26 - Porovnani variant (0 min, 3 min, 10 min).
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ODEZVA sEMENAéKﬁ REPKY NA OSETRENI SEMEN
CHLADNYM PAZMATEM

The Response of Rape Seedlings to Cold Plasma Treatment of Seeds

Renata Ryplova, Bozena geré, Laura Bicanova, Tereza Landova,
Kamila Petraskova, Tamara Rakosnikova
Katedra biologie PF JU v Ceskych Budéjovicich

Abstract

This study investigated the effect o fcold plasma treatment of rape seeds (Brassica napus L. var.
napus) on germination, initial growth and basic physiological characteristics of first leaf (net
photosynthesis - Py and total chlorophyll content). The effects of different duration (0 min, 3 min, 5
min, and 10 min) of cold plasma treatment of rape seeds were studied. Although no significant
influence of cold plasma treatment on seed germination was detected, initial growth of rape seed lings
was affected. The cold plasma treatment of 5 min improved initial growth, but, on the other hand,
negative impal of the 3 min cold plasma treatment on initial growth was found. Net photosynthesis
and total chlorophyll coken of the first Lea of rape seed lings were affected by cold plasma treatment
as well. The effect varied according to the durativ of cold plasma treatment and also according to the
first Lea on to geny. Higher Py values were reached by 20 days old plants of 3 min variant. At the age
of 27 days significantly higher net photosynthesis values were reached by the plants of 3 min and 10
min treated variants. On Theko ther hand, in senescent leaves, at the ageof 34 days, lower Py values
were detected in 10 min variant. Higher total chlorophyll kontent was measured in firstleaf of 21 days
old plants of 3 min as well as 10 min variant, but no signifiant changes were detected in older plants.

Keywords: rapeseed, cold plasma, chlorophyll, net photosynthesis

Souhrn

OSetieni semen chladnym plazmatem je moderni high—tech metoda s potencidlem vyuziti
v zemé&dé€lstvi ke zvySeni kli¢ivosti a produktivity hospodaiskych plodin. Detailni znalosti vlivu
oSetfeni semen chladnym plazmatem na fyziologické charakteristiky rostlin viak doposud chybgji.
Z tohoto diivodu byl proveden experiment, v jehoZ prib&hu byl sledovan vliv o3etfeni semen brukve
fepky olejky (Brassica napus L. var. napus) na kli¢ivost, pocate¢ni rist a fyziologické charakteristiky
prvniho listu (Cistou fotosyntézu Py a mnozstvi chlorofylu). Semena byla oSetfena chladnym
plazmatem po dobu 0 min, 3 min, 5 min a 10 min OSetieni chladnym plazmatem ani v jedné
z pokusnych variant neovlivnilo kliGivost, aviak po¢ate¢ni rist ovlivnén byl. Pozitivni vliv bylo
mozno pozorovat u varianty 5 min, naopak u varianty 3 min se projevil efekt negativni. U rostlin
kultivovanych nasledng ze semen v pln& kontrolovanych podminkach byl zjiitén také vliv oSetfeni
semen na zakladni fyziologické charakteristiky prvniho listu. Efekt ovlivnéni se lisil v zavislosti na
délce oplazmovani semen. 20. den kultivace byl zjistén pozitivni vliv oplazmovani na ¢&istou
fotosyntézu Py u varianty 3 min, 27. den byly zjistény vy3si hodnoty gisté fotosyntézy u varianty 3
min i 10 min. Naopak 34. den kultivace vykazovaly rostliny varianty 10 min sniZzené hodnoty Cisté
fotosyntézy. U varianty 3 min i 10 min byl také zjistén v 21. dnu kultivace vyssi celkovy obsah
chlorofylu a+tb, b&hem daldiho prib&hu pokusu vsak jiz odchylky v obsahu chlorofylu a+b mezi
variantami oplazmovanymi a variantou kontrolni zjistény nebyly. Vliv oSetfeni chladnym plazmatem
na Cistou fotosyntézu i obsah chlorofylu vykazoval variabilitu v prib&hu ontogeneze prvniho listu.

Klicovd slova: semena Fepky, chladné plazma, chlorofyl, fotosyntéza



Uvod
Brukev fepka olejka je rostlina svétového hospodéiského vyznamu a
mnohostranného vyuziti. Proto je diilezité hledat moderni metody vedouci ke zvyseni
kli¢ivosti semen i zvySeni produkce biomasy této hospodaiské plodiny. V této
souvislosti je v poslednich letech zkouman vliv o$etfeni semen plazmatem. Plazma je
ionizovany plyn sloZeny z iontd, elektrond a dalSich ¢astic, ktery vznikd odtrZzenim
elektronii z elektronového obalu atomit plynu nebo ionizaci molekul. Plazma se
miiZe pouzivat ke sterilizaci povrch (napf. Mraz et al. 2013), ale mtze mit uplatnéni
i v péstovani rostlin. Pfedchazejici studie prokazaly pozitivni vliv na kli¢ivost semen
a pocate¢ni rast riznych druhii rostlin (Kuchtova et al. 2013a, 2013b, Sera et al.
2009, 2012a, 2012b, 2013). U né&kterych rostlin byl pozorovan také pozitivni vliv
oSetfeni semen plazmatem na naslednou produktivitu rostlin (Jiang et al, 2014).
Doposud v8ak chyb&ji hlubsi studie popisujici detailni odpovéd® fotosyntetického
aparatu semenackll na oSetfeni semen chladnym plazmatem. Z téchto diivodid jsme
provedli experiment, béhem néhoz byl sledovan vliv oSetfeni semen chladnym
plazmatem na kli¢ivost, rychlost fotosyntézy a obsah chlorofylu u semenacki brukve

fepky olejky.

Metodika

Semena brukve fepky olejky (Brassica napus L. var. napus) ddle jen Fepky, byla
oSetfena chladnym plazmatem. K modifikaci semen bylo pouzito atmosférické
plazma generované mezi hlinikovymi elektrodami, pouzZitym plynem byl vzduch.
Detailni popis aparatury je v praci Gavril et al. (2011). Semena byla oSetfena
pii riznych ¢asovych expozicich (0 min, 3 min, 5 min, 10 min) v poc¢tu 150 kust na
jednu variantu.

V pribéhu experimentu byla zji§tovana kli¢ivost a rychlost poc¢ate¢niho rlstu
rostlin jednotlivych variant a zakladni fyziologické charakteristiky prvniho listu,
konkrétn¢ rychlost fotosyntézy a obsah fotosyntetickych pigmentt.

Kli¢ivost a rychlost poc¢atecniho ristu

Pro testy kli¢ivosti byly pouzity plastové Petriho misky o priméru 9 cm. Na
jednu Petriho misku byly umistény 4 filtra¢ni papiry KA0/80, 6 ml destilované vody
a rozmisténo 30 semen. Na jedno o$etieni bylo zaloZeno 5 Petriho misek. Misky byly
uloZeny do tmy pfi teploté cca 20°C.

Experiment kli¢eni byl zaloZen 12. 5. 2014 a trval 19 dnd. Bé¢hem pokusu byl
sledovan pocet kli¢icich semen a jejich ptirtistky. Posledni den byly vyrostlé rostliny
sklizeny, usuSeny a byla urc¢ena jejich hmotnost.

Fyziologické charakteristiky prvniho listu

Kultivace rostlinného materialu

Ze semen oSetfenych chladnym plazmatem byly vypéstovany rostliny v plné
kontrolovanych laboratornich podminkach. Vzhledem k omezeni prostorovymi
moznostmi kultiva¢niho boxu byly pro sledovani fyziologickych charakteristik
prvniho listu vybrany pouze varianty 3 min, 10 min a varianta kontrolni (0 min).
Semena Fepky byla vyseta do komeréné pfipravované zeminy (Garden Forestina,
Stielské Hostice) do plastovych kvétinacli o rozmérech 11 x 11 x 12 cm. Kyselost
pudy byla pH 4,5-6,5. Do kazdého kvétinace bylo vyseto 5 semen v pravidelnych
vzdalenostech od sebe. Kvétinace byly umistény po péti na plata, tak, aby na kazdém
platé byly kvétinace s rostlinami téZe pokusné varianty. Takto bylo pfipraveno vzdy
10 kvétina¢i (2 plata) od kazdé pokusné varianty. Rostliny byly pravideln¢



zavlazovany do plat odstatou vodou z vodovodu, 0,5 1 na kazdé plato denng,
v poslednim tydnu kultivace bylo zavlazovano 1 1 vody denné. Rostliny byly
umistény do plné automatického kultivaéniho boxu Fytoscope (PSI, Brno, Ceska
Republika) a péstovany pod reZimem uvedenym v Tab. 1:

Tab. 1: Podminky kultivace rostlinného materidlu

Faze Teplota Relativni Ozarenost
€O vihkost(%)  (umolm®sh)
" Rozednivéni 2 hod. 117> 24 80— 65 00— 286
Den 10 hod. |24 65 286
' Stmivéni 2 hod. ' 24—-17 65—-80 286 —0
Noc 10 hod. 17 80 0

Méfteni fotosyntetické vymény plynQ

Poc¢inaje 20. dnem kultivace byla v pravidelnych tydennich intervalech métena
Cistd fotosyntéza (Pn) prvniho vyvinutého listu pomoci pfistroje LI- 6400 XT
(LICOR Inc., Lincoln, NE, USA). Méfeni probihalo pfimo v kultivaénim boxu, pfi
dennim rezimu nastaven¢ho programu (ozatenost 286 pmol m? s). List fepky byl
uzavien do meétici kyvety pfistroje, v niZ byly upraveny podminky meéfeni timto
zptusobem: CO, 400 ppm, rel. vlhkost 56 — 60%, teplota listu 23 °C. Pied méfenim
byl list ponechan v kyveté cca 10 — 15 min, do ustaleni hodnot méfenych parametri.
Timto zpiisobem bylo provedeno vzdy 10 meéfeni ndhodné vybranych rostlin od
kazdé pokusné varianty. Méfeni probihalo 20., 27. a 34. den kultivace. Dalsi méfeni
JiZ nebylo moZné na prvnim listu provadét z diivodu jeho senescence.

Stanoveni fotosyntetickych pigmentl
Nasledujici den po méfeni fotosyntetické vymény plyni (tj. 21., 28. a 35. den
kultivace) byla provadéna analyza fotosyntetickych pigmentl. Z prvniho listu byly
pomoci korkovrtu vytaty teriky o zndmém obsahu, z nichz byly pigmenty
extrahovany 80 % acetonem. Mnozstvi chlorofylu pak bylo zjistovano
spektrofotometricky podle Lichtenthalera a Wellburna (1983), pomoci
spektrofotometru UV VIS 250 (Shimadzu, Japonsko).

Statisticka analyza
Ziskana data byla zpracovana v programech EXCEL a STATISTICA. Data
byla normalizovana logaritmickou transformaci a nasledn¢ statisticky vyhodnocena
jedno faktorovou analyzou variance (one-way ANOVA) a poté¢ HSD Tukey testem,
v3e na hladin¢ vyznamnosti 0,05.



Vysledky a diskuse

Klicivost a rychlost pocateéniho rustu

Kli¢ivost semen fepky nebyla pouzZitym oSetfenim ovlivnéna. Naopak
v ristovych parametrech semenacki byly nalezeny signifikantni rozdily vzhledem
ke kontrolnimu vzorku
(Tab. 2). Podle porovnani viech méfenych charakteristik 1ze konstatovat, Ze nejlépe
rostly rostliny ze semen ozatenych chladnym plazmatem po dobu 5 min. U této
varianty byl zji§tén pozitivni trend v délkdch nadzemnich a podzemnich orgént a
v mnozstvi biomasy. Pozitivni vliv byl zaznamenan pfedev§im u hmotnosti Cerstvych
podzemnich ¢asti semenacklti po oSetieni plazmatem po dobu 5 min v porovnani
s kontrolnim vzorkem.  Naopak nejhtlife rostly rostliny fepky ze semen
plazmovanych po dobu 3 min. U téchto rostlin byly hodnoty viech sledovanych
charakteristik pod hodnotami kontrolniho vzorku.

Tab. 2: Charakteristiky kliceni a pocdtecniho ristu oplazmovanych semen fepky
olejky 7 posledniho dne pokusu. Oznaceni R znamend podzemni Cdst rostliny a
S nadzemni Cdast rostliny. Riiznd pismena ve sloupci HSD uvddi vyznamné rozdily
yjisténé v testu Tukey (P < 0.05) p¥i porovndvdni kaZdy s kaidym. Tucné jsou
vyznacené vyznamné rozdily u oSetienych semen vzhledem k prislusné kontrole.

Cerstva Cerstva
 biomasa  biomasa [ |
hmotnost hmotnost hmotnost | hmotnost
| || || R S R 'S _
(%) HSD (%) HSD (%) HSD (%) HSD (%) HSD (%) HSD (%) HSD

kliceni délka R délka S susina susina

kontrola 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
' 3min 94 a 74 b 8 b 74 a 57 |b 72 b 92 a
Smin 97 a 108 a 106 a 328 b 128 a 91 'ab 104 a
10min 102 a 97 ab 96 ab 148 a 119 a 9% a 93 a

Fotosyntetickd asimilace CO, — Cista fotosyntéza Py

Jednotlivé varianty vykazovaly statisticky vyznamné rozdily v ¢isté fotosyntéze
prvniho listu béhem celé doby jeho vyvoje (Graf 1). V prvnim tydnu méieni, tj. 20.
ze semen oSetienych chladnym plazmatem po dobu 3 min, neZ u rostlin kontrolnich
(o cca 40%). Semenacky fepky ze semen o$etfenych chladnym plazmatem po dobu
10 min se v ¢isté fotosyntéze od ostatnich dvou variant vyznamné neodliSovaly. Ve
druhém tydnu meéfeni (27. den kultivace) doslo u vSech variant pokusnych rostlin
k mirnému poklesu ¢isté fotosyntézy prvniho listu, zfejmé v souvislosti s jeho
probihajici senescenci. I tentokrat byla ¢ista fotosyntéza semenackl varianty 3 min
vyrazné vys$Si neZ u varianty kontrolni (cca 59%). Ve 27. dnu kultivace byla zjisténa
variant¢ cca 50%), pfiCemz nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi
hodnotami ¢isté fotosyntézy prvniho listu obou ovlivnénych variant navzajem.
Posledni meéteni (34. den kultivace) nizké hodnoty disté fotosyntézy vSech
zkoumanych variant nazna€uji zna¢ny stupeil senescence. V tomto méfeni byl zjistén
nejvyssi pokles ¢isté fotosyntézy u rostlin varianty 10 min, kdy primérnd hodnota
Cisté fotosyntézy dosahovala pouhych cca 39% hodnoty varianty kontrolni.
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Graf 1: Vyvoj prumérné rychlosti Cisté fotosyntézy (Pn) prvniho listu v priibéhu
experimentu, 20., 27. 34. den kultivace. Chybové usecky znaci smérodatné
odchylky. Raznd pismena u jednotlivych sloupcit v grafu znaci vyznamné rozdily
dle testu Tukey (P < 0.05) pFi porovndvdni kaZdy s kaZdym.

Obsah chlorofylu a+b

U obou oplazmovanych variant pokusnych rostlin doslo k vyznamnému zvyseni
(cca 0 20%) obsahu celkového chlorofylu prvniho listu v prvnim tydnu méfeni, tj.
21. den kultivace, (Graf 2). Ve 28. a 35. dnu kultivace jiz nebyly shledany Zadné
statisticky vyznamné zmény v obsahu celkového chlorofylu v prvnim listu mezi
jednotlivymi zkoumanymi variantami. Béhem vyvoje v pribéhu experimentu doslo u
vSech variant v druhém tydnu méfeni k mirnému narustu a ve tietim tydnu méfeni k
mirnému poklesu obsahu celkového chlorofylu v prvnim listu, zifejmé v souvislosti
s ontogenetickymi zménami listu. Pozitivni vliv oSetieni semen chladnym plazmatem
na obsah chlorofylu byl jiZ v minulosti potvrzen u rostlin pSenice (Jiang et al., 2014).
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Graf 2: Zmény v obsahu chlorofylu (a+b) na m’ listové plochy béhem vyvoje
prvniho listu, 21., 28. a 35. den kultivace. Chybové usecky znaci smérodatné
odchylky. Riznd pismena u jednotlivych sloupcii v grafu znali vpznamné rozdily
dle testu Tukey (P < 0.05) p¥i porovndvdni kaZdy s kaZdym.
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Oplazmovéani semen po dobu 3 min mélo zfejmé inhibi¢ni vliv na nékteré
parametry pocateéniho rdstu kli¢nich rostlin do 19. dne, av$ak jiz 20. den byly
zjistény u této varianty vys$Si hodnoty (¢isté fotosyntézy i obsahu celkového
chlorofylu. Oplazmovani semen po dobu 10 minut neovlivnilo kli¢ivost ani
pocateéni rist, v21. dnu kultivace se vSak projevilo nariistem obsahu celkového
chlorofylu. Pozitivni vliv oplazmovéani semen po dobu 10 minut na rychlost
fotosyntézy bylo mozno pozorovat az 27. den kultivace, avsak u senescenénich list
v 34. dnu kultivace byla ¢ista fotosyntéza rostlin této varianty naopak nejniZsi.

Celkove lze tedy konstatovat, Ze byl zaznamenan vliv plazmovani semen
fepky na fyziologické a rlstové parametry semendcki. Efekt ovlivnéni se lisil
v zavislosti na délce trvani o$etfeni semen chladnym plazmatem a vykazoval vyrazné
zmény v prib&hu ontogeneze prvniho listu. K vysvétleni této variability je potfeba
dal§iho vyzkumu na urovni fyziologickych i bio-chemickych charakteristik
semenacka.

Zavér:

OSetteni semen chladnym plazmatem ovlivnilo ristové a fyziologické
charakteristiky v prvnich fazich ristu rostlin brukve fepky olejky. Ovlivnény byly
charakteristiky pocate¢niho rlstu mladych semenackid (délky nadzemnich a
podzemnich ¢asti semenackid, hmotnost jejich erstvé biomasy a hmotnost susiny
kotent), rychlost fotosyntézy i obsah chlorofylu v prvnim listu starSich semenackil.
Vliv oSetfeni semen chladnym plazmatem se li§il u jednotlivych pokusnych variant
v zavislosti na délce expozice semen vici chladnému plazmatu.
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