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Abstrakt

Objasnéni fyziologickych a biochemickych mechanizmt souvisejicich s odolnosti
rostlin vii¢i suchu je zasadni pro Slechténi vynosnych odolnych rostlin, které budou dobte
snaset 1 tyto nepfiznivé podminky prostfedi. Stres suchem muze vést k oxidativnimu
poskozeni, které navozuje vazné poruchy fyziologickych a biochemickych procest
Vv rostlindch a jehoz negativni vliv snizuji antioxidanty. V této praci jsem se zaméfila na
studium vybranych morfologickych (hmotnost suSiny kotfent a prytu, délka prytu, pocet listit),
fyziologickych (G¢innost fotosyntézy, mnozstvi pigmentd, relativni obsah vody-RWC) a
antioxidacnich (katalaza-CAT, askorbat peroxidaza-APX, prolin) parametrti dvou odrad Vicia
faba L. lisicich se citlivosti vici suchu. Odolna odrida (Merkur) a citliva (Piestansky) byly
vystaveny 10- ti dennimu stresu suchem. Aktivita CAT a APX u stresovanych rostlin spiSe
klesala. Hodnoty mnozstvi prolinu kolisaly a nebyl patrny jasny trend a Zadné vyznamné
rozdily v souvislosti se stresem. V dusledku stresu klesal RWC vyraznéji u citlivé odriady,
aktivita elektron-transportniho fetézce a mnozstvi pigmentd nebyly suchem piili§ ovlivnény.
Zmény morfologickych parametrl se ve stresu vice negativné projevily u citlivé odriady, kterd
je vSak vzrGstem mohutnéj$i nez odolna. Nejvice byly pozitivni vlastnosti odolné odridy

patrné u aktivity CAT, RWC, vysky a hmotnosti nadzemni Casti rostlin.
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Abstract

Knowledge of physiological and morfological mechanisms which are related to
drought tolerance is essential in breeding high-yielding and tolerant plants, which would not
suffer unfavourable environmental conditions. Drought stress can lead to oxidative damage
which causes serious disorders in physiological and biochemical processes in plant cells.
Antioxidants can reduce those negative effects. Morphological (dry mass of shoot and roots,
height of shoot, number of leaves), physiological (photosynthetic efficiency, pigment content,
relative water content-RWC) and antioxidative (catalase-CAT, ascorbate peroxidase-APX,
proline) parameters were evaluated in this study using two genotypes of Vicia faba L.
differing in drought susceptibility. Drought resistant (Merkur) and sensitive (Piestansky)
genotypes were exposed to 10 days of drought. Activity of CAT and APX of stressed plants
rather decreased. Proline content oscillated and no evident trend or significant differences
were observed in relation to drought stress. Decrease in RWC was expressed more at
susceptible plants, electron-transport chain activity and pigment content were not affected
much by drought. Drought susceptible genotype expressed more serious negative effects of
drought in morphological parameters, however this genotype was a bit bigger than the
resistant one. Positive attributes of the resistant genotype were pronounced mainly in CAT

activity, RWC, height and weight of plants.
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1 Uvod

Rostlinna produkce je celosvétoveé negativné ovliviiovana riznymi environmentalnimi
stresy, z nichz jednim z nejvyznamnéjsich je sucho. Pfedev§im v dnesni dobé¢, kdy dochazi
K narastu praimérné teploty a pocet suchem postizenych lokalit se zvySuje, piredstavuje
nedostatek vody vazny ekonomicky i socialni problém. Rist, vyvoj a vynosy rostlin jsou silné
ovlivnény suchem a rozsah ztrat vynost a poskozeni rostlin zavisi na délce trvani a intenzité
stresu. Tento problém je sice feSitelny umélym zavlazovanim, nicméné ne vzdy je tento
ptistup mozny a realizovatelny s ohledem na ekonomické a mistné specifické poméry. Voda
ztek a vodnich nddrzi je v mnoha piipadech mnohem vice potiebnd jako pitna voda
pro obyvatelstvo a zavlazovdni je Casto oznaCovdno za plytvani nedostateCnych vodnich
zdroji v dané oblasti. Za téchto podminek je jednim z nejzadané€jSich znakl rostlin vyssi
odolnost ke stresu suchem a je v z4jmu Slechtitell hledat zptsoby, jak u rostlin tuto odolnost
zvysit, popi. ziskavat genotypy a odridy rezistentni k nedostatku vody. Rostliny vyuzivaji
pii odezve na stres suchem rizné strategie, které zavisi na délce a intenzité stresu a zahrnuji
zmény biochemickych, fyziologickych, anatomickych a morfologickych parametri. Témi se
snazi snizit ztraty vody, ziskat a uchovat ji béhem trvani sucha a minimalizovat negativni
disledky stresu aktivaci obrannych mechanizmil. V rostlinach vystavenych stresu suchem
vznikaji toxické reaktivni formy kysliku, které zplsobuji oxidativni poSkozeni bunék, které
muze negativné ovlivnit morfologicky a fyziologicky stav rostliny, coz v kone¢ném disledku
vede ke snizovani vynosu biomasy a semen. Rostliny se proti témto toxickym latkam brani
svym antioxidatnim systémem, ktery sestdva =z enzymatickych a neenzymatickych
antioxidantl. Pfi stresu, kdy dochazi k naristu mnozstvi reaktivnich forem kysliku, zalezi
natom, zda stavajici aktivita nebo mnozstvi antioxidantii bude rostliné stacit k potlaceni
negativnich disledkd takto navozeného oxidativniho stresu, nebo zda na sucho zareaguje
napf. nartistem aktivit nebo zvy$enim mnozstvi nékterych antioxidantti. Casto se viak lii i
odpoved’ riznych genotypt jednoho druhu rostlin a v konecném duasledku i jejich celkové
prospivani b&hem obdobi sucha. Cetnymi studiemi byla zjiiténa souvislost vyssi
aktivity/mnozstvi antioxidanti s lepSi odolnosti vi¢i suchu a narist alesponn nékterych
Z téchto parametri je uvazovany jako jeden z vyznamnych faktorti vyssi tolerance rostlin
Kk suchu. Pii slechténi rostlin odolnych vii¢i suchu je proto kladen diraz na zlepSeni efektivity
jejich antioxidac¢nich systému a Casto se doporucuje posuzovat rostliny s neznamou citlivosti

vaci suchu podle téchto parametrt. Vzhledem k tomu, Ze nedostatek vody je limitujicim



faktorem mnoha procest probihajicich v rostlindch, je pfi studiu reakce rostlin na stres a pfi
snaze, vyslechtit odolné genotypy zadouci, posuzovat odpovéd rostlin co mozna
nejkomplexnéji a porovnanim zmén vyznamnych parametrti pochopit mechanizmy, které hraji
uvedeno, odlisné nejen u riznych druht rostlin, ale i u rznych genotypti nebo odrtd téhoz
druhu. Reakce rostlin na stres je kromé toho zavisla na délce a intenzité stresu, na rustovém
stadiu nebo podminkach péstovani, v némz stres probiha a strategie zvySovani tolerance

rostlin k suchu musi uvazovat vSechny tyto faktory.

Studiu vlivu riznych abiotickych stresorti na rostliny s ohledem na posouzeni citlivosti
a rezistence odliSnych genotypll je na Katedfe genetiky a mikrobiologie vénovana pozornost
jiz del8i dobu. Modelovou rostlinou pro tyto studie byla pfedev§im kukufice. Kromé& kukutice
jsou nejcastéji pro studium odezvy rostlin na stres suchem vyuzivany obilniny (rizné druhy
pSenice), ryze, sluneénice nebo fazol. Vicia faba L., ktera byla v nasi laboratofi vybrana jako
vhodna modelova rostlina pro srovnani se Zea mays L., je V literatufe popisovana pouze
ojedin€le a prace souvisejici s odolnosti vii€i stresu suchem a antioxidanty nebyly u této
rostliny v literatufe dosud popsany. Hlavnim cilem moji diplomové prace tedy bylo zjistit, zda
a jak reaguji dvé odrady Vicia faba L. na vystaveni stresu suchem, zda se ve vybranych
parametrech li$i v odezv€ na stres, zejména s ohledem na zmény aktivity nebo mnoZstvi
nékterych antioxidant, zda jsou pfipadné zmény v souladu se studiemi publikovanymi

u jinych rostlinnych druhti a zda by bylo mozné z vysledkti vyvodit obecnéji platné vztahy.



2 Cile prace a hypotézy

Dil¢i cile prace:

Zjistit, jestli dochdzi ke zméné aktivity a mnozstvi vybranych antioxidantd,
morfologickych a fyziologickych parametri u dvou odlisnych odrid Vicia faba L.
Vv disledku stresu suchem

Zjistit, zda se odridy lisi ve studovanych parametrech v odezvé na stres a zda je jejich
reakce v souladu s predpokladem jejich odlisné citlivosti vuc¢i stresu suchem a
odpovida udajim, publikovanym v literatufe u jinych druhi rostlin

Zjistit, zda by bylo mozné n¢které ze studovanych parametrii uvazovat jako mozné

markery pro zjiSténi vyssi tolerance vici stresu suchem

Hypotézy

Odrudy budou reagovat na stresové podminky péstovani a jejich reakce na stres bude
odli$na a bude zéaviset na studovaném parametru

Aktivita/mnozstvi antioxidantli bude v reakci na stres vyssi u odolné odridy

Odolna odrtda si i pfi stresu suchem udrzi stejny ristovy trend a stejny trend aktivity
elektron-transportniho fetézce jako v kontrolnich podminkach, nebo se negativni efekt

stresu suchem projevi u odolné odridy méné nez u citlivé.



3 Piehled literatury

3.1 Stres suchem

Stres suchem je jednim z nejvyznamnéjSich abiotickych stresort, ktery negativné
ovlivitluje rist a vyvoj rostlin, coz v koneéném disledku vede ke snizovani vynosu
zemédélskych plodin. Po celém svéteé se procento suchem postizenych oblasti od roku 1970
do roku 2000 zdvojnasobilo a stale roste. Souvisi to s globalnimi zménami, které se projevuji
celosvétové zvySovanim priméerné teploty. Toto doklada graf zachycujici teplotni odchylky
od dlouhodobé stanovené primérné teploty (Obr. 1), které jsou v poslednich 40- ti letech
pozitivni a stale se zvét§uji. Zvyseni pramémé letni teploty na tizemi CR doklada také graf
ze stanice Praha-Klementinum (Obr. 2), kde byly teploty sledovany od roku 1770.

Prvotni reakci rostliny na sniZzenou dostupnost vody je zavirani praducht. Klicovou
roli v tomto procesu hraje kyselina abscisova, ktera zprostiedkovava zavirani svéracich bunék
priducht, ¢imz snizuje ztraty vody (Pei et al., 2000). Tento proces ov§em snizuje dostupnost
CO; pro fotosyntézu. Snizenou fixaci CO, doprovazi snizena spotieba ATP a NADPH, coz
zpusobuje jeho nadbytek a naopak nedostatek NADP'. Vzhledem k tomu, ze NADP" je
hlavnim akceptorem elektronti z elektron-transportniho ftetézce, z divodu jeho snizené
koncentrace dochazi k prenosu elektronti na kyslik, ktery je tim redukovan na superoxidovy
radikal, a ze kterého mohou vznikat dal$i reaktivni formy kysliku (ROS) (Obr. 3). Zvysené
mnozstvi ROS nedovoluje opravy poSkozeného fotosystému II a vede tak k fotoinhibici
(Nishiyama et al., 2001).

Poté, co v disledku zavirani praduchii dojde ke sniZeni koncentrace CO,, dochézi
Casto k tvorbé ROS. Zvysena koncentrace CO; by tedy mohla pozitivné ovliviiovat rist rostlin
béhem stresu suchem (Varga et al., 2012). Je tedy mozné, ze budouci klima se zvySenou
koncentraci CO; bude snizovat oxidativni tlak, a tvorbu peroxidu vodiku a tim omezovat
oxidativni poskozeni béhem pusobeni riznych abiotickych stresi (Farfan-Vignolo a Asard,
2012). Autofi tento jev popisuji u rostlin Lolium perenne L. a Medicago lupulina L., u nichz
navic nedoslo k tak velkym poklesim aktivity antioxida¢nich enzymi askorbat peroxidazy
(APX) a peroxidazy (POX) u stresovanych rostlin pii zvysené koncentraci CO, na rozdil od
rostlin rostoucich za normalni koncentrace COs.

V experimentalnich podminkach mlZe byt stres suchem navozen omezenou zavlahou

rostlin nebo pomoci polyethylenglykolu (PEG). PEG nepronikd do buiky, ani s ni
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neinterferuje, pouze zabranuje vstupu vody a anorganickych iontti do buiiky pii osmotickém
vyrovnavani (Lokhande et al., 2010).
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Obrazek 1. Celosvétova primérna povrchova teplota zobrazena pomoci teplotnich anomalii (°C)
v letech 1880-2010.
Upraveno dle http://earthobservatory.nasa.gov/Features/GlobalWarming/page2.php
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Obrazek 2. Vyvoj teploty (°C) v letnich mésicich méfeny na stanici Praha-Klementinum mezi roky
1770-2010. Ptevzato z: http://www.globalni-ochlazovani.cz/teploty-praha-klementinum.php
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3.2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou latky vznikajici v buiice na rtiznych mistech
(ptedevsim v chloroplastech, mitochondriich, peroxizémech) a béhem riiznych metabolickych
procest. V rostlinné buiice je hlavni misto jejich vzniku chloroplast, protoze do né&j je
lokalizovana fotosyntéza s elektron-transportnim fetézcem. Omezeni dostupnosti CO;
pii zavienych prudusich v disledku stresu omezi aktivitu Calvinova cyklu a v bunce tak
nastane nedostatek NADP®, akceptoru elektronti z elektron-transportniho fetézce. Tak se
muze stat kyslik (produkovany béhem fotosyntézy a pritomny v chloroplastu) akceptorem
elektront putujicich fotosystémy a mize zpusobit vznik superoxidového radikalu (O,7), nebo
peroxidu vodiku, ale také tim omezi efektivitu fotosyntézy (Foyer et al., 1994). Vznikly
superoxidovy radikal dale dava vznik dal$im ROS, napt. peroxidu vodiku (H0,) a
hydroxylovému radikalu (OH’). Dalsimi ROS jsou napiiklad singletovy kyslik (‘O,),
perhydroxylovy radikdl (HO2") (Obr. 3). Tyto jsou vysoce reaktivni a velmi toxické a
zpusobuji poskozeni proteint, lipidd, uhlovodikii, DNA, coz mlze vést v koneéném disledku
az ke smrti bunky (Foyer a Noctor, 2005). ROS mohou také zplsobovat peroxidaci
fotosyntetickych pigmentd, kterd muaze vést k degradaci pigmentd, a k poklesu obsahu
chlorofylu (Sharifi et al., 2012).

Za normdlnich podminek je béZné mnoZzstvi ROS odbourdvdno antioxida¢nim
systémem rostliny, ale v ptipad¢ zvySeného mnozstvi ROS muze byt tato rovnovaha narusena
a ROS se mohou kumulovat a pisobit v buiice toxicky. Nachylné jsou pfitom predevSim
chloroplasty, které ackoliv jsou na pfitomnost ROS pfipravené a maji své antioxidanty,
mohou byt poskozeny ROS, které jsou ve zvySené mife produkovany v ostatnich
kompartmentech a do chloroplastu mohou difundovat (Asada, 1992).

ROS mohou v buice reagovat odlisné v zavislosti na koncentraci. V nizkych
koncentracich mohou fungovat jako sekundarni posli pfi zajiStovani normalniho ristu a
vyvoje rostliny (Foreman et al., 2003) a ve vysokych koncentracich mohou zpisobovat
senescenci nebo ptipadné i programovanou bunéénou smrt (Prochazkova et al., 2001). To,
jakou budou mit v buiice roli, zalezi na pfesné rovnovaze v dany ¢as na daném misté. ROS
mohou byt pro bunku Skodlivé v disledku naruSeni vyznamnych procesii a soucasné
prospésné diky zprostifedkované iniciaci exprese gend. V aktivaci téchto procest rozhoduje
mimo jiné i presné misto jejich vzniku, protoZze vzhledem k jejich reaktivit¢ stihnou
difundovat jen na kratkou vzdalenost, bez toho aniz by s néim reagovaly (Gill a Tuteja,
2010).
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Rychl¢ a efektivni odbourdvani ROS je tak kli¢em k zachovéani zdsadnich bunéénych
procest, jako je fotosyntéza a uchovani neposkozenych bunécnych struktur. Proto si rostlina
vytvofila dimyslny antioxida¢ni systém sestavajici s enzymatickych a neenzymatickych
antioxidantl, které¢ zajist'uji odbouravani zvyseného mnozstvi ROS (Obr. 4).

Negativni G¢inky ROS, které vedou k poskozeni buiiky, se oznacuji jako oxidativni
stres. Oxidativni stres mize vést nejen k inhibici fotosyntézy a respiracnich procest a tak i
k omezeni rustu rostliny, ale v extrémnich piipadech az k smrti rostliny. Akumulace ROS
v disledku environmentéalnich stresti (sucho, salinita, vysoké ozafeni, chlad, a dalsi) je

celosvétoveé hlavni pric¢inou ubytku vynosu zemédélskych plodin.

0,—€ >0, —& +0r—¢ 05 € ,o0—f 0>
2H

(3%

H,0

Haber-Weissova/
Fentonova reakce

Obrazek 3. Metabolicka draha univalentni redukce molekularniho kysliku (O,) na vodu (H,0), ktera
vede Vv rostlinach k tvorbé riznych reaktivnich forem kysliku (ROS): superoxidového radikalu (O;"),
perhydroxylového radikdlu (HO;"), peroxidu vodiku (H,0,), hydroxylového radikalu (OH),
singletového kysliku (‘O,), peroxidového iontu (O,”), oxenového iontu (O), oxidového iontu (O?).
Superoxidovy radikal miize poskytnout elektron (e") Zelezu (Fe") za vzniku redukované formy (Fe?"),
ktery dale mize redukovat peroxid vodiku za tvorby hydroxylového radikalu. Tento dil¢i cyklus se
jmenuje Haber-Weissova reakce, jeho posledni krok zahrnujici oxidaci Fe** peroxidem vodiku se
nazyva Fentonova reakce. Upraveno dle Karuppanapandian et al. (2011).
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3.3 Reakce na stres suchem

Rostliny na stres suchem reaguji komplexné, a jeho ucinky lze tudiz sledovat
na riznych trovnich od sledovani zmén ristu a vyvoje rostliny jako celku az po zmény
odehrévajici se na molekularni urovni.

Rostliny se snazi bud’ stresu vyhnout, nebo se mu néjak ptizptsobit. Z morfologického
pohledu c¢asto dochézi k urychleni rastu/vyvoje, tudiz jsou rostliny casto mensiho vzristu.
Vysoky vodni potencial se snazi udrzet tak, ze redukuji ztraty vody, zlepsSuji pfijem vody,
nebo kombinuji oba procesy. U rostlin Poa pratensis L. byla tato souvislost pfizptisobeni se
rostlin k suchu mensim vzrastem prokazana opa¢né. Rostliny, u kterych byl uméle inhibovan
rust, byly poté odolnéjsi vici suchu (Xu a Huang, 2012). Mensi vzrist rostliny mize byt dan
také poklesem elongace a diferenciace bun¢k v dasledku poklesu turgoru bunék (Jaleel et al.,
2008).

Velice Castou reakci rostliny na stres suchem je senescence. Je to fyziologicky proces,
ktery mlze byt navozen/urychlen pii nedostatku vody a jeho hlavni pfi¢inou jsou poruchy
metabolismu aktivniho kysliku. Jeji primarni efekt je odbouravani chloroplasti a remobilizace
jejich obsahu. Za normalnich podminek k senescenci dochazi na konci Zivota rostliny a je
casto spojena s vyssi akumulaci ROS a malondialdehydu (MDA) a naopak niz§im mnoZzstvim
antioxidantt (Zhang et al., 2012). Suchem navozena senescence listu pomtize rostliné bojovat
se stresem tak, Ze rostlina kontrolované obétuje pletivo listu, vyuZije jeho Ziviny a vodu a
zabrani transpira¢nim ztratim vody (Munne-Bosch a Alegre, 2004). Obranou proti senescenci
je Slechténi tzv. staygreen genotypt, které jsou charakteristické tim, ze si chlorofyl (ktery je
pfi senescenci odbouravan) dokazi udrzet déle nez odpovidajici standardni genotypy (Tian et

al., 2012a).

3.4. ZvvSeni antioxidaéni ochrany

Cileny mirny stres

ZvySovani mnozstvi antioxidanti muze byt v nékterych piipadech dokonce zamérné
navozené a rostliny jsou pravé diky mirn€ vysSsi hladiné antioxidanti doporucovany jako
vhodné ke konzumaci. Tyto latky mohou pomahat i Clovéku a jejich pfitomnost je tedy
zadouci (Koyama et al., 2012). Mirny cileny stres by mohl v rostlinach zvysit hladiny
antioxidantli a pfitom neovlivnit jejich morfologii. Ptfi zalévani Solanum lycopersicum L.

lehce slanou vodou dochézelo k zvySeni mnozstvi antioxidantl (kyselina askorbova,
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a-tokoferol), ale narostlinach nebyly patrné zadné negativni ucinky stresu (Sgherri et al.,
2007). Podobn¢ u hydroponicky péstované Lactuca sativa L. pusobeni sucha zvysilo
mnozstvi L-askorbové kyseliny, cukrii a polyfenolu aniz by to ovlivnilo vynos (Koyama et

al., 2012).

Vnaseni gent

Zvysena antioxidacni aktivita enzyml byla také zjiSténa u transgennich rostlin
po vneseni gent pro dané antioxidanty. Rostliny Nicotiana tabacum L. s vnesenymi geny
pro cytosolickou CuZn-superoxid dismutazu (SOD) a askorbat peroxidazu (APX) vykazovaly
vys$si aktivitu béhem stresu suchem v porovnani s kontrolou. Dokonce byla pozorovéana
zvySena aktivita i ostatnich antioxidacnich enzyml (peroxiddza, glutathion reduktiza,
katalaza, monodehydroaskorbat reduktaza). To mize byt vysvétleno vétsi tvorbou peroxidu
vodiku a tim i v&tsi poptavkou po detoxikaci (Faize et al., 2011). Rovnéz u transformovanych
rostlin Solanum tuberosum L. s vnesenym promotorem SWPA?2 (reaguje na oxidativni stres)
doslo ke zvyseni exprese CuZn-SOD a APX a byla u nich pozorovana vétsi odolnost vici
suchu spojena s vy$8imi aktivitami téchto enzymu v chloroplastech (Lu et al., 2010). Stejné
tak rostliny Solanum lycopersicum L. s vnesenym genem pro protein ZAT12, ktery kontroluje
expresi riznych gend aktivovanych stresem, zvySily aktivitu antioxida¢nich enzyml a
mnozstvi prolinu a byly odolnéjsi vii¢i suchu. Také zde byla pozorovana niz§i akumulace

peroxidu vodiku (Rai et al., 2012).

Aplikace podpirnych chemickych latek

Zvyseni antioxidacni ochrany bylo také docileno aplikaci riznych chemickych latek:
brassinosteroidi (Yuan et al., 2010), kyseliny 5-aminolevulové (Li et al., 2011), Ca** a K*
iontl (Alam et al., 2011), kyseliny skoficové (Sun et al., 2012), kyseliny abscisové (Ozfidan
et al., 2012), nebo superabsorpéniho polymeru, ktery pomaha udrzet vodu a Ziviny v pudeé,
neni toxicky a Casem se rozlozi na CO,, vodu, amonné a draselné ionty (Mao et al., 2011),

(Moghadam et al., 2011).
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3.5 Antioxidanty

Rostliny na stres ¢asto reaguji nartistem mnozstvi antioxidant (Obr. 4), ktery muize

byt dan bud’ adaptivni zménou katalytickych vlastnosti nebo zvySenou transkripci ptislusnych

tichych gent (Sgherri a Navariizzo, 1995).

Antioxidanty se d¢li na enzymatické a neenzymatické.
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NADP*

1

I

1

1

1

|

1

1

1

:

! DAsA
: H20
|

1

1

1

1

1

MDAsA
DAsAR

NAD(P)*

poplast

NADPH

AD(P)H

NAD(P)*

NAD(P)H

H20

fotorespirace

Obrazek 4. Odbouravani reaktivnich forem kysliku v mitochondriich, chloroplastech, mikrotéliskach,
cytosolu a apoplastu bunék vyssich rostlin. Upraveno dle Shigeoka et al. (2002).

Tabulka 1 popisuje zmény v aktivité/koncentraci jednotlivych antioxidant v reakci na stres

suchem u rGznych druhti rostlin. V ramci jednotlivych druhti byly sledovany genotypy liSici

se citlivosti ke stresu suchem.

r

Reakce antioxida¢niho systému rostlin v souvislosti se stresem suchem je hlavnim tématem,

kterému se vénuji v literarnim ptehledu.
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3.5.1 Antioxidaéni enzymy

3.5.1.1 Askorbat peroxidaza

Askorbat peroxiddza (APX) je enzym vyuzivajici askorbat jakozto specificky donor
elektroni  kredukci peroxidu vodiku na vodu a dale jeho Ccinnosti vznika
monodehydroaskorbat. K obnové askorbatu dochazi bud’ pfimo spontanni pfeménou
monodehydroaskorbatu na askorbat a dehydroaskorbat nebo pomoci enzymi
monodehydroaskorbat reduktazy (MDHAR) a dehydroaskorbat reduktdzy (DHAR) (Asada,
1992). APX je dilezitou slozkou askorbat-glutathionového cyklu (AsA-GSH) (Obr. 4).
Aktivita APX (na rozdil od CAT, kterd také rozkladd H,O;) je zéavisld na ptitomnosti
askorbatu jako donoru elektrond. U vysSich rostlin se APX vyskytuje nejméné ve ctyfech
kompartmentech: stroma a tylakoidni membrany chloroplastu, mikrozomy (peroxizomy a
glyoxyzomy), cytosol (Chen a Asada, 1989) a mitochondrie (Jiménez et al., 1997). Kazdy
kompartment muze obsahovat bud’ jednu, nebo vice APX izoforem (Shigeoka et al., 2002).

Izoenzymy APX, ptedevSim ty chloroplastové, jsou nestabilni v nepfitomnosti
askorbatu, jakozto donoru elektronu. TakZe pii poklesu hladiny askorbatu béhem
fotooxidativnich stresovych podminek dochazi kjejich inaktivaci. Vysoka hladina
endogenniho askorbatu je tedy esencidlni pro efektivni udrzeni funkcéniho antioxidaéniho
systému. Proto je biosyntéza, intraceluldrni translokace, subceluldrni distribuce a regenerace

askorbatu tak zasadni pro spravnou aktivitu kazdého izoenzymu APX (Shigeoka et al., 2002).

APX ve funkci hlavniho antioxidantu

APX miize v rostlinach zajistovat ochranu bud spole¢né s dalSimi antioxidanty,
jejichz aktivity nebo mnoZzstvi béhem stresu roste, nebo k nartGstu aktivity APX miize
dochazet, aniz by dochazelo k podobnym zménam i u dalSich antioxidanti. U rostlin Coffea
canephora Pierre ex Froehner ze vSech méfenych antioxidanti (SOD, CAT, GR, DHAR,
AsA) pouze aktivita APX vzrostla u 3 ze 4 genotypt (1 odolny a 2 citlivé) a u odolného to byl
jediny enzym, jehoz aktivita v reakci na sucho vzrostla. Z toho lze usuzovat jeho vyznam
v antioxidativni ochrané rostliny (Pinheiro et al., 2004). Jako hlavni antioxida¢ni enzym
funguje APX naptiklad u Sedum album L., kdy oproti ostatnim enzymim s postupujicim
suchem neklesla jeho aktivita, ale zlstala zvySend (Habibi a Hajiboland, 2012). Pti
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porovnavani C3 Cleome spinosa (Jacq.) Raf. a C4 Cleome gynandra L. byla APX jedinym
enzymem, jehoz aktivita rostla a v prubéhu 10-ti denniho stresu neklesala oproti ostatnim
méfenym enzymim. Na zaklad¢ téchto vysledkl autofi usuzuji, ze v odbouravani peroxidu
vodiku bude hrat hlavni roli (Uzilday et al., 2012).

I slaby nartist aktivity APX miize mit zasadni vliv na odolnost rostliny vici suchu.
Odolny a citlivy genotyp Helianthus annuus L. vykazoval stejny trend v aktivitach glutathion
reduktazy (GR) a katalazy (CAT) u obou genotypti, jedina APX u odolného genotypu lehce
vzrostla, zatimco u citlivého ziistala nezménéna. I tento maly rozdil ma pozitivni vliv na rist a
vyvoj rostlin béhem sucha (Baloglu et al., 2012). U Kochia scoparia (L.) Schrad. byla sice
zvysena aktivita APX doprovazena i vyssi aktivitou GR u odolného i citlivého genotypu, ale u
odolného genotypu byl narist APX dvojndsobny, zatimco u citlivého jen velice maly
(Masoumi et al., 2010). K rozdilu v odolnosti vii¢i suchu mohla tedy stadit i tato rozdilna
reakce aktivity APX. Vyznam aktivity APX ve zvySeni odolnosti rostlin vici stresu suchem
podporuji i vysledky molekularné¢ genetickych studii. Rostliny Nicotiana tabacum L.
s vnesenym genem pro APX vykazovaly béhem stresu jeho zvySenou expresi, coz se projevilo
naslednou vétsi odolnosti vii€i suchu na rozdil od rostlin s vnesenym genem pro SOD, u nichz
nebyly pozorovany tak vyrazné zmény (Faize et al. 2011). Tim tedy piimo potvrzuji pozitivni

vliv zvysené aktivity APX pii obrané proti oxidativnimu stresu.

APX neovliviiuje odolnost vaci suchu

Ani velky narist aktivity APX vSak nemusi rostliné zajistit odolnost vic¢i suchu.
U citlivého genotypu Arachis hypogaea L. doslo po vystaveni rostlin 12- ti dennimu stresu
suchem (aplikaci PEG) k 2x vys$imu nardstu aktivity APX, ale i pfesto bylo u tohoto
genotypu pozorovano jasné opozdéni rastu. APX byla jedinym enzymem, jehoZ aktivita
u citlivého genotypu takto vzrostla, v rostlin€ hrala zdsadni roli pfi ochran¢ béhem sucha, ale i
ptesto ji nedokazala zajistit odolnost (Akcay et al., 2010). Podobné vysledky popsali Saglam
et al. (2011) u Phaseolus vulgaris L., kde u citlivych genotypti zaznamenali narist aktivity
APX, zatimco u odolnych ne. Aktivita APX odolného genotypu nebyla nejvyssi, byla jen o
malo nizs§i nez aktivita jednoho citlivého genotypu a vyrazné vyssi nez aktivita druhého
citlivého genotypu. Nicméné to, Ze si tuto svou vysokou aktivitu udrzela, ji zajistilo odolnost,
zatimco tato zvySend aktivita nezajistila odolnost citlivym genotypiim. U odolné¢ho genotypu

Solanum peruvianum L. doslo v dasledku stresu suchem Kk nardstu aktivity pouze u GR,
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zatimco aktivita APX poklesla. U citlivého genotypu vSak doslo k poklesu aktivit u obou
téchto enzymi, takze zvySena aktivita alespon jednoho c¢lanku AsA-GSH cyklu zajistila
rostling odolnost (Unyayar et al., 2005).

U Coffea canephora Pierre ex Froehner doslo k opa¢nému trendu, kdy aktivity APX a
GR vzrostly u citlivého kultivaru, zatimco klesly nebo zlstaly nezménény o odolnych
kultivart, coz autoii vysvétluji tak, ze citlivy genotyp potieboval zapojit vice antioxidativnich
mechanism €i jejich vyssi aktivitu, aby se s ROS vypotadal na rozdil od odolného genotypu
(Pinheiro et al. 2004).

Nizsi aktivita APX u odolného genotypu byla pozorovana rovnéz u Phaseolus vulgaris
L. Aktivita odolného genotypu vzrostla jen prvni méfeny den (13. den stresu) a ten druhy (22.
den stresu) jiz ne, zatimco aktivita APX u citlivého genotypu vzrostla oba méfené dny.
Naopak u odolného genotypu doslo k nartistu mnozstvi askorbatu na rozdil od citlivého
genotypu (Rosales et al., 2012). Samoziejmé v odolnosti rostlin vic¢i suchu mohly hrat roli i
jiné slozky antioxidativni ochrany, které nebyly studovany. Aktivita APX nemusi nutné vzdy
v reakci na stres suchem rust. U Guizotia abyssinica Cass. byl popsan pokles aktivity APX u
obou odolnych 1 obou citlivych genotyptl, stejné tak jako napt. u CAT. Odolnéjsi genotypy
mély vSak 1 pres zjiStény pokles aktivity APX v disledku stresu vySsi aktivity nezZ citlivé
genotypy. Je tedy mozné, Ze hladina APX je dostate¢né vysoka, a Ze jeji pokles béhem stresu
rostlinu neovlivni a nepotiebuje ji proto zvySovat. Kromé toho se na odbouravani ROS mohly
podilet i dal$i slozky antioxidativnich mechanismi (prolin, SOD) (Ghane et al., 2012).
K nartistu APX nemusi dojit ani v pfipadé, kdy doslo ke zvyseni nékterych enzymt ASA-
GSH cyklu (GR, MDHAR) jak potvrzuji u Triticum aestivum L. (Smirnoff a Colombe, 1988).

Izoformy APX v souvislosti s reakci na stres suchem

Vzhledem k tomu, ze APX se v rostlinné bunce vyskytuje v nékolika izoformach, jeji
pusobeni a vliv na funkce v rostlinach zavisi také na jejich zastoupeni. U odolného genotypu
Oryza sativa L. byly v reakci na sucho popsany 4 izoformy APX, zatimco u citlivého pouze
jedna (Selote a Khanna-Chopra, 2004). Kholova et al. (2011) popisuji narast aktivity APX
v reakci na sucho z 9 studovanych izoforem pouze u APX5 u odolného genotypu Pennisetum
glaucum L. Dale pak Kholova a Vadez (2013) popisuji nartst aktivity dvou minoritnich
izoforem APX (APX2, APX4) a jedné hlavni (APX6) v reakci na stres suchem u Pennisetum
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glaucum L., nicméné celkovy narist aktivity APX prokazan nebyl. Toto dokazuje, Ze rostliny

mohou reagovat na stres zménou aktivity jen nékterych izoforem.

3.5.1.2 Glutathion reduktaza

Glutathion reduktaza (GR) je enzym, ktery udrzuje intracelularni glutathion
vV redukované formé¢ tim, ze katalyzuje NAD(P)H-dependentni tvorbu disulfidické vazby
glutathion disulfidu (GSSG). Glutathion reduktaza katalyzuje posledni limitujici krok AsA-
GSH cyklu (Noctor a Foyer, 1998). Jeho zvysSena aktivita mize poméhat regeneraci NADPH
na NADP® azajistovat tak jeho dostupnost pro elektrony z ferredoxinu v elektron
transportnim fetézci, a tim snizovat moznost tvorby superxodiovych radikalti (Baisak et al.,
1994). Nartst aktivity GR v rostlinach v dasledku piasobeni stresu vede k akumulaci

glutathionu a ke zvysSeni odolnosti rostlin vici stresu (Selote a Khanna-Chopra, 2004).

GR ve funkci hlavniho antioxidantu

GR je povaZzovéna za jeden ze zdsadnich antioxidacnich enzymi uplatiujicich se
V ochrané rostlin pfed plisobenim stresovych faktorti. U odolnych genotypii dochazi velice
casto ke zvySeni aktivity vétSiny jejich antioxidantli a spole¢né maji pozitivni vliv na odolnost
rostliny, nicméné v nékterych ptipadech byla oznacena pravé GR jako klicovy enzym.

Vyznam GR v odpovédi rostlin Glycine max (L.) Merill. na nepfiznivé G¢inky stresu
zdaraznili Van Heerden a Kriiger (2002). Ze dvou méfenych antioxidanti se od sebe
genotypy liSily pravé aktivitou GR, kterd u citlivého v disledku stresu nevzrostla, zatimco
u odolného ano. Akcay et al. (2010) u rostlin Arachis hypogaea L. zjistili, ze doSlo sice
k narastu aktivity GR (a taktéz APX a CAT) u obou genotypti, ale u odolného byl tento
nartst dvojnasobny, zatimco u citlivého aktivita vzrostla pouze 1,5x. Aktivita CAT dokonce
u citlivého genotypu s postupujicim stresem poklesla, tudiZ tyto dva enzymy byly klicové pti
uréeni odolnosti rostlin vici suchu. U Glycine max (L.) Merill. doslo béhem stresu k naristu
mnozstvi prolinu a aktivity CAT u vSech genotypt (2 odolnych a 3 citlivych), s vyjimkou
aktivity GR, ktera zistala u dvou citlivych genotypti beze zmény a u dvou odolnych a jednoho
citlivého vzrostla. GR by podle autori mohla mit zasadni funkci, protoze jeji nezménéna

aktivita nejspiSe rozhoduje o citlivosti rostlin (Masoumi et al., 2011). Rovnéz Chakraborty a
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Pradhan (2012) povazuji GR spole¢né s peroxidazou (POX) za hlavni enzymy urcujici
odolnost studovanych genotypa Triticum aestivum L. Zjistili, Ze u odolnych genotypt jejich
aktivita rostla po celou dobu 9- ti denniho stresu, zatimco u citlivych rostla jen do tietiho dne
stresu a pak klesala. Prokazateln¢ zasadnim enzymem ze studovanych antioxidantd (APX,
SOD, GR, CAT) urostlin Atriplex hortensis L. stresovanych suchem byla GR. V reakci
odolného a citlivého genotypu na stres suchem doslo k nariistu aktivit APX a CAT a poklesu
aktivity SOD u obou genotypu, s vyjimkou aktivity GR, ktera u odolného genotypu vzrostla a
u citlivého poklesla (Sai et al., 2012).

Narust aktivity GR u odolnych genotypu

Souvislost odolnosti rostlin se zvySenou aktivitou GR, jakozto enzymem zbavujicim
bunku toxickych ROS, je dokdzana v mnoha pracich u mnoha riznych druht rostlin.
Naptiklad u Zea mays L. (Pastori a Trippi, 1992), Oryza sativa L. (Selote a Khanna-Chopra,
2004), Solanum lycopersicum L. (Unyayar et al., 2005), Atriplex hortensis L. (Sai et al.,
2012) doslo k nartuistu aktivity GR u odolného genotypu, zatimco u citlivého doslo k jeho
poklesu.

U Nicotiana tabacum L. sice doslo k narustu aktivity u v§ech genotypt, ale u odolnych
to byl nariist 233% a 250%, zatimco u citlivych jen 159% a 187% (Van Rensburg a Kruger,
1994). Podobné ptipady narlstu aktivity GR u obou genotypi, kde byl v§ak nartst u odolné¢ho
veétsi nez u citlivého, popisuji také u rostlin Arachis hypogaea L. Akcay et al. (2010), u Poa
pratensis L. Xu et al. (2011), u Nicotiana benthamiana Deng et al. (2012), u Abelmoschus
esculentus (L.) Moench. Kusvuran (2012).

U Glycine max (L.) Merill. doslo v reakci na stres suchem Kk nartiistu aktivity GR
u odolného genotypu, zatimco u citlivého genotypu aktivita nebyla zménéna (Van Heerden a
Kriiger, 2002). Podobny ptipad byl popsan u Triticum durum L., kde byla aktivita GR
u odolného genotypu po celou dobu stresu vyssi neZ u kontrolnich rostlin, ackoliv v priibéhu
vyvoje celkova aktivita nejprve vzrostla a pak s dospivanim rostliny klesla. Zatimco
u citlivého genotypu byla aktivita GR hned od pocatku stresu niz§i nebo bez rozdilu
od kontrolnich rostlin a celkové se jeho aktivita také v prub&éhu vyvoje snizovala (Huseynova,
2012).

Provazanost GR a DHAR jakozto dvou slozek AsA-GSH cyklu doklada ve svém

pokusu Sanchez-Rodriguez et al. (2012) u Solanum lycopersicum L., kde zatimco u odolného
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genotypu aktivity obou dvou téchto enzymi vzrostly, u citlivého nebyly stresem nijak
ovlivnény. Autofi tedy pfisuzuji odolnému genotypu efektivnéjsi detoxikaéni mechanismus

peroxidu vodiku.

Nejednoznacné chovani GR

V tad¢ praci vSak nebyly ziskany tak jednoznacné vysledky nebo byly dokonce zcela

protichuidné. Ne vzdy dochazi u odolnych genotypt v reakci na stres suchem K naristu
aktivity GR. U Phaseolus vulgaris L. zustala aktivita GR u odolného genotypu nezménéna,
ackoliv u citlivych genotypi aktivita vzrostla. Toto mlze byt dano tim, Ze odolny genotyp
mél celkové nejvyssi aktivitu GR, kterd mu nejspiSe stacila pro efektivni odbouravani ROS
(Saglam et al., 2011). Podobna odezva rostlin na stres suchem byla pozorovana u Helianthus
annuus L. U téchto rostlin byla u obou genotypi aktivita nezménéna oproti kontrolnim
rostlindm a ani genotypy navzijem se prikazné neliSily. Glutathion reduktaza tak nejspiSe
nebyla zasadnim enzymem tucastnicim se reakce rostlin na sucho (Baloglu et el., 2012).
U Triticum aestivum L. se odolné genotypy lisily od citlivych mirou poklesu aktivity GR.
U citlivého genotypu aktivita klesala s délkou stresu, zatimco u odolnych na pocatku a
Vv prib¢hu stresu aktivita vzriistala (az do 5. dne stresu) a klesala az ke konci (7. den stresu)
(Nikolaeva et al., 2010). I takovyto rozdil muze byt zasadni v reakci rostliny na stres suchem.

Ne vzdy aktivita GR vykazovala jasny trend v zavislosti na genotypu a plsobeni
stresu. Naptiklad u Coffea canephora Pierre ex Froehner doslo u citlivého genotypu nejprve
K narustu aktivity GR a poté k mirnému poklesu a u odolného genotypu doslo nejprve k
zachovani stejné aktivity a poté jejimu poklesu, a ze ziskanych vysledkii nebylo mozné
vyvodit zadny obecnéji platny vztah (Pinheiro et al., 2004).

Ptesto, ze zvySena aktivita GR byla vétSinou pozorovéana u odolnych genotypt a méla
tak vliv na odolnost rostlin, byly publikovany 1 zcela opa¢né vysledky, které nepotvrdily
souvislost zvySené aktivity GR s odolnosti viici stresu suchem.

Vst nartst aktivity GR a celkové vyssi hodnoty byly zjiStény u citlivého genotypu
Musa L. na rozdil od odolného genotypu v reakci na sucho. Divod, pro¢ byl tento genotyp
citlivy, je nejspiSe ten, Ze zvySena aktivita GR nebyla doprovazena zvysenou aktivitou APX
(Chai et al., 2005). Narust aktivity u citlivych genotypti ve srovnani s odolnymi byl zjistén
také u Saccharum officinarum L. Zde doslo k vyrazné vétsimu narustu aktivity GR u obou

citlivych genotypit v porovnani s odolnymi genotypy a dokonce byly hodnoty citlivého
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genotypu celkové nejvyssi, tudiz v této rostling nejspis aktivita GR nebude hrat zésadni roli
(Ciaetal., 2012). Podobné vysledky byly popsany u Triticum aestivum L., kde pravé nejvyssi
narast aktivity GR byl pozorovan u dvou citlivych genotypti, zatimco u odolnych bud’

k narastu nedoslo, nebo jen k malému (Grzesiak et al., 2013).

Spoluprace APX a GR

Vzhledem k tomu, Ze se APX i GR uplatnuji jakozto katalyzujici enzymy AsA-GSH
cyklu da se predpokladat, ze pro spravné a efektivni fungovani celého cyklu a i¢inné obrany
proti ROS by byla optimalni zvySena aktivita obou enzymu (Sekmen Esen et al., 2012).
Nicméné ne vzdy tento idealni model funguje tak, Ze jsou tyto dva enzymy v pozitivni

korelaci.

Narust aktivity APX doprovazeny naristem aktivity GR u odolnych genotypi

Provazanost téchto dvou enzymii dokladd Van Rensburg a Kruger (1994), ktefi tyto
dva enzymy oznacili jako hlavni, podle kterych by se mohla posuzovat odolnost vii¢i stresu
suchem u Nicotiana tabacum L. Dikaz idealné¢ fungujiciho celého AsA-GSH cyklu byl
popsan u Oryza sativa L., kde v reakci na sucho doslo u odolného genotypu k nartistu aktivity
APX, GR a mnozstvi glutathionu (GSH) 1 askorbatu (AsA), zatimco u citlivého doslo
Kk poklesu vSech téchto antioxidantli (Selote a Khanna-Chopra, 2004). Mnozstvi a aktivitu
slozek toho cyklu (AsA, GSH, APX, GR) méfili Chugh et al. (2011) u odolného a citlivého
genotypu Zea mays L. vystaveného 72- hodinovému stresu suchem. V tomto piipade
vykazoval odolny a citlivy genotyp podobnou odezvu na stres suchem. U antioxidantii doslo
k nardstu jejich mnozstvi/aktivit u obou genotypu, u citlivého genotypu doslo k poklesu
aktivity APX. Oslabena funkce tohoto jednoho ¢lanku fetézce by mohla byt jednou z pficin
mensi odolnosti daného genotypu viici suchu a naopak vyssi aktivita u odolnych genotypi
pozitivnim pfizpusobenim ke stresu. Podobné vysledky byly publikovany u Poa pratensis L.,
kde hlavni rozdil mezi odolnym a citlivym genotypem byl ve vys§i aktivit¢ APX, GR,
MDHAR a DHAR u odolného genotypu, zatimco u citlivého byl narist aktivit téchto enzymu
po vystaveni stresu mensi (Xu et al., 2011). Vyssi aktivity enzymt AsA-GSH cyklu

u odolného genotypu (oktoploididniho) byly zjistény také u Nicotiana benthamiana L. Lisil se
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od citlivého (allotetraploidniho) predevsim vétsSim néarGstem aktivity APX a celkové vysSimi
hodnotami dal$ich antioxidantd AsA-GSH cyklu (Deng et al., 2012). Vzajemna korelace
téchto dvou enzymi byla potvrzena rovnéz u Saccharum officinarum L., kdy K nardastu aktivit
APX a GR doslo u odolného genotypu ve stejnou dobu a to ke konci stresu suchem, zatimco
citlivé genotypy pozitivni korelaci nevykazovaly. U nich naopak aktivita jednoho enzymu
rostla, kdyz aktivita druhého klesala nebo aktivita jednoho rostla s postupujicim stresem stéle,
zatimco aktivita druhého se zvysila az na konci stresové periody. Autoii uvadéji, ze by to
mohlo byt znakem ne pfili§ dobfe fungujiciho AsA-GSH cyklu (Cia et al., 2012).
K podobnym vysledkiim dospéli Van Heerden a Kruger (2002), kteti sledovali aktivitu APX a
GR u Glycine max (L.) Merill. U odolného genotypu zjistili zvySenou aktivitu obou téchto
enzymd, zatimco u citlivého pouze APX. Dalsi pozitivni korelace APX a GR u odolného
genotypu byla potvrzena u Musa L. Autofi zdlraziuji vyznam optimalni spoluprace slozek
ASA-GSH cyklu, protoze u citlivého genotypu v reakci na sucho doslo sice ke zvySeni
aktivity GR, ale aktivita APX zistala nezménéna, coz by mohlo byt jednim z divodi
citlivosti toho genotypu vici stresu suchem (Chai et al., 2005).

Dals$imi ptiklady, kdy u odolnych genotypli doslo ke zvySeni aktivit obou téchto
enzymu, jsou: Kochia scoparia (L.) Schrad. (Masoumi et al., 2010), Zea mays L. (Benesova
et al., 2012), Triticum durum L. (Huseynova, 2012), Abelmoschus esculentus (L.) Moench.
(Kusvuran, 2012), Triticum aestivum L. (Chakraborty a Pradhan, 2012) a (Huseynova, 2012),
Solanum lycopersicum L. (Sanchez-Rodriguez et al., 2012). Citlivé genotypy se pak Casto
vyznacovaly sniZenou nebo nezménénou aktivitou jednoho nebo vice enzymi a jejich

AsA-GSH cyklus nemusel fungovat tak efektivné jako u odolnych.

Narust aktivity APX nedoprovazen nariistem aktivity GR u odolnych genotypi

Naproti tomu v fadé praci nebyla prokazana korelace mezi slozkami AsA-GSH cyklu
a nebyla zji$téna zadna souvislost s odolnosti vici stresu suchem.

Napiiklad u odolného genotypu Atriplex hortensis L. nebyla zvysena aktivita APX
doprovazena zvysSenou aktivitou GR (Sai et al., 2012). Obdobné vysledky byly publikovany
napi. u Coffea canephora Pierre ex Froehner (Pinheiro et al., 2004), Helianthus annuus L.
(Baloglu et al., 2012), Saccharum officinarum L. (Cia et al., 2012).
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3.5.1.3 Katalaza

Katalaza (CAT) je enzym obsahujici hem, ktery katalyzuje reakci rozkladu peroxidu
vodiku na vodu a kyslik. Jeho hlavnim tkolem je odstranovani peroxidu vodiku, ktery vznika
mimo jiné pti fotorespiraci pti oxidativnim stresu v peroxizomech (Willekens et al., 1997).
Dalo by se tedy usuzovat, ze zvySena aktivita CAT odrazi miru fotorespirace v peroxizémech.
Byly popsany rtzné izoformy CAT v zavislosti na druhu, vSechny jsou tetramery (Sekmen
Esen et al., 2012). CAT je velice citliva na svétlo a jeji aktivita mize tedy velmi kolisat
(Hertwig et al., 1992). U silného a dlouhotrvajiciho stresu mize pokles jeji aktivity znamenat
nastupujici stres nadmérnym ozatrenim, kdy dochazi nejen k fotoinaktivaci CAT, ale také
fotoinhibici PSII a tudiz tvorbé ROS (Dat et al., 1998).

Na rozdil od APX, s niZ zastdva v buiice stejnou funkci, neni CAT zavisld na Zadném

substratu.

CAT ve funkci hlavniho antioxidantu

Ackoliv mnoho studii poukazuje na vyrazngjsi funkci APX v odbouradvani peroxidu
vodiku, rizné prace popisuji praveé aktivitu CAT za klicovou pro lepsi odolani stresu suchem.
Devi et al. (2012) oznacili aktivitu CAT za vyraznou u rostlin Triticum aestivum L. Zatimco
U ostatnich méfenych antioxidanti (APX, GR, POX) nebyl potvrzen vyrazny trend a rozdil
mezi genotypy, u CAT byl zaznamenan nejvétsi rozdil mezi odolnymi a citlivymi genotypy.
Aktivita CAT u Ctyf z péti odolnych genotypt vzrostla a u ¢tyf z péti citlivych v reakci
na sucho klesla. Na zéklad¢ ziskanych vysledki doporucuji autoti CAT jako nejlepsi ukazatel
odolnosti vuci stresu suchem u rostlin Triticum aestivum L.

Dalsi prace, ve které byla aktivita CAT zasadni v odolnosti vici suchu, je u rostlin

Phaseolus vulgaris L. (Zlatev et al., 2006).
Akcay et al. (2010) uvadgji, ze u Arachis hypogaea L. mohou mit hlavni ulohu v ur¢eni
odolnosti rostlin vii¢i suchu oba dva enzymy CAT 1 APX soucasné, a nemusi se vzdy projevit
vyrazné&jsi narast pouze u jednoho z enzymii. BeneSova et al. (2012) popisuji vyrazny nartst
aktivity APX u odolného genotypu Zea mays L. a soucasny vyrazny pokles aktivity CAT u
citlivého. Z toho by také bylo mozné usuzovat dilezitou funkci obou dvou téchto enzymt.

Jasnou pozitivni korelaci mezi aktivitou CAT a SOD v dasledku stresu suchem

potvrzuji Sayfzadeh et al. (2011) u rostlin Beta vulgaris L., nebo Candan a Tarhan (2012)
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u Pulegium vulgare Mill. Jejich jasnou prioritni funkci a korelaci doklada nartst aktivit obou
dvou po 4. dnu stresu a pokles po 6. -7. dnu. SOD ptedstavuje prvni linii odbouravani ROS.
Svou aktivitou davéa vznik peroxidu vodiku, ktery CAT rozklada. Tim je jasna jeji zasadni
funkce, navic aktivity dalSich studovanych antioxidanti (APX, GPX) od pocatku stresu
klesaly (Candan a Tarhan, 2012).

Zajimavy pokus provedli Sedghi et al. (2012) na rostlinach Calendula officinalis L.,
kde méfili aktivity antioxida¢nich enzyml netypicky v korunnich listech kvétu béhem
pusobeni sucha. Tato rostlina je totiz farmaceuticky vyznamna a vyuZzivaji se z ni praveé kvéty.
Aktivita enzyml (CAT a SOD) vzrostla i v téchto rostlinnych ¢astech, na rozdil od aktivity
POX, ktera v reakci na sucho klesla. To potvrzuje CAT jako hlavni antioxidant odbouravajici
peroxid vodiku. Xin et al. (2011) popisuji jev, kdy ze vSech studovanych antioxidac¢nich
enzymu zareagovala u Zea mays L. aktivita CAT nejrychleji - svého maxima dosahla
na rozdil od SOD nebo POX nejdiive. U odolného byl nartst aktivity vétsi nez u citlivého a

celkové mél odolny vyssi hodnoty.

Narust aktivity CAT predevsim na pocatku stresu

V riiznych studiich byl popsan pozitivni vliv CAT ptfedevsim v Casnych stadiich stresu
suchem, kdy aktivita CAT zareagovala na stres jako prvni a doSlo k jejimu zvySeni
U odolnych genotypt. Beis a Patakas (2012) spojuji Casnou aktivaci CAT se signalizaci
prostiednictvim oxidu dusnatého (NO), jako vyznamné signalni molekuly rostlin. Jeho
zvySend koncentrace na poc¢atku sucha vedla ke zvySeni aktivity CAT u odolného genotypu
Vitis vinifera L. béhem mirného stresu. U citlivého genotypu, u n€hoZ pti mirném stresu
nezménéné hodnoty koncentrace NO korespondovaly se stabilni aktivitou CAT, dochdzelo
K vétsim ztratdm vody, projevu oslabeni stresem. Nicméné pfi intenzivnéjSim stresu uz nartst
NO nebyl dostatecny, aby udrzel i nésledny nartist aktivity CAT u odolného. CAT je v této
fazi piisobeni stresu suchem uz citliva k fotoinaktivaci a celkové u dlouho trvajiciho sucha uz
dochdzi k potlaceni syntézy proteind, cemuz odpovida pokles jeji aktivity (Zhang a Kirkham,
1996). Za normalnich podminek probihd resyntéza CAT, kterd doplituje pokles celkové
aktivity vznikly ozafenim. VySe zminénd inhibice syntézy proteinti zptisobena nedostatkem
vody muze poskodit tuto resyntézu a tim ¢astecné zpusobit pokles celkového mnozstvi a
aktivity CAT u stresovanych rostlin (Badiani et al., 1990). Vyhoda odolného genotypu tedy

spoc¢ivala v tom, ze dokazal aktivovat i¢inné mechanismy hned na zacatku stresu, zatimco
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citlivy se na pocatku stresu branil aktivaci alternativnich sinkd pro nadmérnou excitaci, jako
je fotorespirace. Pozdni aktivace CAT u citlivého genotypu muze zpusobit rychlejsi
akumulaci peroxidu vodiku, ktery je sice Skodlivy, ale mze v bunce plisobit také béhem
signalizace jako sekundarni posel v hormonaln¢ zprostiedkované odpovédi pruducha
na sucho. Odolny genotyp tuto akumulaci odboura prave vcasnou aktivaci CAT.

Zmény aktivity CAT v zavislosti na dobé pusobeni stresu suchem studovali Ghane et
al. (2012). Popisuji reakci Guizotia abyssinica (Cass.) na stres suchem, kde u citlivych
genotypil sice nejprve vzroste aktivita CAT, ale s postupujicim stresem vyrazné klesne.
Naproti tomu u odolnych genotypii nepozorovali zadny nartist aktivity, ale pozvolny pokles
Vv pribehu stresové periody. Hodnoty aktivity CAT byly vSak u odolného genotypu béhem
stresu celkové vyssi nez u citlivého, coz jim zajistilo odolnost. Podobné zavislosti byly
popsany také u rostlin Nicotiana benthamiana Domin, kde u obou genotypti po pocatecnim
nartistu aktivita CAT klesla az pod hodnoty kontrolnich rostlin, nicméné u citlivého genotypu
vice nez u odolného. Vzhledem k tomu, ze aktivita ostatnich enzymul vzrostla je otazkou,
jestli ma CAT v tomto ptipadé na odolnost vitbec vliv (Deng et al., 2012).

Cia et al. (2012) poukazuji na to, ze o odolnosti rostlin vié¢i suchu spiSe rozhodne to,
jestli aktivita CAT a APX vydrzi zvySena 1 do pozdéjSich fazi stresu spiSe nez pouhy narast

jejich aktivit na pocatku stresu.

Pozitivni vliv CAT pfFi stresu suchem

Vzéajemné pisobeni vice antioxidantd v burice a tudiz jejich komplexni souhra v reakci
na stres suchem byla popsdna v mnoha studiich. Aktivita CAT a vé&tSiny ostatnich
antioxidantli vykazovala velice podobny trend také u Tagetes erecta L. v reakci na sucho
(Tian et al., 2012b). Z toho autofi vyvozuji, ze antioxidativni ochrana v téchto rostlinach
funguje komplexné. Rostliny Capsicum annuum L. vykazovaly ve stresovych podminkach
nariist aktivity CAT (a 1 ostatnich antioxidantll) u odolného i citlivého genotypu, ale
S postupujicim suchem dochdzelo jejimu poklesu. Odolny genotyp se nakonec liSil
od citlivého tim, Ze jeho aktivita CAT neklesla pod hodnoty kontrolnich rostlin, zatimco
u citlivého tomu tak bylo (Anjum et al., 2012).

Podobné vztahy, v nichz ma zvySena aktivita CAT spolu s ostatnimi enzymy pozitivni
vliv na odolnost rostlin byly popsany v mnoha dal$ich pracich: Sesamum indicum L. (Fazeli et
al., 2007), Zea mays L. (Chugh et al., 2011), Cicer arietinum L. (Mafakheri et al., 2011),
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Helianthus annuus L. (Baloglu et al., 2012), Medicago sativa L. (Boldaji et al., 2012),
Triticum aestivum L. (Chakraborty a Pradhan, 2012), Solanum lycopersicum L. (Sanchez-
Rodriguez et al., 2012).

Ne vzdy rostliny reaguji na abiotické stresory nartistem aktivit svych antioxida¢nich
enzymu. U Panicum miliaceum L. doslo k poklesu aktivit vSech sledovanych antioxidantd
véetné CAT, nicméné u CAT byly u odolného genotypu i v rdmci tohoto poklesu hodnoty
nejvyssi. Rostlina si nejspise vystaci s aktivitou, kterou ma stabiln€ za normalnich podminek
(Zhang et al., 2012).

Sucho ovliviiuje nejen aktivitu CAT, ale také zastoupeni jednotlivych izoenzymt.
U Gypsophila aucheri Boiss. byla CAT za normalnich podminek zastoupena dvéma
izoenzymy, CAT1 a CAT2, zatimco po navozeni sucha byla zjist€éna pouze CATI a to
ve snizeném mnozstvi (Sekmen Esen et al., 2012). CAT1 byla také hlavni izoformou CAT,
jejiz aktivita vzrostla v reakci na sucho u Pennisetum glaucum L., jak dokladaji Kholova et al.
(2013). Naopak Hassanpour et al. (2012) popisuji CAT1 jako hlavni izoformu u kontrolnich
rostlin Mentha pulegium L., zatimco u rostlin stresovanych suchem byla vyznamna piedevsim

u nejsilnéjsiho stresu CAT2 a CATS3.

Nizk4 aktivita CAT bez vlivu na odolnost

Ne vzdy vSak nastupujici stres suchem vede ke zvySeni aktivity CAT. V nékterych
studiich byly dokonce popsany zcela opacné vztahy, kdy aktivita mnoha enzymi vzrostla,
zatimco aktivita CAT klesla, nebo nebyla ovlivnéna. D'Souza a Devaraj (2011) popsali tento
jev u Lablab purpureus L., kdy pfi stresu suchem poklesla aktivita CAT, zatimco aktivity
APX a GR vzrostly. Z toho, ze vzrostly aktivity obou téchto enzymi lze usuzovat, Ze rostlina
vyuziva k odbouravani spise cestu pies ASA-GSH cyklus. Soucasné vzrostly koncentrace
askorbatu a glutathionu, coz opét svédci o tom, Ze doSlo k posileni celého tohoto cyklu.
Zvysené¢ mnozstvi peroxidu vodiku tak mohlo byt zplsobené zvySenou aktivitou SOD a

sniZzenou aktivitou CAT, kterd ma vznikajici peroxid vodiku odbouravat.
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Narust aktivity CAT u citlivych genotypt

V souladu s ptedpokladem a na zaklad¢ vysledktt mnoha praci je patrné, ze zvySena aktivita
CAT souvisi s lepsi odolnosti vii¢i suchu. Nicméné ani v tomto piipadé nejsou vysledky zcela
jednoznacné a v fad¢ praci byly zjistény odlisné vztahy.

Komplexni ochrana rostliny béhem sucha je patrna u Cleome gynandra L. jakoZzto
odolného druhu viéi suchu. Oproti ostatnim antioxidantim vSak jeho aktivita CAT vzrostla
az ke konci stresu a i sledovana exprese odpovidajiciho genu byla nezménéna na rozdil
od citlivého Cleome spinosa Jacq., kde byla n¢kolikanasobné zvySena a i aktivita byla vyssi.
Nicmén¢ je zde patrné, ze funkci CAT u odolného druhu pfevzaly peroxidazy (POX, APX),
protoze jejich aktivita byla zvySena a zajistila tak rostliné odolnost (Uzilday et al., 2012).
Podobné popisuji nartst aktivity CAT u citlivého genotypu Phaseolus vulgaris L. oproti
odolnému Rosales et al. (2012).

Dalsi ptiklady obdobnych vztahti byly publikovany u Coffea canephora Pierre ex
Froehner (Pinheiro et al., 2004), Oryza sativa L. (Selote a Khanna-Chopra, 2004). Musa L.
(Chai et al., 2005).

Obdobna funkce CAT a APX v rostlinné burce

CAT 1 APX odbouravaji v buiice peroxid vodiku. V porovnani s CAT, ma APX
k peroxidu vodiku vétsi afinitu, coz je v souladu s vétsim nartistem aktivity APX oproti CAT,
ktery byl opakované pozorovan u mnoha odolnych genotypt rtiznych druhii rostlin. Napf.
u rostlin Nicotiana tabacum L., kde byl nartst aktivity APX vétsi nez CAT (Van Rensburg a
Kruger, 1994). Podobné u Oryza sativa L., kde doslo u odolného genotypu ke zvyseni aktivity
vSech antioxidanti kromé& CAT, zatimco u citlivého, kde vSechny antioxidanty AsA-GSH
cyklu vykazovaly pokles, aktivita CAT vykazovala nartst (Selote a Khanna-Chopra, 2004).
U Sedum album L. doslo sice k nartstu aktivity CAT uz 4. den stresu, avsak od 8. dne aktivita
zacala opét klesat az pod hodnoty kontrolnich rostlin, zatimco aktivita APX sice vzrostla
pozdéji, ale svou zvySenou aktivitu si od 8. dne jiz udrzela az do konce stresu (Habibi a
Hajiboland, 2012). ZvySena aktivita APX doprovazena snizenou nebo nezménénou aktivitou
CAT u odolnych genotypt vici stresu suchem byla zjisténa také u Coffea canephora Pierre ex
Froehner (Pinheiro et al., 2004), Musa L. (Chai et al., 2005), Poa pratensis L. (Xu et al.,
2011), Triticum aestivum L. (Huseynova, 2012).
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3.5.1.4 Peroxidaza

Peroxidaza, oznacovana Casto jako POX nebo POD, je enzym, ktery spolu s CAT a
APX odbourava peroxid vodiku v buiikach. Kromé toho zajistuje v buiikach 1 dalsi vyznamné
funkce. Je lokalizovana do vakuol, buné¢nych stén a cytosolu (Vaseva et al., 2012) a podili se
na polymerizaci skoficovych alkoholti béhem tvorby ligninu a suberinu. Ukladani ligninu
Vv reakci na sucho piedevsim do bun¢k kotene, aby tak se tak zabranilo uniku vody, popisuji
Lietal. (2013).

Zvysené mnozstvi POX muze byt dano bud’ de novo syntézou (alespon v nékterych
pripadech), nebo uvoliiovanim z membran, (kde je normalné asociovana) spusténé zvysenou

koncentraci peroxidu vodiku (Huseynova, 2012).

Narust aktivity POX spolu s ostatnimi antioxidanty

Fungujici kooperaci enzymii odbouravajicich peroxid vodiku, tj. APX, CAT a POX
doklada Boldaji et al. (2012) u rostlin Medicago sativa L., u kterych sice doslo vzdy
ke zvyseni aktivity u obou genotypt, ale u odolného vzdy vice nez u citlivého. NarGst aktivity
POX (spolu s ostatnimi antioxidanty) v disledku stresu suchem popisuji rovnéz Tian et al.
(2012b) u Tagetes erecta L. Ten byl vsak patrny jak u odolného, tak u citlivého genotypu.
U obou vsak aktivita v prubéhu stresu poklesla, ale zatimco u odolného zustala stale vyssi
V porovnani s kontrolnimi rostlinami, u citlivého klesla az na aktivitu kontrolnich rostlin.
Také u odolného Cleome gynandra L. byl zaznamenan vétsi nartst aktivity POX oproti
citlivému Cleome spinosa Jacq. navic doprovazen vét§im poc¢tem POX izoenzymi (Uzilday et
al., 2012).

Dalsi podobné vysledky byly publikovany u Cicer arietanum L. (Mafakheri et al.,
2011), Triticum aestivum L. (Devi et al., 2012), (Chakraborty a Pradhan, 2012), Trifolium
repens L. (Li et al., 2013).

30



POX ve funkei hlavniho antioxidantu

V nékterych pracich je aktivita POX povazovana za zasadni co se tyce odolnosti viici
suchu. NejspiSe velmi dileZitou roli v odolnosti predstavuje POX u Medicago sativa L., kde
to byl jediny enzym, jehoz aktivita v reakci na sucho vzrostla. Nicméné zvySena aktivita
tohoto antioxida¢niho enzymu nemusi jest¢ nutné zaruCovat odolnost (He et al., 2012).
U Triticum aestivum L. byla pozorovana silnd negativni korelace mezi aktivitou POX a
poskozenim membran a naopak pozitivni s mnozstvim chlorofylu b. Takze v pfipadé jeho
vysoké aktivity méla rostlina i hodné chlorofylu b a naopak malo peroxidu vodiku. Z toho je
patrné, ze se aktivné a pozitivné podilel pii reakci na sucho (Sharifi et al., 2012).

Podle Rai et al. (2012) vsak nemtize byt samotné POX pfi¢itana odolnost vuci suchu, protoze
V buiice zastava jesté dalsi funkce béhem rlstu bunky a tvorby ligninu, takze je vhodné jeho

aktivitu méfit jesté spolu s dalsimi antioxidanty.

POX neni urcujicim antioxidantem

Zatimco u vétSiny studovanych rostlin hrala aktivita POX vyznamnou roli spolu se
zvySenymi aktivitami ostatnich antioxidanti, u Capsicum annuum L. byla aktivita POX
zvySend jak u odolného, tak u citlivého genotypu bez rozdilu, takZe tento enzym nejspiSe
nebyl rozhodujici, pokud jde o odolnost rostlin vici stresu suchem (Anjum et al., 2012).
Panicum miliaceum L. popisuji Zhang et al. (2012), kde by ale tento trend mohl souviset
s extrémné dlouhym stresem (42 dni). Autofi také poukazuji na moznou funkci POX jakoZto
spoluucastnika tvorby ROS a degradace chlorofylu pfedev§im v pozdé&jSich stadiich
senescence. V tom piipadé by naopak bylo zadouci, aby jeho aktivita byla nizka.

U citlivého genotypu Oryza sativa L. byl dokonce zjistén o jeden izoenzym POX vice nez
u odolného, nicméné i pfes to byla aktivita POX u odolného celkové vyssi (Selote a Khanna-
Chopra, 2004).

Dalsi rostlinné druhy, ve kterych POX nehrala zasadni roli souvisejici s odolnosti vici
stresu suchem, jsou Arachis hypogaea L. (Akcay et al., 2010), Kochia scoparia (L.) Schrad.
(Masoumi et al., 2010), Gypsophila aucheri Boiss. (Sekmen Esen et al., 2012).
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3.5.1.5 Superoxid dismutaza

Superoxid dismutaza (SOD) je prvnim enzymem detoxifikaéniho procesu, ktery
katalyzuje reakci pfemény superoxidového radikadlu na peroxid vodiku a kyslik. Je to
metalloenzym a v zavislosti na jeho kovovém kofaktoru se rozdéluje SOD do tfech typu. Fe-
SOD, ktery je lokalizovan v chloroplastech, Mn-SOD, ktery je lokalizovan v mitochondriich,
peroxizomech a apoplastu a CuZn-SOD, ktery je lokalizovan v chloroplastech, peroxizomech
a cytosolu a s piedchozimi dvéma je strukturné neptibuzny (Del Rio et al., 2002), (Tan et al.,
2011). Zmény v rozlozeni, distribuci a regulaci jednotlivych SOD jsou adaptaénim
mechanismem na oxidativni stres (Perez-Lopez et al., 2009). Jeho detoxifikacni aktivita je
dalezitd predevS§im v chloroplastech a mitochondriich, kde jsou superoxidové radikaly
produkovany metabolickou nerovnovahou béhem stresu (Asada, 2006).

Tan et al. (2011) sledovali aktivitu SOD v riznych kompartmentech bunky u Zea
mays L. a zjistili, Ze nejaktivnéjsi byl tento enzym v reakci na sucho v mitochondriich a
apoplastech. Nicméné pfedev§im v mitochondriich dochdzi v disledku sucha k nejvétSimu
nartstu oxidace lipidt a tudiz nejvétsi produkci ROS (Bartoli et al., 2004). V této souvislosti
autofi navrhuji, ze by ptipadné zvySeni odolnosti rostlin vii¢i suchu mohlo byt smérovano
na zvySenou ochranu mitochondrii pted ROS a naopak posileni jejich akumulace
do apoplastu, odkud se nemutizou tak snadno dostat do buiiky. V porovnani s chloroplasty,
vV mitochondriich doslo ke zvySeni aktivity izoenzymii SOD jiZ po 4 hodinach plsobeni stresu
suchem pomoci PEG, zatimco u chloroplasti byl prokazatelny narst zaznamenan az 8 hodin
po aplikaci PEG. V cytosolu naopak doslo k nejvétsimu nartstu aktivit antioxidantt, vyrazné
vétsimu nez v kterémkoliv jiném subcelularnim kompartmentu (Tan et al., 2011).

Pokles mnozstvi (a tudiz aktivity) enzymu je dan bud’ posilenim degradace enzymu,
nebo redukei syntézy. Také akumulace peroxidu vodiku béhem sucha mize snizovat aktivitu
SOD (Zhang a Kirkham, 1996). Navic je nékolik izoforem, které reaguji na stres rtizné

(Selote a Khanna-Chopra, 2004).
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Narust aktivity SOD predevsim na zacatku stresu

Jakozto enzym fungujici v prvni linii obrany proti oxidativnimu stresu je aktivita SOD
zvysena Casto predevsim v pocatecnich fazich stresu.
Anjum et al. (2012) pozorovali u Capsicum annuum L. vyznamny nardst aktivity SOD
pfedevsim na zacatku stresu, poté jiz aktivita klesala, coz odrdzi funkci SOD, jakoZzto prvniho
¢lanku detoxifikacniho systému. Viditelny nartst aktivity SOD pfedevSim na pocatku stresu
byl popsan také u Tagetes erecta L. U téchto rostlin byl vSak také doprovadzen stejnym
trendem aktivit i ostatnich antioxidac¢nich enzymi, které¢ také vykazovaly nartst aktivity
predevsim v pocatcich stresu. Ackoliv poté dosSlo k poklesu, aktivita u odolné¢ho kultivaru
nikdy neklesla pod hodnoty kontrolnich rostlin (Tian et al., 2012b).

Dalsi prace, ve kterych aktivita SOD u rostlin vzrostla pfedev§im na pocatku stresu:
Triticum aestivum L. (He et al.,, 2011), Helianthus tuberosus L. (Zhang et al., 2011),
Pulegium vulgare Mill. (Candan a Tarhan, 2012).

Ne vzdy vSak aktivita SOD vzroste hned na zacatku stresové periody. U odolného
genotypu Triticum aestivum L. vzrostla prudce aktivita SOD az v posledni fazi stresu suchem.
Vzhledem ktomu, Ze aktivita tohoto enzymu nekorelovala s aktivitou néjakého jiného
enzymu, lze o dlleZitosti jeho funkce v tomto pfipad¢ pochybovat (Huseynova, 2012).

Casny nastup pisobeni SOD nemusi vzdy znamenat pro citlivé rostliny vyhodu.
U odolngjsiho Sedum album L. doslo k nardstu aktivity SOD az 8. den stresu, zatimco
u citlivéjsiho Sedum stoloniferum S. G. Gmel. jiz 4. den. Nicméné u citlivéjsiho druhu doslo

K vyrazngj$§imu poklesu jeho aktivity s postupujicim suchem (Habibi a Hajiboland, 2012).

Narust aktivity SOD je doprovazen zvySenou aktivitou CAT a peroxidazami

SOD katalyzuje vznik peroxidu vodiku, je tedy Zadouci soucasnd zvySend aktivita
ostatnich antioxidantii. Pokud by nariist aktivity SOD nebyl doprovazen nariistem ostatnich
antioxidant,, mohlo by dochazet k akumulaci §kodlivého peroxidu vodiku. U rostlin Solanum
lycopersicum L. doslo u odolného genotypu k nartstu aktivity SOD, ktera vSak nebyla
nasledovana naristem mnoZstvi peroxidu vodiku. Ten byl efektivné odbourdvany jinymi
antioxidanty (CAT, GR, APX) (Sanchez-Rodriguez et al., 2012). Narust aktivity SOD byl

doprovazen zvysenou aktivitou CAT, APX a POX, a to ve zvySené mife, také u odolného
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genotypu Medicago sativa L. (Boldaji et al., 2012). Dalsi podobné vysledky byly popsany
u rostlin Saccharum officinarum L., kde doslo ke zvyseni aktivity SOD a dalSich enzymu
u odolnych genotypi (Cia et al., 2012). Nicmén¢ jiz Inman Bamber (2004) poukazuje na fakt,
ze Saccharum officinarum L. je C4 rostlina, tudiz ma své typické mechanismy, jak si
optimalni koncentraci CO, udrzet i pfi zavienych pradusSich. Zavirani priiduchi je jedna
z prvnich reakci rostlin na sucho a pfi nastalém nedostatku CO, dochazi k tvorbé ROS, takze
Vv tomto sméru maji C4 rostliny trochu vyhodu oproti C3 rostlinam a nemusely by tedy
zvysenou aktivitu antioxidantli potiebovat.

Dalsi piiklady spoluprace vSech enzymu jsou patrné u Beta vulgaris L. (Sayfzadeh et
al., 2011), Medicago sativa L. (Boldaji et al., 2012), Triticum aestivum L. (Chakraborty a
Pradhan, 2012), Phaseolus vulgaris L. (Rosales et al., 2012).

Vysoka aktivita SOD neni doprovazena zvySenou aktivitou CAT a peroxidazami

ZvySena aktivita SOD ovSem nemusi byt vzdy pro buitkku prospés$na a to predevsim
pokud neni nasledovana ucinnou detoxikaci peroxidu vodiku. Ten se v tom piipadé v bunice
hromadi a mtize zpiisobovat vazna posSkozeni. Toto je patrné predev§im u nekterych citlivych
genotypd Solanum lycopersicum L. (Unyayar et al., 2005), Nicotiana benthamiana Domin
(Deng et al., 2012).

Zvysena aktivita SOD nemusi byt doprovazena zvySenou aktivitou POX, coz bylo
publikovano napi. u odolného genotypu Triticum aestivum L. Vzhledem k tomu, Zze nebyly
studovany Zadné dalSi antioxidanty je pravdépodobné, Ze funkci POX zastal jiny enzym
(Bano et al., 2012). Podobné vysledky byly zjistény u Guizotia abyssinica Cass., kde v§ak
bylo sledovano vice enzymi (APX, CAT), jejichz aktivita na rozdil od aktivity SOD poklesla.
Odolné genotypy vSak mély i tak nejvyssi hodnoty aktivit studovanych enzymi, coz nejspise

zajistilo odolnost rostliny, mozna spolu s nékterymi jinymi mechanismy (Ghane et al., 2012).

34



Pokles aktivity SOD a sou¢asny narist aktivit ostatnich méfenych antioxidanti

Jak je tedy patrné, aktivita SOD ma v rostlinné bunce svou zéasadni funkci. Jsou vSak
popsany i ptipady, kdy se aktivita SOD v reakci na sucho u odolného genotypu nezvysovala.
Naptiklad u Cleome gynandra L. doslo v reakci na stres suchem K naristu vSech méfenych
antioxidantli kromé SOD, jejiz aktivita naopak poklesla. Avsak i pies pokles aktivity SOD
byly jeji hodnoty dost vysoké, aby rostlin¢ zajistily odolnost (Uzilday et al., 2012). Také
u rostlin Medicago sativa L. zptsobil mirny stres pokles aktivity SOD, ktery byl doprovazeny
narGstem aktivity APX a CAT (Rubio et al., 2002). Podobné vysledky byly publikovany
u Musa L. (Chai et al., 2005), nebo Atriplex hortensis L. (Sai et al., 2012).

Odbouravani superoxidového radikélu, které nezajistuje SOD, mize byt zprostiedkovano
ptes askorbat nebo glutathion, takZe u genotypti, u nichZ nedoSlo ke zvySeni aktivity SOD,

muze byt odbourani zprostiedkovano timto zptisobem (Smirnoff, 1995).

Rozdilné reakce izoenzymii SOD na stres suchem

Jak bylo jiz uvedeno vyse, rostlinné SOD se vyskytuji v nékolika formach v zavislosti
na svém kovovém kofaktoru. Reakce rostlin na stres se proto Casto posuzuje i z hlediska
zastoupeni jednotlivych forem.

Napftiklad odolny genotyp Oryza sativa L. mél o dva izoenzymy SOD vice nez citlivy
genotyp po vystaveni stresu suchem (Selote a Khanna-Chopra, 2004). U Gypsophila aucheri
Boiss. nebyla u kontrolnich rostlin viibec zjisténa aktivita Mn-SOD, na rozdil od stresovanych
rostlin, u nichz naméfena byla a u nichz bylo kromé toho jesté zvyseno mnozstvi Fe-SOD
(Sekmen Esen et al., 2012). Naproti tomu Cia et al. (2012) povazuji CuZn-SOD za hlavni
izoenzym odpovidajici v buiice za odbouravani superoxidového radikalu také proto, ze nebyl
detekovan Fe-SOD. Uzilday et al. (2012) porovnavali C3 Cleome spinosa Jacq. a C4 Cleome
gynandra L. Oba druhy maji zastoupeny vSechny izoenzymy SOD, ale odolngjsi Cleome
gynandra L. m¢la vice izoforem CuZn-SOD, i kdyz celkov¢ aktivita SOD byla u tohoto druhu
niz§i. To lze vysvétlit tim, ze odolnému druhu stacila pro zachovani dobrych rastovych
podminek stavajici aktivita. Navic u citlivého genotypu sice doslo ke zvySeni aktivity SOD,
ale i tak byla rostlina v disledku ptisobeni sucha vice poskozena (méfeno mnozstvi MDA).
Rozdil mezi témito dvéma druhy byl jesté také v tom, ze u odolného Cleome gynandra L. byl

zaznamenan narust Fe-SOD2 a CuZn-SOD?2, z ¢ehoz autofi usuzuji, Ze pro rostliny jsou
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zatimco u Cleome spinosa Jacq. dosSlo k narGstu Mn-SOD, coz by odpovidalo spise
mitochondridlnimu uloZeni SOD.

Také Keles a Unyayar (2004) sledovali podrobné&ji zmény aktivity CuZn-SOD
Vv jednotlivych kompartmentech. V reakci na sucho dosSlo k zvySeni aktivity cytosolické
CuzZn-SOD u Helianthus annuus L., zatimco aktivita CuZn-SOD lokalizované
Vv chloroplastech ziistala neovlivnéna.

Kholova et al. (2011) identifikovali u Pennisetum glaucum L. 9 izoforem SOD,

nicméné aktivita zadné prikazné v reakci sucho nestoupla.

3.5.1.6 Monodehyvdroaskorbat reduktaza a dehvdroaskorbat reduktaza

Tyto dva enzymy se uCastni enzymatické regenerace askorbatu, vyskytuji se
Vv chloroplastech, mitochondriich a cytosolu, kde se uUcastni AsA-GSH cyklu. Nejcastéji
studované antioxidacni enzymy tohoto cyklu jsou APX a GR a déle glutathion a askorbat,
nicméné v nékterych studiich je vénovana pozornost i mono- a dehydroaskorbat reduktaze.

Monodehydroaskorbat reduktaiza (MDHAR) je ucinny akceptor elektronti a je
redukovan pifimo na askorbat elektrony z elektrontransportniho fetézce (Noctor a Foyer,
1998). Spolu s APX pomaha odbouravat Skodlivy peroxid vodiku v mitochondriich a
peroxizomech (Del Rio et al., 2002).

Dehydroaskorbat reduktaza (DHAR) katalyzuje regeneraci askorbatu z jeho
oxidovaného stavu (DHA) a slouzi jako dileZity reguldtor recyklace askorbatu (Noctor a
Foyer, 1998).

Vyznam celého AsA-GSH cyklu zduraznuji Xu et al. (2011), ktefi u odolného
genotypu Poa pratensis L. v reakci na sucho popsali zvySeni aktivity nejen MDHAR a
DHAR, ale také APX a GR, na rozdil od aktivit SOD, CAT a POD, jejichz aktivity se
v disledku stresu prikazn€¢ nemeénily. Sanchez-Rodriguez et al. (2012) potvrzuji narGst
aktivity MDHAR a DHAR odolného genotypu Solanum lycopersicum L. spolu s nariistem
aktivity APX a GR, coZ dokazuje komplexni fungovani celého fetézce. Také u citlivého a
odolného genotypu Oryza sativa L. doslo k nartstu aktivity DHAR v reakci na 20- ti denni
stres suchem, nicméné u odolného byl tento narist vétsi (Ji et al., 2012).

Naopak Pinheiro et al. (2004) popisuji v reakci na sucho narist aktivity DHAR

u jednoho citlivého genotypu Coffea canephora Pierre ex Froehner, doprovazeny zvySenim
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aktivit i ostatnich enzymt, s vyjimkou GR. U jiného citlivého genotypu a dvou odolnych
zadné zmény aktivit v souvislosti se stresem nepozorovali. Dale zjistili 1 zvySené mnozstvi
MDA, coz svéd¢i o tom, ze celkové se rostlina se stresem nevyrovnala dobtfe. To by mohlo

byt dano prave snizenou aktivitou u jediného enzymu, glutathion reduktazy.

3.5.1.7 Ostatni antioxidaéni enzymy

Mezi antioxidacni enzymy se dale fadi napt. guaiacol peroxidaza (GPOX), glutathion
peroxidaza (GPX) nebo glutathion-S-transferaza (GST). Tyto enzymy jsou vSak studovany
méné Casto: (Pourtaghi et al., 2011), (Cia et al., 2012), (Ghane et al., 2012), (Shi et al., 2012),
(Valifard et al., 2012).
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3.5.2 Neenzymatické antioxidanty

3.5.2.1 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova (AsA) je jednim znejmocngjSich antioxidantii. Vyskytuje se
vétsing typu bunck, v organelach i apoplastu. Za normalnich fyziologickych podminek se
AsA vyskytuje z90% v redukované formé. Jeji schopnost poskytnout elektrony v fadé
enzymatickych a neenzymatickych reakeci ji ¢ini hlavni latkou detoxikujici ROS ve vodné fazi
(Smirnoff, 2000). AsA dokaze piimo odbouravat O,", OH", 102, a redukovat peroxid vodiku
na vodu pomoci APX (Noctor a Foyer, 1998). V chloroplastech funguje jako kofaktor
violaxantinové deepoxiddzy, ¢imz umoziuje disipaci piebytecné excitacni energie. AsA

regeneruje tokoferol z tokoferoxylového radikalu, ¢imz chrani membrany (Smirnoff, 2000).

Narust mnozstvi AsA v reakci na stres suchem

Vzhledem k tomu, Ze je AsA zasadni ¢lanek AsA-GSH cyklu (Obr. 4), je velice Casté,

ze jeho mnozstvi koreluje s aktivitami ptislusnych enzyma béhem reakce na stres suchem.
K néarGstu mnoZstvi AsA doSlo napiiklad u obou genotypii Tagetes erecta L. liSicich se
Vv citlivosti vii¢i suchu béhem 6- ti denniho stresu suchem. Mnozstvi AsA u obou genotypi
rostlo do 4. dne stresu, poté zacalo klesat. Pokles mnoZstvi u odolného genotypu vSak byl
pozvolny a zistaval stile vySsi nez u kontrolnich rostlin na rozdil od citlivého genotypu,
uné€hoz po 4. dnu mnozstvi kleslo pod hodnoty kontrolnich rostlin (Tian et al., 2012b).
Rozdilna reakce dvou odliSnych genotypl na sucho, pokud jde o zmény AsA, byla popsana
také u Phaseolus vulgaris L. Mnozstvi AsA u odolného genotypu béhem pusobeni stresu
suchem vzrostlo, zatimco u citlivého nebyly patrné priikkazné zmény. V tomto ptipad¢ vSak
autofi neptikladaji AsA tak velkou vahu, protoze jeji mnozstvi vzrostlo u citlivého genotypu
také, ale neprikazn¢ (Rosales et al., 2012).

U dvou genotypu Nicotiana benthamiana Domin srozdilnym stupném ploidie a
odolnosti bylo také studovano mnozstvi askorbatu a glutathionu v listech. U obou genotypti
mnozstvi rostlo se stresem stejné, ale celkové vyssi hodnoty byly u odolného. Tuto vyssi
akumulaci neenzymatickych antioxidantli autofi vysvétluji leps$i schopnosti oktoploidnich
rostlin kumulovat sekundarni metabolity, jelikoz i jejich riist je pomalejsi a buiky veétsi.

Vyhoda vétsiho mnozstvi neenzymatickych antioxidantl je ta, Ze enzymatické antioxidanty
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mohou byt v pfipadé smrti buniky jednoduSe inaktivovany, zatimco neenzymatické ne a
mohou déle fungovat pii detoxifikaci ROS. Jejich vyssi mnozstvi by tedy mohlo byt klicové
v odolnosti oktoploidnich rostlin Nicotiana benthamiana Domin (Deng et al., 2012).

Nartist mnozstvi AsA u citlivych a odolnych genotypt byl popsan také u Zea mays L.
a Carthamus tinctorius L., avSak odolné genotypy mély vzdy vyss$i hodnoty nez citlivé
(Chugh et al., 2011), (Hojati et al., 2011). U rostlin Triticum aestivum L. byl sice pozorovan
narst mnozstvi AsA, ale bez rozdilu v zavislosti na citlivosti rostlin viici suchu. Limitujicim
faktorem byl pravdépodobné jiny antioxidant (He et al., 2011).

U rostlin Pulegium vulgare L. mnozstvi AsA v reakci na sucho postupné klesalo
V porovnani s kontrolnimi rostlinami. Relativné vyssi hodnoty na pocatku stresové periody
naznacuji, ze se na antioxidativni ochran¢ podilel do té¢ doby, nez byla jeho dostatecné zésoba

Vv bunice vycerpana (Hassanpour et al., 2012).

Nezménéné mnozstvi AsA v reakci na stres suchem

Z4dné rozdily v mnozstvi AsA v zavislosti na genotypu a stresu nebyly pozorovany
u rostlin Solanum lycopersicum L. a to i pfes to, Ze u odolného genotypu doslo k nartstu
aktivit enzymi AsA-GSH cyklu (APX, GR, DHAR) (Sanchez-Rodriguez et al., 2012).
Stejnou reakei popisuji i Pinheiro et al. (2004) u rostlin Coffea canephora Pierre ex Froehner,
nebo Keles a Unyayar (2004) u rostlin Helianthus annuus L. Odolnost u t&chto rostlin byla

nejspiSe zajiSténa jinymi antioxidanty.

3.5.2.2 Glutathion

Glutathion (GSH) je v buiice hojné zastoupeny tripeptid, ktery je povazovan za vibec
nejdulezitéjsi intracelularni neenzymaticky antioxidant. MiZeme ho najit témét ve vSech
bunéénych castech a v bunce zastava mnoho funkci (Noctor a Foyer, 1998). V kombinaci se
svou oxidovanou formou (GSSG) udrZzuje redox rovnovahu v jednotlivych bunéénych
kompartmentech. Za sviij vysoky redukéni potencidl vdé¢i centralnimu nukleofilnimu
cysteinovému zbytku, ktery odbourdva toxicky peroxid vodiku a reaguje neenzymaticky
s dal§imi ROS jako jsou 'O, O7, nebo OH'. Podle poméru jeho redukované a oxidované

formy (GSH:GSSG) lze usuzovat na miru oxidativniho stresu v rostling, protoze v reakci
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na plisobeni stresu dochazi k oxidaci GSH a tedy i snizovani tohoto poméru. Jeho ustredni
role v antioxida¢nim systému je také dana tim, Ze se GCastni regenerace AsA pres AsA-GSH

cyklus (Obr. 4) (Foyer a Noctor, 2005).

Narust mnozstvi GSH v reakci na stres suchem

Stejné jako u ostatnich antioxidantl je i u GSH c¢asto pozorovéana odlisSnd zména
v disledku pisobeni stresu suchem v zavislosti na druhu rostlin, genotypu, podminkach
pusobeni stresu, apod. Nartst mnozstvi GSH spolu s dalsimi antioxidanty (AsA, APX, GR)
u odolného genotypu na rozdil od citlivého byl popsan u Oryza sativa L. (Selote a Khann-
Chopra, 2004), nebo u Tagetes erecta L. U této rostliny vSak nedoslo k poklesu jeho mnozstvi
u citlivého genotypu, jako tomu bylo u Oryza sativa L., nybrz jeho koncentrace ztistala
po dobu stresu stejna jako u kontrolnich rostlin (Tian et al., 2012Db).
Nartst mnozstvi GSH u odolného genotypu doprovazeny narustem také u citlivého genotypu
byl popsan u Carthamus tinctorius L., ale s tim rozdilem, Ze odolny genotyp mél celkové vice
GSH, coz zfejmé piispélo jeho lepSimu prospivani béhem sucha (Hojati et al., 2011).
Obdobné vysledky popisuji Deng et al. (2012) u odolnych a citlivych rostlin Nicotiana

benthamiana Domin.

Pokles/nezménéné mnozstvi GSH v reakci na stres suchem

Ne vzdy odolné genotypy reaguji na stres suchem zvysSenim mnozstvi GSH, nicmén¢ i
pfes to si zachovavaji odolnost. U Solanum lycopersicum L. se u odolného genotypu mnozstvi
GSH v reakci na sucho sice nezménilo, misto toho vSak zareagoval citlivy genotyp poklesem
mnozstvi GSH, coz byl projev jeho citlivosti vici suchu. Spolu s GSH odpovidala odolnosti
zvysena aktivita i ostatnich antioxidantd (APX, GR, DHAR, CAT) (Sanchez-Rodriguez et al.,
2012).

Opacny trend oproti ostatnim meéfenym antioxidantim (AsA, APX, CAT) byl pro GSH
popsan u rostlin Zea mays L., kdy se v reakci na sucho u odolné¢ho genotypu jeho mnozstvi
nezm¢énilo, zatimco u citlivého vzrostlo (Chugh et al., 2011).

V literatufe byl popsan i pokles GSH v reakci na stres suchem. To dokazuji Loggini et al.
(1999) u rostlin Triticum durum Desf., nicmén¢ u citlivého genotypu byl pokles vétsi nez u

odolného.
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3.5.2.3 Prolin

Béhem sucha klesd vodni potencial pidy a spolu s nim se zpomaluje tok vody
Z kotent do apikalnich ¢asti. Nastupujici osmoticky stres pak mlze negativné ovlivnit fadu
metabolickych, fyziologickych a vyvojovych procest v rostliné (produkci ROS, pokles
fotosyntézy, inhibici riistu, apod.). Reakce na osmoticky stres je u rostlin doprovazena
akumulaci kompatibilnich soluti, napf. prolinu, glycinbetainu, mannitolu, sorbitolu,
sachardzy, trehaldzy atd. Jsou to malé nenabité molekuly rozpustné ve vod¢ pii fyziologickém
pH. V bunce miize dochazet k jejich akumulaci do vysokych koncentraci, bez toho aniz by
dochazelo k poskozeni bunéénych struktur, protoze jsou obvykle vyfazeny z hydratacni vrstvy
makromolekul (Hare a Cress, 1997). Tyto kompatibilni soluty sniZzuji vodni potencial bunky
pod hodnoty vnéjSiho prostiedi, aby dochazelo k ptfijmu vody builkou, nebo nedochéazelo
Kjejim ztratam a bunka si tak udrZzela dostateény turgor pro rast. Prolin je jednou
z nejvyznamnéjSich latek této skupiny a jeho zvySené mnozstvi v reakci na stres bylo popsano
u mnoha rostlinnych druhi (Trovato et al., 2008) (Obr. 5).

Kromé své funkce jakoZto osmolyt je prolin pfedevsim uc¢innou antioxidac¢ni latkou a
moZnym inhibitorem programované bunééné smrti (Chen a Dickman, 2005). Volny prolin
funguje jako osmoprotektant, udrzuje spravné konformace proteint, je inhibitorem peroxidace
lipidti (stabilizuje membrany), je také zdrojem energie, vyvazuje t&7ké kovy, odbourava 'O, a
OH- (Kishor et al., 2005). S volnymi kyslikovymi radikaly vytvaii komplexy, které spolu
dokazi byt dlouho asociované a tim zmirfiuje jejich negativni dopad na buitku (Floyd a
Zsnagy, 1984).

Akumulace této aminokyseliny je vyuZivana jako fyziologicko-biochemicky indikator
vodniho stresu, takZe zvySeni jeji koncentrace je spojovano s vétsi odolnosti viici suchu
(Molinari et al., 2007). To potvrzuji Moustakas et al. (2011) na rostlinach Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh., na které byl exogenné aplikovan prolin, a u kterych nasledné doslo
narustu mnozstvi sacharidi (maji obdobnou funkci jako prolin), poklesu peroxidace lipidu
(méfeno MDA), tyto rostliny také vykazovaly vétsi toleranci k fotoinhibici. Vyznam prolinu
jako indikatoru vodniho stresu byl potvrzeny u riznych druht rostlin Van Heerden a Kriiger

(2002), Akcay et al. (2010), He et al. (2011), Baloglu et al. (2012), Shi et al. (2012).
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Néarust mnoZstvi prolinu v reakci na stres suchem

Na rozdil od vyse popsanych antioxidant, mnozstvi prolinu v reakci na stres suchem
neklesalo, naopak ve vétsin€é piipadi rostlo. Rozdil mezi genotypy byl tedy vétSinou déan
rozsahem tohoto ndrastu (vEétsi u odolnych). To potvrzuje jasné zapojeni prolinu
do protistresovych reakci rostlin a jeho vyznam pii urovani odolnosti (Van Heerden a
Kriiger, 2002), (Moussa a Abdel-Aziz, 2008), (Akcay et al., 2010).

Reakce dvou odlisnych genotypu Helianthus tuberosus L. lisicich se odolnosti vuéi
stresu suchem navozenym PEG (48 hodin) méla stejny trend. U obou genotypi doslo
k vyraznému nartistu koncentrace prolinu az po 24 hodinach stresu, ale u odolného bylo jeho
mnozstvi na konci stresové periody mirn€ vyssi nez u citlivého, ackoliv vychozi mnozstvi se
u obou genotypt neliSila (Zhang et al., 2011). Stejné vysledky publikovali u Triticum
aestivum L. He et al. (2011). Pfes pocatecni stejné mnozstvi prolinu u obou genotypi doslo
u odolného v disledku stresu suchem k vétSimu nartstu oproti citlivému a spolu s CAT mély
hlavni vliv na odolnost. U rostlin Cynodon dactylon (L.) Pers. doslo k narGistu mnozstvi
u vSech genotyptl, nicméné stejné jako u ostatnich antioxidanti (SOD, CAT), byl tento nartst
narustu az posledni, 21. den stresu (Shi et al., 2012). Podobny nartist mnozstvi prolinu u obou
genotypu a i u dal$iho antioxidantu (CAT) byl pozorovan u Triticum aestivum L. U téchto
rostlin vSak doSlo u odolného genotypu k vétSimu a konstantnimu nérastu, zatimco u citlivého
byl nartist mensi a na zavér desetidenniho stresu jeho mnozstvi pokleslo (Valifard et al.,
2012). Na vyznamngj$i roli neenzymatickych antioxidantd (prolin) u rostlin Guizotia
abyssinica Cass. poukazuji Ghane et al. (2012), protoze zatimco aktivity vétSiny studovanych
antioxidacnich enzymii (CAT, APX) klesly, mnozstvi prolinu vzrostlo. Nejvetsi nartist byl
zaznamenan pravé u odolnych genotypl a to predevSim u rostlin, které byly podrobené

nejsilnéjSimu stresu (dlouhodobé péstovani pii 60% nasycenosti substratu).

OH
N
o Prolin

Obrazek 5. Konstitu¢ni vzorec prolinu.
Pievzato z http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/p0380?lang=en&region=CZ

42


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/p0380?lang=en&region=CZ

Velmi vyrazny (az desetinasobny), nartist mnozstvi prolinu byl v reakci na stres
simulovany PEG pozorovan u odolného genotypu Helianthus annuus L., zatimco u citlivého
genotypu byl tento nartst mirné niz$i (Baloglu et al., 2012). Vétsi nardst mnozstvi prolinu a
celkové vyssi hodnoty byly pozorovany rovnéz u odolného genotypu Capsicum annuum L.

V porovnani s citlivym (Anjum et al., 2012).

Vysoké mnozZstvi prolinu u citlivych genotypt

I ptesto, ze je zvySené mnozstvi prolinu ¢asto spojovano s odolnosti rostlin vic¢i suchu,

neplati ani tyto vztahy obecné. Ne vzdy dochazi k nérGstu mnozstvi prolinu u odolného
genotypu na rozdil od citlivého. Zcela opa¢ny trend popisuji u rostlin Astragalus
membranaceus Fisch. Yong et al. (2006).
Velmi podobné mnozstvi prolinu u vSech genotypi bylo pozorovano na pocatku (3. den
stresu) a i na konci stresu suchem (20. den) Saccharum officinarum L. Nicmén¢, rozdil
mezi odridami byl zjistén v prubéhu stresové periody (10. den), kdy bylo u citlivych
genotypll zaznamendno téméf dvojnasobné mnoZstvi prolinu v porovndni s odolnymi.
Nasledujici méfeny den (20. den) mnozstvi prolinu u citlivého genotypu kleslo v porovnani
s ptedchozim méfenym dnem (10. den), zatimco u odolného mirné vzrostlo. Mnozstvi prolinu
u odolného genotypu tedy vykazovalo stabilngjsi trend oproti citlivému. U citlivého genotypu
mobhlo jit o mobilizaci veskerych jeho sil a jeho nasledné vy€erpani. Béhem stresu také mohlo
dochazet k rozkladu prolinu za ucelem ziskani energie (Cia et al., 2012). Na podobny jev
poukazuji rovnéz Rosales et al. (2012) u rostlin Phaseolus vulgaris L., u nichz mnozstvi
prolinu vzrostlo u citlivého genotypu a naopak zlistalo nezménéno u odolného.

Reakce rostlin Glycine max (L.) Merill. na stres suchem byla v zavislosti na genotypu
a odolnosti nejednotnad a to nejen u prolinu, ale také u dalSich sledovanych antioxidanti
(CAT, GR). U vsech genotypt (2 odolné, 3 citlive) sice doslo k narGstu mnozstvi prolinu a
napf. u jednoho odolného byl tento nariist nejvetsi a dosahoval 1 nejvysSich hodnot. Nicméné
u druhého byl nariist jen mirny a dokonce dosahoval téméf nejnizsich hodnot. Naopak nartist
mnozstvi prolinu u jednoho citlivého genotypu byl srovnatelny s prvné zminénym odolnym.
Zésadni roli prolinu v reakci na sucho tedy autofi potvrdili, nicméné zavislost na odolnosti
spiSe ne (Masoumi et al., 2011).

Néartst mnozstvi prolinu u citlivych i odolnych genotypti v disledku stresu popsali

Grzesiak et al. (2013) u rostlin Triticum aestivum L. Zajimavé je, ze na rozdil od pfedchozich
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popsanych antioxidantli, odolny genotyp mél béhem normalnich podminek celkové méné
prolinu nez citlivy. Nicméné po navozeni stresu jeho mnozstvi vzrostlo tak, ze vyrazné
prevysilo mnozstvi u citlivého genotypu. Ziejmé tedy vice zalezelo na aktivaci syntézy

prolinu, nez na jeho latentni koncentraci.

3.5.2.4 a-Tokoferol

Tokoferoly jsou antioxidanty rozpustné v tucich, které se povazuji za mozné
detoxikatory ROS a lipidovych radikald. Zasadni roli hraji v biomembranach (u rostlin
Vv tylakoidni), do kterych jsou lokalizované a zajiStuji jejich stabilitu, chrani polynenasycené
mastné kyseliny pied peroxidaci. Ze ¢tyf izomeru (o-, B-, y-, 0-), které se vyskytuji
v rostlindich, ma a-tokoferol (Obr. 6) nejvétsi antioxidativni aktivitu a tedy i vyznam
(Hollander-Czytko et al., 2005).

Narust mnozstvi a-tokoferolu v reakci na sucho byl zjistén napi. v listech pSenice.
Autofi poukazuji na to, Ze zvySené mnozstvi tokoferolu je mozna prvni reakci na sucho a
vyjadiuje vyS$$i antioxidativni obrannou kapacitu chloroplastu (Herbinger et al., 2002).
Pozitivni vliv zvy$eného mnozstvi a-tokoferolu v souvislosti s reakci rostlin na stres suchem
byl potvrzen u riiznych druhii rostlin, napt. u Helianthus annuus L. (Keles a Unyayar, 2004),
Zea mays L. (Ali et al., 2010), Carthamus tinctorius L., (Hojati et al., 2011).

o-tokoferol

CH,

Obrazek 6. Konstituéni vzorec a-tokoferolu.
Pievzato z http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid es-002 vi1/hesla/tokoferol.html
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3.5.2.5 Ostatni neenzymatické antioxidanty

Ve stresové reakei rostlin se uplatituji i dalsi neenzymatické antioxidanty, mezi néz se
fadi flavonoidy, fenolické latky, nebo karotenoidy. S vyjimkou karotenoidii nejsou ani tyto
tak Casto studovany a ziskané vysledky neptinesly obecnéjsi zaveéry.

Vliv flavonoidu studovali napf. (Ali et al., 2010), (Rosales et al., 2012), vliv fenolickych latek
(Ali et al., 2010), (Rosales et al., 2012) a vliv karotenoidd (Saglam et al., 2011), (Candan a
Tarhan, 2012), (Tian et al., 2012b), nebo (Valifard et al., 2012).

3.6 Dalsi méirené parametry (podle kterych lze posuzovat odolnost/citlivost rostlin vuci

suchu)

3.6.1 Peroxid vodiku

Jednou z hlavnich ROS, které v rostlinné burice vznikaji v reakci na stres suchem, je
peroxid vodiku (Obr. 3). V buiice je produkovan ptedev§im enzymem SOD, ktery ho vytvari
béhem redukovani superoxidového radikalu, a jeho hlavnimi detoxikatory jsou enzymy CAT,
APX nebo POX. Nadmérné mnozstvi peroxidu vodiku miZe v buiice zplisobovat oxidativni
stres, napiiklad inaktivaci enzymi oxidovanim jejich thiolovych skupin, ktery mize vést az
k programované bunééné smrti. Ugastni se také Fentonovy reakce, kdy oxiduje oxid Zeleznaty
za vzniku velmi toxického OH'. Nicméné v nizkych koncentracich plisobi peroxid vodiku
jako signalni molekula ucastnici se aklimaéniho signalizovani pfi spousténi tolerance rostlin
vici biotickym a abiotickym stresim (Quan et al., 2008). Peroxid vodiku je sice stfedné
reaktivni na rozdil od ostatnich ROS, ale ma delsi polocas rozpadu (1 ms), zatimco O,", OH',
'0, ho maji vyrazng kratsi (2-4 ps) (Bhattacharjee, 2005). Navic bylo popsano nékolik
enzymatickych systémi na povrchu rostlinnych bunék produkujicich peroxid vodiku, ktery by
tak mohl byt jednoduseji distribuovan do dalsich casti pletiva (Scandalios et al., 1997). Také
funguje jako regulator v jinych fyziologickych procesech jako je senescence, fotorespirace,
fotosyntéza, pohyb praduchit nebo rast a vyvoj rostliny. Tvorba peroxidu vodiku
v mezofylovych bunkach zplsobend suchem miiZze byt spojena se zménami ve struktuie
bunécné stény. Peroxid vodiku je také potfebny pro oxidativni polymerizaci skoficovych
alkoholt pfi tvorbé ligninu. Jeho zvySené mnoZzstvi tak mize souviset s pfestavbami bunécné

stény béhem sucha. Ukladani ligninu do bunék kotene v reakci na sucho potvrdili Li et al.
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(2013). Rostlina se tak brani inikiim vody, ale zaroven si mechanicky brani rastu buiiky, coz
muze byt divodem mensiho vzristu rostlin. Nicméné toto bylo prokdzdno jen u bunck
korene, nikoliv listu.

Diky témto vlastnostem je peroxid vodiku velice Casto studovanou latkou, Castéji nez
ostatni ROS, a v mnoha piipadech je spolu s antioxidanty a malondialdehydem (MDA)
meéfena jeho koncentrace v souvislosti s odolnosti vii¢i suchu (Tian et al., 2012b), (Sanchez-
Rodriguez et al., 2012), (Huseynova, 2012), (Shi et al., 2012). Je vSak potiebné jeho zmény
koncentrace v buiice porovnavat i s antioxidaénimi enzymy a celkovym prospivanim rostliny,
aby bylo mozné rozlisit, jestli je jeho zvySené mnozstvi odrazem signaliza¢ni role, nebo uz
oxidativniho stresu.

Zhang et al. (2001) popsali zavirani praducht v reakci na exogenné pfidany peroxid
vodiku a jeho odbourani po piidani CAT u Vicia faba L. Peroxid vodiku muze v tomto
ptipadé putsobit jako sekundérni posel v hormonalné zprostfedkované odpovédi praduchii
na sucho. Stejné vysledky popsali u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Bright et al. (2006).

He et al. (2011) ptisuzuji peroxidu vodiku signaliza¢ni funkci spiSe nez jeho toxicky
vliv. U rostlin Triticum aestivum L. doslo totiz v reakci na stres suchem k vyraznému zvySeni
mnozstvi peroxidu vodiku u odolného genotypu na pocatku stresu a poté k naslednému
poklesu. Béhem dalSiho pribéhu stresu si jiz odolny genotyp udrZoval nizS§i mnozstvi
peroxidu vodiku nez citlivy. Jeho pocatecni nartst koreloval s naristem aktivit antioxidacnich
enzymu (SOD, CAT), z ¢ehoZ autofi usuzuji, Ze bude mit signaliza¢ni funkci béhem aktivace
téchto enzymii. Autofi tak potvrzuji to, na co upozornili jiz Foyer et al. (1997).

Naopak snizeni mnozstvi peroxidu vodiku s postupujicim stresem suchem bylo
zaznamenano u rostlin Triticum durum (Desf.). U nich doslo v reakci na 35- ti denni stres
suchem k poklesu mnozstvi peroxidu vodiku u obou genotypl. To vysvétluji autofi pomalym
nastupem sucha, kdy se rostlina stihne aklimatizovat. MozZzna timto pozvolnym nastupem
sucha nebo tim, ze nebyl podrobné zaznamenan priab¢eh stresu, nybrz az 35. den stresu, nebyla
patrna pfipadna prvotni reakce. Nebo zkratka rostlina netrpéla natolik, aby musela aktivovat
obranné mechanismy, protoZze nedoSlo ani k prikaznému zvySeni aktivity GR. Nicméné
(Loggini et al., 1999).

Podobny ptipad byl popsan napi. u rostlin Arachis hypogaea L., kde autofi pokles
mnozstvi peroxidu vodiku vysvétluji u€innym fungovanim antioxida¢nich enzym, predevsim

APX a CAT (Akcay et al., 2010), nebo u Phaseolus vulgaris L. (Saglam et al., 2011).
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3.6.2 Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) je jakozto finalni produkt peroxidace lipida
(polynenasycenych mastnych kyselin) (Obr. 7) v bunénych membranach povazovan také
za metitko oxidativniho poSkozeni vzniklého z divodu zvySeného mnozstvi ROS. Méteni
tohoto parametru tak poskytuje pomérné piesnou predstavu o tom, jak moc rostlina trpi
oxidativnim stresem (Liu et al., 2009) a jeho zvySené mnozstvi v reakci na sucho bylo
popsano ve vétsine studovanych piipadi.

Poskozeni intracelularnich membran muize nasledné poskodit dychaci fetézec
vV mitochondriich, fixaci uhliku v chloroplastech a tim zpusobit degradaci chlorofylu. Zatimco

poskozeni plasmatické membrany vede ke ztraté¢ osmolytii a smrti buiiky (Scandalios, 2005).

H,C ROS 0 0
\/ \/ \/ \(CHZ)TCOOH ——— \X\‘\///\\;;/,.

Kyselina linoleova Malondialdehyd

Obrazek 7. Oxidace polynenasycené mastné kyseliny linoleové za vzniku malondialdehydu.
Upraveno dle Gill a Tuteja (2010).

Nizké mnozstvi MDA spolu s vysokou aktivitou antioxidanti u odolnych genotypi

Velice Casto je mnoZstvi MDA v tésné negativni korelaci s aktivitou antioxidantf.

Odolné genotypy, které maji v reakci na sucho zvySenou aktivitu antioxidacnich enzymd,
efektivné odbouravaji ROS a tak nedochazi k peroxidaci lipidl a ke vzniku MDA. Na rozdil
od citlivych genotypt, kterym se pii méné ucinné antioxidativni ochrané ROS v buikach
hromadi a umoZiuji vznik MDA.
Tato korelace byla potvrzena u mnoha odliSnych druht rostlin, napf. u Coffea canephora
Pierre ex Froehner (Lima et al., 2002), Phaseolus vulgaris L. (Zlatev et al., 2006), Sesamum
indicum L. (Fazeli et al., 2007), Carthamus tinctorius L. (Hojati et al., 2011), Capsicum
annuum L. (Anjum et al., 2012), Cynodon dactylon (L.) Pers. (Shi et al., 2012), Trifolium
repens L. (Li et al., 2013).
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Casto také vristajicimu mnozstvi MDA odpovida i vzristajici mnoZstvi peroxidu
vodiku. Akumulace téchto dvou latek je znakem Spatné antioxidativni ochrany rostliny (Shi et
al., 2012), (Baloglu et al., 2012).

Pinheiro et al. (2004) popisuji odlisny jev, kdy u citlivych genotypu Coffea canephora
Pierre ex Froehner doslo ke zvyseni aktivity antioxida¢nich enzymt (SOD, CAT, APX), které¢
vSak bylo doprovazené i zvySenym mnozstvim MDA. Citlivy genotyp potieboval
pro odbourani ROS zapojit vice antioxidantd, ale ani tak mu to nestaCilo K potlaceni
negativniho ucinku stresu suchem.

Tésny vztah hladiny MDA s aktivitou antioxidantii byl popsany u Pulegium vulgare
Mill., u kterého mnozstvi MDA vzrostlo az ve chvili, kdy s postupujicim stresem klesla

aktivita antioxida¢nich enzymu (Candan a Tarhan, 2012).

Vysoké mnozstvi MDA u odolnych, nebo nizké mnozZstvi MDA u citlivych genotypi

Odlisna reakce na stres byla zjisténa u rostlin Arachis hypogaea L. Odolny genotyp
mél navzdory vys$im aktivitdm antioxidacnich enzymii (GR, CAT) vétsi i narist mnozstvi
MDA. Autofi tento jev u odoln¢ho genotypu vysvétluji rychlou vyménou fosfolipidi
Vv poskozené membrané u odolného genotypu (Akcay et al., 2010).

Na rozdil od vySe zminénych souvislosti mezi mnozstvim MDA a funkci antioxidantt
Triticum aestivum L. v porovnani s odolnymi genotypy. Tento rozdil byl vSak patrny az
posledni, sedmy, den stresu. U odolnych genotypli korelovalo zvySené mnozstvi MDA
s poklesem aktivit studovanych enzymi (APX, GR), které u nich do té doby rostly, zatimco
u citlivého od pocatku klesaly.

Kontinudlni rast MDA a pokles antioxidantii s postupujicim stresem je takeé
vysvétlovan postupnou senescenci a nerovnovahou v ROS, které ptibyvaji a rostlina se jich uz

neumi zbavovat (Zhang et al., 2012).
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3.7 Zavér

Z vyse uvedené¢ho piehledu je patrné, ze reakce rostlin na stres suchem zavisi
na rostlinném druhu, genotypu, na délce a charakteru stresu. Jeho projevy mohou byt
studovany na rtiznych urovnich a vzdy je Zadouci porovnavat vice parametrti, aby bylo mozné
vyvozovat obecnéjsi zavéry. Odpoveéd’ rostlin na stresové podminky je komplexni a zahrnuje
jak morfologické a fyziologické projevy, tak zmény na Grovni antioxidantd. Z publikovanych
praci je patrné, ze vysSi aktivita antioxidacnich enzymi, nebo vEtsi mnozstvi antioxidanti
bylo ve vétsiné pripadii po navozeni stresu pozorovano u odolnych genotypt riznych druhii
rostlin. Nicméné vzhledem k cetnym vyjimkam, opacnym trendiim a neprikaznym vztahtm,
nemusi narist nebo pokles aktivity/mnozstvi antioxidantii vzdy jasné vypovidat o reakci

na stres.
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Tabulka 1. Reakce antioxidanti na stres suchem. Souhrnna tabulka studii porovnavajicich
aktivity/mnozstvi antioxidantd u rGznych genotypt jednotlivych druhti rostlin. Genotypy se
znamou citlivosti/odolnosti vii¢i suchu jsou oznaceny ,,odolny*, nebo ,.citlivy*. Genotypy, jejichz
citlivost/odolnost byla zjisténa danym pokusem a piedem nebyla znama, jsou oznaceny ,,(odolny)*,
»(citlivy)®“. Genotypy, jejichz citlivost/odolnost nebyla urcena, jsou oznaceny ,,-“. Zmény
aktivity/mnozstvi antioxidantll jsou porovnavany v rdmci dané studie mezi sebou. Aktivity nebo
mnozstvi antioxidantti bud’ rostly (,,nartst*), nebo klesaly (,,pokles*) nebo nebyly zménény (,,NZ*).
Nartst/pokles aktivit nebo mnozstvi antioxidanti mohl byt v ramei danych studii u jednotlivych
genotypi veétsi (,,+), mensi (,,-*), a jejich celkova aktivita/mnozstvi mohla byt vyssi (,,v*) nebo
nizsi (,,n*) u danych genotypil v porovnani s ostatnimi v rdmci dané studie.

odolny/
Rostlinny druh Genotyp cilive/ Publikace
neurceno
Abelmoschus | Opr6 Oke- Kusvuran,
esculentus (L) |67.01-105  |odolny narfist|+|narfist |+ (2012)
Moench. Okr47. Okr-
112, citlivy nanist|- |nanist |-
Okr-36.0kr-
39.0kr-89,Olkr-
105 - narist| |narlist
Arachis hypogaea |Flotispan odolny nariist|- |nariist|+{NZ nariist nariist|+|narist |+ | Akeay etal.
L Gazipasa citlivy nariist|+| nariist |- [NZ pokles araist|- |namst|- (2010)
Astragalus Mongolia odolny narist| |narast| |nardst| |narist Yongetal,
membranaceus (2006)
Fisch. stiednd ) ) ] )
Wild odolny narust narust| |narast| |narnast
Hebei citlivy nariast| |narist| |nardst| |namst|+
Atriplex hortensis |varpurpurea |(citlivy) narist| |pokles narist| |pokles Saietal,
B var.rubra (odolny) narast| |narlist nariist| |pokles (2012)
Avenasativa L. |THO 884 odolny narast| |namst Chandra et al,
JHO 888 cithivy pokles| |pokles (1998)
Betavulgaris L. |7112 N narast| |narist Sayfzadeh et
BP-Karaj = v|nariist |v al, (2011)
BP-Mashhad |- nanist| |narist
Capsicum annuum |Shanshu-2001 |(odolny) narist|  |nariist|- |nariist |+|narist|+ |narist |- | Anjumetal,
L. Nongchengjia @012)
0-2 (citlivy) narlst +|narist |- [narst|- |narast|+
Carthamus  |IL111 (odolny) |nariist|v|nariist|v narfist|+ nériist [+ narist| | Hojatietal,
tinctorius L. |Isfahan (cithivy) |narast|n|narist|n narast|- t|+|nariist namst [+ (2011)
Cicer arietinum L. |Pirouz citlivy narast|- |narfist|- Mafakhen et
ILC482 odolny nariist|+ |narist|+] al. (2011)
Bivaniej odolny narast|+ |nanist|+
Cleome gynandra Uzilday et al..
E C4 (odolny) narist|+|narist| |narist|+ |narist| |pokles|v NZ (2012)
Cleome spinosa
Jacq. C3 (citlivy) nariist|- |narist| |narhst|v-|nand narist narist
Coffea canephora |120 odolny narfst|+ narist|+|nariist [+ nariist Lima etal,
Pierre ex Froehner [109a citlivy narist|- nariist|- |narist narist |+ (2002)
Coffea canephora |120 odolny  |NZ NZ NZ | |pokles NZ | |nardst|+ NZ Pinheiro etal.
Pierre ex Froehner |14 odolny  [NZ NZ narist|v|NZ NZ NZ NZ (2004)
109a citlivy NZ narist | |narist| |pokles nariist|+|namst nariist
46 citlivy NZ NZ narist| |narist narast| |NZ NZ
Cynodon dactylon | Tifgreen odolny narist| narist|+ |narist|+|narist |[+|nardst|+|narast|- Shietal,
(L.) Pers. mimé (2012)
SR9554 odolny narist| |narist|- |narst|- |nardst| [nardst|- |narast|+
Yukon citlivy narist| |narist|- |narist|- |narist| |nanist|- |narlst|+
Glycine max (L) |L17 odolny nariist narist|- narist| |narist| |Masoumietal.
Menill. Clean citlivy NZ ariist|- nariist| |narist (2011)
TMS citlivy NZ arist narist|+|NZ
Williams x
Chippewa odolny narist narist|+ arist ariist
M9 cithivy narst narist|+ narist|+|narist
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odolny/

Rostlinny druh Genotyp cilive/ Publikace
neurceno
Glycine max (L) |Maple Arrow |odolny arist|+|nariist ariist[+ Van Heerden a
Merill. Fiskeby V citlivy narist|- [INZ narast|- Kruger, (2002)
Guizotia IGP 76 (odolny) pokles|v| pokles|v|narist [+|narist|+|narist Ghane etal.,
abyssinica Cass. |GA 10, (citlivy) pokles pokles| |[NZ nariist|- [narist |+ (2012)
No.71 (citlivy) pokles pokles| |narist |- |narist|- [narist
IGPN 200 (odolny) pokles|v pokles|v|narist | |narist|- |narast
Helianthus annuus | Avdin (odolny) narist| |NZ narfist narist|+|narist| | Balogluetal,
L Musala (citlivy) Nz | [Nz nariist nariist|- |narist Q012
Helianthus annuus |Nantio F1 - NZ polles NZ NZ Kelesa
L. Ozdemirbey |- NZ pokles|+ pokles| [NZ Unyayar,
Heliantrus annuus | Azargol = NZ arist| |NZ Pourtaghi et
L Euroflor (odolny) NZ nariist| |NZ al, (2011)
Allestar (odolny) narist NZ NZ
Karaj - NZ i narast
Helianthus Xiuyan odolny narist|+|nariist | |nariist|+|narist|- | Zhangetal,
tuberosus L. |Yulin citlivy narast|- [NZ narist|- |narast[+|  (011)
Kochia scoparia L|Birjand (odolny) narist|+|narist| |NZ narist|+|narist Masoumi et al..
Borujerd (citlivy) arist|- |nariist| |NZ arast| |NZ (2010)
Medicago sativa L | Yazdi odolny nariist|+ narist|+ |narist|+|narist [+ narist| | Boldaji etal,
Gharayonje citlivy narist|- narast| |narist|- |narst |- nanist [ v (2012)
Medicago sativa L |Algonquin |- narist|+ |NZ pokles narist| |Heetal, (2012)
Rinjeng daye|- narast|+ [pokles| |pokles narist
Longdong = narist|- |pokl pokles narist |+
Musa L. Berangan odolny narist| |narist narist|- |pokles |+ nariist Chaietal.,
Mas citlivy NZ narist |+ nariist|+|pokles |- nariist |v (2003)
Nicotiana |allotetraploid |(citlivy) |nariist|n]|nariist|n pokles| |narist pokles|+|nariist Dengetal,
benthamiana (2012)
Domin. oktaploid (odolny) |nanist|v|narist|v 1ari1 narist pokles|- [narist
Nicotiana GS 46 odolny narlst|+|nariist [+ nariist| |nariist |+ Van Rensburg
tabacum L. ELSOMA odolny narist|+|nariist |+ nariist| |narist [+ aKruger,
TL 33 citlivy narast|- [narist narist| [narist |- (1994)
CDL 28 citlivy nanist|- [narlist narist| |nanist |-
Onvzasativa L. |Jin 23B odolny narast| |NZ NZ NZ Fuetal, (2011)
Zhenshan97B |citlivy NZ pokles| |pokles narast
Oryzasativa L. |IRAT109 odolny narist |+ narlist Jietal, (2012)
ssp. Indica Zhenshan97B |citlivy naraist |- narist |-
Oryzasativa L. A = o fiig i = R Selote a
N22 odolny  |narast| |narist narast| |narist| |narist|+ |pokles| |narist |+ e
N 118 citlivy _ |pokdes| |pokle pokles| |pokles| [narist| |narist| |narist|- Chopra,(2004)
Ormyzasatival. |BrownGora |odolny |NZ NZ narist | |narist| |NZ Pyngrope et
Malviya-36  |[citlivy  |pokles| |NZ poldes | |NZ NZ al., (2013)
Panicum [Ningmi 13 (odolny) pokles|n |pokles|v]pokles|v narist|n | Zhangetal.
miliaceuwm L. |Neimi 5 g pokl pokles| [pokles narlst (2012)
Jinmi 4 - pokles|v |pokles|n|pokles [n nariist v
Phaseolus vulgaris|Bayo Madero |citlivy NZ narast nérlist|+|nariist |+ |nariist| |narist| | Rosalesetal,
L Pinto Saltillo |odolny  |namist nanist narist|- [narast |- [NZ narast (2012)
Phaseolus vulgaris | Vakutive (odolny) pokles| |nariist ist| |narist NZ Saglam etal,
L Pinto Villa odolny NZ NZ |+ NZ |v|namist |- NZ (2011)
Ozayse (citlivy) narast| |narist narast| |narist |+ narst
Zulbiye (citlivy) arust| |narst NZ narist nariist
Phaseolus vulgaris | Plovdiv 10 (odolny) NZ |v narist| |narist narist Zlatev etal.,
L. Prelom (odolny) narist|+ narist| |narist nariist (2006)
Dobrudjanski
ran (citlivy) narist pokles| |narist |+ narast [+
Poa pratensis L. |Midnight odolny nariist |+|narist|+|nanist |+|nanist arti narist Xuetal,
Brilliant citlivy narist |- |narist|- |narist|- |narst| |namist| |nardst (2011)
Saccharum SP83-2847 odolny narast| |[NZ narast| |narist| |narist| |narist Ciaetal,
officinarum L.  |SP83-5073 odolny narist| |narast NZ narist | |narast| |narist (2012)
SP90-3414 citlivy pokles|v|narist narist|+|NZ nariist| |narist|+
SP90-1638 citlivy narist| |narst pokles| |NZ narast| |nardst|+
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odolny/
Rostlinny druh Genotyp cilive/ Publikace
neurceno
Sesamum indicum |Yekta odolny narist|v |narist|+|{narist [+ narist Fazelietal,
L Darab 14 citlivy narist|n [narist| |nardst |- narist|v|  (007)
So!w?um Zarina odolny |NZ NZ narist | |narist| |nardst narist| |narist pokles S@chez-
lvcopersicum L. Rodriguez et
Josefina citlivy NZ pokles| |NZ NZ NZ pokles| |[NZ narist al, (2012)
Solanum Unyayar et al .
lvcopersicum L. |Lukullus citlivy pokles| |pokles pokles| |nanist [+ (2005)
Solanum
peruvi L. odolny pokles| |naris art arist |-
Tagetes erecta L. |Chokdee odolny  |nariist|v|narist narist|+ narast|+ |narast| |narst |+ narist|- | Tianetal,
Discovery citlivy nariist [n|NZ nanist|- narist|- |pokles| |narist|- narast |+ (2012b)
Trifolium repens L.|P1288084 odolny nariist|v narist|v |narist|v|narist narast [n | Li et al., (2013)
Chuanyin
Ladino citlivy narnist nariist|n |nanist|n|namst narist|v
Triticum aestivum |Chalowal-97 odolny NZ nariist Bano etal.,
L. Punjab-96 citlivy NZ NZ (2012)
Triticum aestivum |Mohan Chakraborty a
) & Wonder (citlivy) nariast| |namist| |pokl pokles| |pokles Pradhan,
Kedar (odolny) narmist| |narast| |namist| |namist| |narast (2012)
Gayetri (citlivy) narist| [narist| |pokles| |pokles| |pokles
Gandhar (odolny) narast| |narist| |narist| |narist| |narist
Triticum aestivum | 306, NI5439. Devietal,
L PBW299 PBW (2012)
396 odolny narist| |nardst| |nardst| |narist
PBW175 odolny pokles| |narist| |narist| |pokles
HD2329 citlivy narist| |narist| |nardst| |pokles
HUW234,
LOK1 citlivy narist| |narist| |narast| |pokles
PBW343 citlivy narast| |pokles| |pokles| |pokles
WL711 citlivy narist| |narist| |pokles| |narist
Triticum aestivum |Nawra odolny NZ nariist|+ |narist| [NZ nariist|+ Grzesiak etal.,
L. Parabola odolny ariist |- |narast| v+ narast| [NZ e (2013)
Radunia citlivy narist [+ narist| |narist| |pokles g
Raweta citlivy narist |+{narist| |namist| |pokles -
Manu - NZ nariist, arist|+|pokles| |narist|+
Triticum aestivum |Jinmai 47 odolny  |narlist vyss | |nizs nanist|+ He et al., (2011)
I Shunmai 1718 |cithvy  |narast e I Fe e
Triticum aestivum | Azamatti-95 | odolny nariist| |narist NZ | |narist Huseynova,
L Giymatli-2/17 |ecitlivy narist| |NZ nartist| |pokles (2012)
Triticum aestivum |Ballada odolny pokles|v|pokles nariist| |nardst| | Nikolaevaet
L Belchanka odolny pokles| |pokles narist| |narast al., (2010)
Beltskaya citlivy pokles| [pokles narast] |narast]-
Triticum aestivum |C 306 odolny  |pokles narist| |narist| |nardst| |narist|v|narist namist Sairam et al,
: st | comn, o
HD 2285 odolny NZ nén::lst narist _ _ néﬂslst 28
HD 2329 ctthvy‘ pokles N?. m‘m:st — n:fn.xst nen:st na;n.:st (2000), Sai
PBW 175 odolny  |pokles narust| |narist| |narmist| |namist| |namist narast 3
a Stivastava
stiedné (2001)
HD 2402 odolny namist| |narist| |narist
‘WH 542 cithivy arust| |narist| |narist
DL 153-2 odolny  |pokles narist| |narist| |narist| |nanist naniist
Raj 3077 citlivy narast| [narist
HD 2428 citlivy pokles nariist narist| |narist nariist
Hira citlivy narast| |narist| |narhst narist
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odolny/

Rostlinny druh Genotyp | irive/ Publikace
neurceno
Triticum aestivum |SHARK citlivy narist|- |pokles|+ Sharifi et al.,
L Ohadi odolny narist|+ |narist (2012)
Unknown 11,
Homa odolny narast|+ |pokles|-
stredné
Sabalan odolny NZ nanist
stredné
Rasad odolny narast|+ |pokles|+
Triticum aestivum | Zagros odolny nariist narist|+|narist |- | Valifard etal,
12 Pishtaz citlivy nariist|- nartist|- |narist[+]  (2012)
Triticum aestivum |Heshangtou |odolny NZ narast|v{narist narist |- Wuetal,
L Longchun citlivy narist| |narast| |narist narast|+ (2012)
Triticum durum  |Barakatli 95 |odolny nariist| |nariist nariist|+|NZ Huseynova,
Desf. Garagylchyg-2 | citlivy pokles| |NZ nartst|- |pokles (2012)
Triticum durum | Ofanto odolny pokles NZ Loggini etal.,
Desf. Adamello citlivy pokles nariist (1999)
Zeamays L. |Agaiti-2002  |odolny Alietal,
EV-1098 citlivy (2010)
Zeamays L. 2023 citlivy pokles| [pokles pokles| [narlist Benesova et
CE704 odolny narast| |narist narist| |narist al., (2012)
ZeamaysL. |1 M5 Parkash |odolny |nariist|v|NZ narist| |narist| |narist| |nacist| |NZ NZ Chugh etal,
PMH2, (2011)
JH3459, Paras,
LM14 citlivy narist |n|nanist pokles| |narist| |narist| |pokles| |pokles nariist
Zeamays L. Chang 7-2 odolny narist narist Lietal, (2009)
Huangzao4  |citlivy narast narist
Zeamays L. _ i e s . sacl) . Moussaa
Giza 2 odolny narust|vHnarist| |narist| |namst|+|narst|- Abdel Aziz,
Trihybrid 321 |citlivy narist| |nanist| |narist| |nanist|- |narist|+ (2008)
Zeamays L. LIZA odolny naraist |+ Pastoria
LG11 citlivy narist Trippi, (1992)
Zeamays L. |Shaandan9  |odolny NZ nanast| INZ Xinetal,
Shaandan 911 |citlivy pokles| |NZ pokles (2011)
Zeamays L. |Shaandan9 |odolny NZ NZ nariist narist|- | Zhangetal.,
Shaandan 911 |citlivy pokles| |narast| |pokles narast|+ (2007)
Oryzasativa L. |BrownGora |odolny |NZ NZ narist | |narist| |NZ Pyngrope et
Malviya-36  |citlivy pokles| |NZ pokles | |[NZ NZ al., (2013)
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4 Material a metody

4.1 Pokusny material

Pokusny material tvofily dvé odrady Vicia faba L. (téz Faba vulgaris Moench, Vicia
vulgaris Gray). Cesky se tento druh nazyva bob obecny, bob polni, bob sety, bob zahradni,
nebo vikev bob. Jeho taxonomické zafazeni je: fiSe Plantae (rostliny), oddéleni
Magnoliophyta (rostliny krytosemenné), tfida Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny), fad
Fabales (bobotvaré), ¢eled” Fabaceae (bobovité). Tato rostlina piivodem ze severni Afriky a
jihozapadni Asie se vyuziva predevs§im jako zelené hnojeni (rostliny maji velkou biomasu a
dokézi fixovat atmosféricky dusik, po dosazeni urcité velikosti se zaoraji a slouzi jako
hnojivo). Déle se vyuziva jako krmivo pro hospodéiskd zvifata zejména kvuli svému
vysokému obsahu bilkovin.

Pro pokusy jsem pouzila dvé odrady péstované v Ceské republice. Odrida
,Piestansky* je stfedné rand, stredné vysoka odrida s bilymi kvéty a vysokou potravinaiskou
kvalitou semen. Byla vyslechténa v Slachtitel'ské stanici Horna Streda, a.s. Slovensko a
ve Statni odridové knize je zapsana od roku 2004 (www.agritec.cz). Odrida ,,Merkur® je
polopozdni s ¢ervené¢ Zihanymi kvéty, se zlepSenou odolnosti poléhani a s vysokymi
stabilnimi vynosy semene. Vzrustem je mensi a drobnéjs$i v porovnani s odridou Piestansky.
Tato odrida byla vyslechténa ve Slechtitelské stanici Chlumec nad Cidlinou, Selgen, Ceska
republika a registrovana byla v roce 1997. Podle pfedchozich vysledki z naSi laboratofe
(Fridrichova, 2010) u ni bylo zjiSténo lepsi prospivani pfi stresu suchem.

Semena odridy Piestansky byla poskytnuta od firmou Agritec, s.r.o., Sumperk.

Semena odriidy Merkur nam poskytla SS Chlumec nad Cidlinou.

Rostliny pro pokusy byly péstovany ve sklenicich Brozkovy genetické zahrady
Katedry genetiky a mikrobiologie Piirodovédecké fakulty UK v Praze, Studnickova N12 bud’
Vv kontrolnich podminkéch se standardni zalivkou, nebo po urcitou dobu stresované suchem.
druhu ve sklenikovych podminkach (Fridrichova, 2010). Hlavni méfeni ptfimo na rostlinach a
na cerstvé odebranych listech jsem provadela ve dvou velkych pokusnych blocich v obdobi
let 2011 a 2012. Dalsi charakteristiky jsem méfila pribézn€ v obou letech na vzorcich

listového pletiva ulozenych v hlubokomrazicim boxu.
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4.2 Schéma pokusu

Pro podzimni pokusy roku 2011 bylo vyseto 357 semen od kazdé odrtidy, z nichZ bylo
vybrano a zpracovano 264 pro kazdou odradu. 18. den po vysevu (rostliny odridy Piestansky
byly ve fazi 4 pln¢ vyvinutych listd a Merkur 3 plné vyvinutych listld) jsem rostliny kazdé
odrtdy rozdélila do dvou skupin, z nichZ jednu jsem pfestala zalévat. Tento den jsem ve svém
pokusu oznacila jako ,,den 0. Pokusnymi dny, ve kterych jsem méfila vybrané parametry a
odebirala rostlinné pletivo pro pozd¢jsi zpracovani a meéteni dalSich charakteristik, byly
krom¢ vychoziho dne 0 dale 2., 4., 6., 8. a 10. den po rozdéleni rostlin zahéjeni stresu suchem
(ve vysledcich oznaceny jako ,,den 2% ,den 4“ ,den 6% ,den 8“ ,den 10°). V téchto
pokusnych dnech jsem méfila zvolené morfologické parametry vzdy osmi rostlin z kazdé
varianty (ve vysledcich oznaceny jako Piestansky-zalivka, Piestansky-sucho, Merkur-zalivka,
Merkur-sucho) a odebirala vzorky z listového pletiva pro stanoveni relativniho obsahu vody
(RWC) a obsahu pigmentt. Poté jsem rostliny umyla a oddélila nadzemni ¢ast od kotfent a
kazdou c¢ast zvlast jsem usus$ila pro stanoveni suché hmotnosti. Z dalSich dvanacti rostlin
od kazdé varianty jsem odebirala vzorky listového pletiva pro pozdé¢jsi biochemické analyzy
(mnozZstvi prolinu, aktivita APX a CAT). Vzorky pletiva byly bezprostiedné po odbéru
zmrazeny V tekutém dusiku a poté ulozeny v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80°C
(Tab. 2). Tyto vzorky jsem zpracovéavala pribézné v obdobi let 2011 a 2012. V den 0, kdy
jesté nebyly rostliny stresované suchem, byly zpracovany pouze ,,zalévané* varianty.

Pro podzimni pokusy v roce 2012 jsem vysela 290 semen od kazdé odrudy
pro stanoveni vybranych fotosyntetickych parametrd listi a izolovanych chloroplastd.
Vzhledem k tomu, Ze by nebylo mozné v jednom dni zpracovat pozadované mnozstvi rostlin
z divodu velké ¢asové narocnosti téchto méfeni, jsem polovinu rostlin vysela o jeden den
diive a stres suchem jsem u této piedsazené skupiny navodila také o jeden den diive. Méteni
jsem tak mohla rozlozit do dvou po sob¢ nasledujicich dnli a zpracovat potiebny pocet vzorkl
nezbytny pro statistické hodnoceni u rostlin stejného staii a stejné dlouho stresovanych
suchem. Den 0 byl opét dnem zahdjeni stresové periody a ukonceni zalévani rostlin
ze skupiny ,,sucho®. Méfeni jsem provadéla vzdy s odstupem dvou dnii stejné jako v roce
2011. Kazdy pokusny den jsem odebirala z kazdé varianty dva vzorky 4 listii (1 rostlina=1
list), které jsem nésledovné pouzila pro stanoveni aktivity fotosyntetického fetézce, obsahu
fotosyntetickych pigmenti a specifické hmotnosti listu (Tab. 3). O 14 dni pozdé€ji, na podzim
roku 2012, byla vyseta semena obou odrid pro dalsi rozsahla srovnavaci méteni. Pokusy byly

uspotadany a rostliny péstovany za naprosto stejnych podminek jako rostliny pro méieni
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fotochemickych parametri. Cast tdchto rostlin jsem vyuZila pro méfeni dvou parametri
fluorescence chlorofylu (F./Fn, Qv), abych mohla tyto dva parametry porovnat s parametry

fotochemické uc¢innosti izolovanych chloroplastt.

4.3 Podminky péstovani

Semena jsem vysévala do kvétinaclt (vzdy po jednom semeni) o priméru 12 cm, a
vySce 8 cm. Jako substrat jsem pouzila raSelinu (Baltisches substrat, HAWITA Baltic,
Némecko) smichanou s kompostovou zeminou v poméru 1:15, kterou jsem v kvétinacich
pfedem zalévala, aby byla dostate¢né¢ vlhkd a umoznila bezprostfedni kliceni semen.
Kvétinace pro pokusy v roce 2011 a 2012 byly umistény nejprve bez podmisek na parapetech
ve skleniku s teplotou v rozpéti (den 15-30 °C / noc 10-20 °C). Po vyseti byly kvétinace
pravidelné zalévany a vlhkost pudy byla kontrolovana (v hloubce 5 cm v kvétinacich) u deseti
nahodné vybranych kvétinaci (Moisture Meter type HH2, Delta T Devices Ltd., Velka
Britanie) (Obr. 10, Obr. 11). Tyden pied zacitkem stresové periody jsem kvétinace
S vyklicenymi rostlinami pfesunula na podmisky (vzdy po osmi) a pokracovala jsem
v zalévani vSech rostlin jiz do podmisek. Rostliny byly ve skleniku rozmistény tak, aby vzdy
v kazdé ¢asti skleniku byly vSechny varianty (odriidy i oSetfeni) a eliminoval se tak vliv
moznych rozdilnych podminek vramci skleniku. Pocinaje dnem 0 jsem prestala zalévat
polovinu rostlin kazdé odriidy (stres suchem) a druhou polovinu jsem nadale pravidelné nebo
podle potieby zalévala do podmisek.

Casové schéma pokusu (vysev, zahajeni stresu, pokusné dny) je uvedeno na Obrazku 8 a 9.
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Tabulka 2. Schéma pokusii v roce 2011. Popis jednoho pokusného dne, ve kterém byly od kazdé
odrtidy a oSetfeni odebrany vzorky daného poctu rostlin (kazdé rostlina métena zvIast’) pro stanoveni
uvedenych charakteristik.

2011 - jeden pokusny den

odriida |péstovani | pocet rostlin | charakteristika
4 rostliny prolin
4 rostliny CAT
4 rostliny APX
kontrola 8 rostlin morfologické
parametry, RWC,
Merkur _ obsah pigmentﬁ
4 rostliny prolin
4 rostliny CAT
4 rostliny APX
sucho - ;
8 rostlin morfologické
parametry, RWC,
obsah pigmentt
4 rostliny prolin
4 rostliny CAT
4 rostliny APX
kontrola - .
8 rostlin morfologické
parametry, RWC,
Pieansky obsah pigmentl
lestansky 4 rostliny prolin
4 rostliny CAT
sucho 4 rostliny APX
8 rostlin morfologické
parametry, RWC,
obsah pigmentl
2011 zaFi
2 3 4 vysev
5 6 7 8 9| 10| 11 pokusny den 0
12| 13| 14| 15| 16| 17| 18 hlavni pokusné dny

19y 20) 21| 22| 23| 24| 25
26/ 27| 28| 29| 30

Obrazek 8. Casové schéma pokusi v roce 2011.
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Tabulka 3. Schéma pokusii v roce 2012. Popis jednoho pokusného dne, ve kterém byly od kazdé
odridy a oSetfeni odebrany vzorky (vzorek=smésny vzorek ze 4 rostlin) pro stanoveni uvedenych
charakteristik. Zobrazena je pouze polovina rostlin z dtivodu postupného vysevu 15. a 16. 8. Celkové
tedy byly pro jednu variantu odebrany 4 vzorky.

2012 - jeden pokusny den

odriida |péstovani | vzorek charakteristika
2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmenti
vzorek | 2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
kontrola zbytek listu- izolace chloroplastl pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmenti
vzorek | 2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
Merkur zbytek listu- izolace chloroplastii pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 teréiky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmentt
vzorek |2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
sucho zbytek listu- izolace chloroplastl pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 terCiky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmenti
vzorek | 2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
zbytek listu- izolace chloroplasti pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 teréiky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmentt
vzorek | 2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
kontrola zbytek listu- izolace chloroplast pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 teréiky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmentt
vzorek |2x4 teréiky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
Piestansky zbytek listu- izolace chloroplastl pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 terCiky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmentti
vzorek | 2x4 ter¢iky (o priméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
kontrola zbytek listu- izolace chloroplastii pro méfeni fotochemické aktivity
2x4 teréiky (o priméru 5 mm) na stanoveni obsahu pigmentil
vzorek |2x4 teréiky (o praiméru 5 mm) na stanoveni specifické hmotnosti listu
zbytek listu- izolace chloroplastl pro méfeni fotochemické aktivity
2012 srpen
1] 2| 3| 4| 5 vysev prvni poloviny rostlin
6/ 7| 8| 9| 10| 11| 12 vysev druhé poloviny rostlin
13114 15| 16| 17| 18| 19| [wvysev rostlin pro méfeni fluorescencnich parametrt
20(21| 22| 23| 24| 25| 26 pokusny den 0
27128 29| 30| 31 hlavni pokusné dny rostlin vysetych 15. 8.
pokusny den 0 pro méfeni fluorescenénich
2012 zavi parametri
1 2 dny méfeni fluorescenénich parametril
3 4 6 8
10 12 14| 15| 16
17 18| 19| 20| 21| 22| 23
24 25| 26| 27| 28| 29| 30

Obrazek 9. Casové schéma pokusii v roce 2012.
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Vlhkost pudy 2011

Vlhkost (%)

Dny od pocatku stresu

Obrazek 10. Vlhkost plidy méfena v sezoné€ 2011 od pocatku (den 0) do konce (den 10) stresové
periody u kontrolnich a stresovanych rostlin (sucho). Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=112) a

sttedni chyby priméru.

Vlhkost pudy 2012
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Pokusné dny (3.-13.9.2012)

Obrazek 11. Vlhkost pidy méfena v sezoné 2012 od pocatku (3.9.2012) do konce (13.9.2012)

stresové periody u kontrolnich a stresovanych rostlin (sucho). Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=10)

a stiedni chyby priiméru.
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4.4 Metody

V ramci svych pokust jsem studovala, jak reaguji odlisné odrudy Vicia faba L.
na stres suchem podle zmén aktivity nebo mnozstvi nékterych antioxidantii a vybranych
fyziologickych a morfologickych parametri rostlin. Metody uréeni mnozstvi prolinu a
fotochemické aktivity izolovanych chloroplasti jsem vyzkouSela a modifikovala podle
postupi, které¢ byly v nasi laboratoii vypracované v minulosti. Metody urceni aktivity APX a
CAT jsem vypracovavala ve spolupraci s Lenkou Tiimovou a vyuzila a modifikovala jsem
metodiky popsané v literatufe u jinych druhi rostlin. Pro stanoveni morfologickych parametrti
Vicia faba L. jsem vyuzila stejné postupy, které v laboratofi pouzivame pro posouzeni reakce
rostlin na stresové faktory. Pro studium jednotlivych charakteristik byl pouzit list, ktery byl
den 0 urcen u vSech rostlin Vicia faba L. jako nejstarsi ne zcela pIné vyvinuty list (tj. u odrady
Piestansky vétSinou 4., u odridy Merkur vétSinou 3.) a v popisu metod je vzdy oznacen jako
»meéteny list.

Postupy méfeni jednotlivych charakteristik jsou uvedeny v dalSich ¢astech prace.
Metody, které byly v roce 2012 stejné, jako v roce 2011, jsou uvedené pouze jednou (obsah
chlorofylu, specifickd hmotnost listu). V pribéhu obou pokusnych sezon jsem pouzivala

stejnou centrifugu 1 spektrofotometr, jejich ndzvy uvadim jen pfi prvnim zminéni.

4.1.1 Antioxidanty

Odbér vzorku

Odbér vzorkl pro spektrofotometrické stanoveni antioxidantl jsem provadéla kazdy
pokusny den. Pro kazdou charakteristiku jsem odebrala méteny list ¢tyt rostlin od kazdé
varianty (1 list=1 rostlina), ktery jsem bezprostiedné¢ poté vlozila samostatné¢ zabaleny
v alobalu do nadoby s tekutym dusikem a do doby, neZ jsem listy zpracovavala, byly

skladovéany v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80 °C.
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Aktivita APX

Pro stanoveni aktivity APX jsem navazila 0,5 g listového pletiva z jednoho listu, které
jsem ihned ve tfeci misce zalila tekutym dusikem, aby se teplota udrzovala po celou dobu
pod 0 °C. Listové pletivo jsem poté rozetfela na jemny prasek, piidala jsem 10 ml 0,1 M
fostatového pufru (pH 7,5) obsahujiciho 0,5 mM EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova) a
1 mM kyselinu askorbovou. Tuto smés jsem prefiltrovala ptes 8 vrstev gazy a nechala usadit
dvacetiminutovou centrifugaci pii 15000x g a 4 °C v centrifuze Universal 320R (Hettich,
Némecko). Supernatant jsem odebrala a nadale jsem ho udrzovala pfi teploté 4 °C. Aktivita
APX je méfena jako pokles absorbance kyseliny askorbové pii A= 290 nm v dusledku jeji
oxidace na mono- a dehydroaskorbovou kyselinu. Metoda byla upravena podle Sairam a
Saxena (2000). Reakéni smés (3 ml) jsem do kyvety ptidavala v potadi fosfatovy puft, kyselin
askorbova, destilovand voda, EDTA, vzorek. Jako posledni jsem ptiddvala peroxid vodiku,
ktery reakci spousti. Pokles absorbance jsem sledovala 30 s na spektrofotometru Anthelie

Advanced 2 (Secomam, Francie). Aktivitu APX jsem spocitala podle rovnice:

A595

)

Appx = AAzgo- Qg p, askorbét(—b
k.p. albumin

AArgy e pokles absorbance pii vinové délce 290 nm za 60 s

Ap. askorbit ... Koeficient zjistény z kalibracni piimky pro kyselinu askorbovou (roztok 3 mMm)

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, namétena absorbance pfi vinové délce 595 nm smési vzorku a reakéniho Bradfordova ¢inidla
kp. albumin ..., koeficient zjistény z kalibraéni pfimky pro albumin (roztoku o koncentraci Img-ml™)

za pouziti kalibra¢ni pfimky pro kyselinu askorbovou (stejné sloZeni reakéni smési, ale misto
vzorku jsem ptidavala postupné 0, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 ul kyseliny askorbové).
Vyslednou aktivitu APX jsem vztahla na celkové mnoZstvi proteinli (mg) ve vzorku urcéené

pomoci metody Bradfordové (Bradford, 1976).

reak¢ni smés v kyveté

konc.v
slozka kyveté
fosfatovy pufr (pH 7,0) |50 mM
kyselina askorbova 0,5 mM
destilovana voda 0,7 mi
EDTA 0,1 mM
vzorek 0,1 ml
peroxid vodiku 0,1 mM
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Aktivita CAT

Pro stanoveni aktivity CAT jsem postupovala podobné jako pii stanoveni aktivity
APX. Navazila jsem 0,5 g listového pletiva z jednoho listu, které jsem ihned ve tfeci misce
zalila tekutym dusikem, abych teplotu udrzovala po celou dobu pod 0 °C. Listové pletivo
jsem rozetfela na jemny prasek a ptidala jsem 10 ml 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,5)
obsahujiciho 0,5 mM EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova). Tuto smés jsem piefiltrovala
pies 8 vrstev gazy a nechala usadit dvacetiminutovou centrifugaci pii 15000x g a 4 °C.
Supernatant jsem odebrala a nadéle jsem ho udrzovala pii teplot¢ 4 °C. Aktivita CAT je
meéfena jako pokles absorbance peroxidu vodiku ptfi A= 240 nm v disledku jeho rozkladu
na kyslik a vodu, ktery je zprostfedkovany CAT. Metoda byla upravena podle Sairam a
Srivastava (2001). Reakéni smés (3 ml) v kyveté se sklddala z fosfatového pufru, destilované
vody, vzorku a peroxidu vodiku pfiddvanych pfesné¢ v tomto potadi, protoze piidanim
peroxidu vodiku se spustila reakce. Pokles absorbance jsem sledovala 1 minutu. Aktivitu

APX jsem spocitala podle rovnice:

A595

)

Acar = DAzs0- Ak p. 1,0, (—b
k.p. albumin

pokles absorbance pfi vinové délce 240 nm za 60 s

koeficient zjistény z kalibracni piimky pro peroxid vodiku (roztok 75 mM)

namétena absorbance pfi vinové délce 595 nm smési vzorku a reakéniho Bradfordova ¢inidla
koeficient zjistény z kalibra¢ni ptimky pro albumin (roztoku o koncentraci Img-ml™)

za pouziti kalibra¢ni pfimky pro peroxid vodiku (ke smé&si destilované vody a pufru o pH 7,0
jsem piidavala postupné 0, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pl peroxidu vodiku). Vyslednou
aktivitu APX jsem vztdhla na celkové mnoZstvi proteini (mg) ve vzorku uréené pomoci

metody Bradfordové (Bradford, 1976).

reak¢ni smés v kyveté

konc.v
slozka kyveté
fosfatovy pufr (pH 7,0) |50 mM
destilovana voda 0,95 ml
vzorek 0,05 ml
peroxid vodiku 125 mM
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Obsah prolinu

Vlastnimu ureni obsahu prolinu u odebranych listi pfedchéazela ptiprava navazek
vzorkll. Z jednoho listu jsem po odstranéni fapiku pfipravila dvé zhruba stejné veliké
navazky, jedna z nich slouzila pro vlastni stanoveni obsahu prolinu, druha byla ususena pii 80
°C pro stanoveni suché hmotnosti. V zavislosti na velikosti listu se hmotnosti navazek
pohybovaly v rozmezi 0,15 - 0,6 g. Tato metoda je jiz v nasi laboratofi zavedena a vychazi
z metody spektrofotometrického stanoveni obsahu prolinu u suchem stresovanych rostlin
(Bates et al., 1973).

Navazku listového pletiva ur¢enou pro stanoveni obsahu prolinu jsem rozetiela v 5 ml
0,22 M kyseliny sulfosalycilové a roztok jsem piefiltrovala do zkumavky. Z filtratu jsem
odebrala 1 ml vzorku (ve dvou technickych opakovanich), ktery jsem piidala do reakéni smési
1 ml kyseliny octové a 1 ml ninhydrinové smési (4,45 M ninhydrin, 2,84 M kyselina
trihydrogenfosfore¢na, 10,8M kyselina octova). Po promichani smési jsem zkumavky vlozila
do vodni 14zn€¢ a 30 minut vafila a nasledné zchladila na pokojovou teplotu. Ke smési jsem
ptidala ¢isty toluen (v poméru 1:1), smés jsem promichala a po oddéleni fazi (cca 20 minut)
jsem méfila absorbanci pii A=520 nm odebrané horni faze. Soucasné se vzorky izolovanymi
z listového pletiva byly pfipraveny 1 vzorky pro kalibraéni pfimku obsahujici misto 1ml
filtratu z rozetfeného listového pletiva znamy objem (0, 20, 50, 100, 250 ul) 1 mM prolinu
doplnény do objemu 1 ml 0,22 M kyselinou sulfosalicylovou. Vysledny obsah prolinu byl

vztaZen na hmotnost suSiny listu a stanoven podle vzorce:

Pro [ng . g_l] = (mnav.su§iny/(mnav.Pro-msuéiny (ASZO -ak.p.)

M nay. susiny ----- NMOtnost navazky pro susinu (g)

Mpay. Pro «eeeeees hmotnost navazky méteného vzorku (g)

Miyiny <veveeeeees hmotnost susiny (g)

Aso e namétena absorbance vzorku pfi vinové délce 520 nm

A fprerenearennens koeficient zjistény z kalibracni piimky pro roztok 1mM prolin (pg)
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4.4.2 Morfologické a fyziologické parametry

Morfologické parametry

Z morfologickych parametr byla kazdy pokusny den u osmi rostlin z kazdé varianty
méfena vyska rostliny, pocet pln¢ vyvinutych a viditelnych listli a po usuSeni byla stanovena
hmotnost kofentl a nadzemni ¢asti rostliny.

Vys$ka rostliny byla méfena od zemé po Spicku vzrostného vrcholu rostliny, pocet
pIné vyvinutych listi jako pocet listd, které byly jiz plné odklonéné od stonku a povrch
pfechodu mezi stonkem a fapikem listu byl jiz rovny bez hrbolku a pocet viditelnych listu
jako pocet vSech listi, které jiz byly pouhym okem patrné.

Po zméfeni uvedenych parametrii byly rostliny umyty a rozdéleny na kofeny a
nadzemni ¢ast, které byly poté tyden suSené pii 80 °C v suSarné, a nasledné byla zvazena

jejich sucha hmotnost.

Relativni obsah vody v listu (RWC)

Kazdy pokusny den bylo z méfené¢ho listu osmi rostlin od kazdé varianty vyseknuto
deset ter¢ikli o priméru 6 mm, u kterych byla bezprostiedné poté zvazena jejich Cerstva
hmotnost, a které byly nasledné¢ umistény do Petriho misky na ctverec gazy a zality
vodovodni vodou. Po péti hodinach byla u ter¢iki zvadZena jejich nasycend hmotnost a
nasledujici dva dny byly suSeny v susarné pii teploté 80 °C. Po jejich vysuSeni byla zvdzena
jejich suchd hmotnost na torznich vahach Sartorius 7085011 (Sartorius GMbH,Némecko).
RWC byl vypocitan podle vzorce:

Cerstva hmotnost(g) — sucha hmotnost(g)

RWC|%]| = .100
[%] nasycena hmotnost(g) — sucha hmotnost(g)

Specificka hmotnost listu (SLW nebo také SpHm)
Ususené terc¢iky vyseknuté z listového pletiva byly zvazeny a jejich hmotnost byla

vztaZena na jednotku listové plochy podle vzorce:

sucha hmotnost tercikia(g)

SLW[g.m™?] =
lg-m™] listova plocha terciki (m?)
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Obsah fotosyntetickych pigmentii

Kazdy pokusny den byly z méfeného listu osmi rostlin od kazdé varianty vyseknuty
kruhovym razidlem 4 ter¢iky o priméru 6 mm, které byly posléze zality 5 ml N,N-
dimetylformamidem (Wellburn, 1994). V piipad¢ pokusi zroku 2012 byly odebrany 4
teréiky o priméru 5 mm. Pigmenty (chlorofyl a, b, karotenoidy) z tercikii byly extrahovany
Vv pribéhu sedmi dnii vtemnu a chladu a vzdy druhy den po odbéru byly promichany.
Absorbance jednotlivych vzorka byla zméfena spektrofotometrem Anthelie Advanced 2
(Secomam, Francie) pii vinovych délkach A= 664 nm (Ages), 647 NmM (Ags7), 710 nm (Ar10),
480 nm (Asg0) a obsahy jednotlivych fotosyntetickych pigmenti byly vypodéitany podle

vzorcu:

Chla[g.m 3] = 11,65.(Ages — A710) — 2,69. (A6a7 — A710)
Chlb [g.m 3] = 20,81.(Ags7 — A710) — 4,53. (Ag6a — A710)
Kar [g. m~3] = [1000. (Asgo — A710) — 0,89.chl a — 52,02.chl b]/245

a pfepoCteny na jednotku listové plochy podle vzorce:

Pigm (LP) [g.m™%] = 10. pigm/celkova plocha ter¢ikl

Chla............ obsah chlorofylu a
Chlb........... obsah chlorofylu b
Kar.............. obsah karotenoidi
Pigm............. obsah Chl a, Chl b nebo Kar
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4.4.3 Fotosyntetické parametry

Méreni fotochemické aktivity izolovanych chloroplastii

Odbér vzorku

Pro izolaci chloroplasti a méteni jejich aktivity jsem odebirala kazdy pokusny den
v 7:30 letniho Casu z kazdé varianty dvé Ctvetfice méfenych listii, které reprezentovaly dvé
samostatnd biologickd opakovani. Spole¢n¢ s dalSimi dvéma opakovanimi z pfedsazenych
rostlin jsem ziskala celkem 4 biologicka opakovani pro kazdou studovanou variantu.
Z listovych cepeli jsem vyrazila kruhovym razidlem dvakrat 4 ter¢iky o priméru 5 mm (1
list=1 ter¢ik) pro stanoveni mnoZzstvi pigmentl (bylo stanoveno stejné jako v sezoné 2011
po extrakci v N,N-dimethylformamidu) a dvakrat 4 teréiky o stejném pruméru pro stanoveni
specifické hmotnosti listu. Nasledné jsem ze zbytku listové ¢epele odstranila stiedni Zilku a
pripravila jsem smésny vzorek (ze Ctyr listd), jehoz hmotnost byla u vSech variant 1 — 2 g

V zavislosti na mnoZzstvi pletiva.

Izolace chloroplasti

Nejprve jsem si metodickymi pokusy ovéfila, ze postupy izolace chloroplasti
vypracované v nasi laboratofi pro jiné druhy rostlin (Kocova 1980, Hola et al., 2003) jsou
vhodné i pro rostliny Vicia faba L.
Zvazeny smésny vzorek jsem homogenizovala v 50 ml vychlazeného (0 — 4°C) izola¢niho
roztoku v homogenizatoru OV5 (Velp Scientifica, Itdlie) po dobu 18 spii 18000 rpm.
Nasledné jsem homogenat prefiltrovala pfes osmivrstvou gazu a chloroplasty jsem nechala
usadit deseti minutovou centrifugaci pfi 1000x g a teplot¢ 0°C. Usazeninu jsem rozetiela
v malém objemu (1 — 1,2 ml v zavislosti na mnozstvi sedimentu) resuspenda¢niho roztoku.

Takto ptipravené vzorky jsem uchovavala v temnu a pfi teploté 0 - 4°C po celou dobu méfeni.

roztok pro resuspendaci

roztok pro izolaci chloroplastu slozka koncentrace
slozka koncentrace sachar6za 04 M
sachar6za 04 M MgCl, 2 mM

MgCl, 2mM Tris-HCI 50 mM
Tris-HCI 50 mM glycerol 40% (w/v)
pH 7.0 pH 7.0
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Piiprava na méfeni aktivity fotosyntetického retézce

Pfed vlastnim méfenim aktivity chloroplastli jsem v ziskanych suspenzich zméfila
obsah chlorofylu spektrofotometricky v 80% (v/v) vodném roztoku acetonu (Porra et al.,
1989) v poméru 1/100 (v/v) suspenze izolovanych chloroplasti/aceton (ve dvou technickych
opakovanich pro kazdy vzorek) po pfedchozi 10 min centrifugaci pfi 1000x g pro odstranéni
necistot. V supernatantu jsem méfila absorbanci pii vinovych délkach A= 663 nm (Ages), 645

nm (Asss), 710 nm (A710) a obsah chlorofylu jsem vypocetla podle vzorce:

Chl = 8,02 (Ag3 — A710) + 20,2 (A6as — A710)

Aktivitu elektron-transportniho fetézce jsem méfila polarograficky kyslikovou elektrodou
Clarkova typu (Theta90, Ceska republika) jako zménu koncentrace kysliku v reakénim
roztoku v expozi¢ni komurce (objem 5 ml) po ptidani suspenze izolovanych chloroplasti
po osvétleni ,,bilym svétlem* (170 W m? FAR) (Barto$ et al., 1975). Smés v komiirce je
po celou dobu michana magnetickym michadlem a je udrzovana teplota 25 °C.

Pred zacatkem méfeni jsem provadéla kalibraci soustavy tak, Ze jsem expozi¢ni komirku
naplnila destilovanou vodou a vpustila jsem vzduch. Pockala jsem, az se na zapisovacim
zatizeni ustalil zapis, poté jsem zapojila ptivod dusiku a opét jsem pockala, az se zapis ustali.
Rozdil mezi témito hodnotami udaval rozpéti 0 — 22,99 % kysliku pti zvolené citlivosti
elektrody. Tuto kontrolni kalibraci jsem provadéla na zacatku a konci pokusného dne a jejich

hodnoty jsem zpriimérovala.

Aktivita fotosystému I
Aktivitu fotosystému I (PSI) jsem meéfila jako ubytek koncentrace kysliku béhem 2
minut osvétleni v pfitomnosti umélého donoru a akceptoru elektroni.

Jednotlivymi slozkami reakéni smési byl reakéni roztok pro PSI, umély donor elektronli

pro PSI  2,6-dichlorofenolindolfenol (DCPIP) redukovany askorbatem sodnym, umély
akceptor elektronti z PSI metylviologen, blokator elektronového transportu z PSII 3-(37,4'-
dichlorfenyl)-1,1-dimetylmoc¢ovina (DCMU), dale chlorid amonny (NH4Cl), ktery zabranuje
navaznosti fotofosforylace na elektronovy transport, azid sodny (NaNs), ktery inhibuje
katalazy a vzorek, jehoz objem odpovidal mnoZstvi 7 pg chlorofylu.

Béhem vlastniho méfeni jsem do komirky postupné pfidavala v tomto potfadi 4,45 ml
reakéniho roztoku, askorbat, DCPIP, metylviologen, DCMU, chlorid amonny, azid sodny a
vzorek. Poté jsem komurku rychle uzaviela a po 1 minuté ustaleni vzorku ve tmé jsem vzorek

na 3 minuty osvétlila. Ubytek kysliku v reakéni smési jsem stanovovala z 2. a 3. Minuty
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jsem pouzila pramér téchto métent.

reakéni smés v komirce

osvétleni. Méteni kazdého vzorku jsem provadéla minimalné 2x a pro statistické hodnoceni

Konec¢na konc.v

slovka komiirce

DCPIP 0,25 mM

askorbat sodny  (10mM
reak¢ni roztok metylviologen 0,1 mM
sloZzka koncentrace DCMU 0,01 mMm
sacharoza 04 M NH,CI 5mM
NaH,PQO,.H,0 50 mM NaN; 5mM
pH 6,5 reakéni roztok ~ |445 ml

Aktivita fotosystému 11
Aktivitu fotosystému II (PSII) jsem méfila jako nardst koncentrace kysliku béhem 2
minut osvétleni v pfitomnosti umélych akceptorti elektroni (donorem je v tomto ptipadé

voda).

Jednotlivymi slozkami reakéni smési byl reakéni roztok pro PSII, akceptory elektronii
ferrikyanid draselny ( K3[Fe(CN)4] ) a 2,6-dimetylbenzochinon (DMBQ, rozpustény v 96%
ethanolu) a vzorek (jeho objem byl stejny jako v pfipadé PSI). Do 5 ml reakéniho roztoku
jsem nejprve piidala vzorek, ktery jsem probublala dusikem, dokud nebyl témét vSechen
kyslik vytésnén. Poté jsem do smési pfidala postupné ferrikyanid draselny a DMBQ a
komirku jsem uzaviela. Po jedné minuté ustaleni ve tmé jsem vzorek na 3 minuty osvétlila.
Nartist koncentrace kysliku v reakéni smési jsem stanovovala z 2. a 3. minuty osvétleni.
Meéieni kazdého vzorku jsem, stejné jako v pripad¢ méteni aktivity PSI, provadéla minimalné

2x a pro statistické hodnoceni jsem pouzila primér téchto méfeni

reak¢ni roztok reak¢ni smés v komiirce

slozka koncentrace Kone¢na konc.v
sachar6za 04 M slozka komiirce

MgCl, 2mM K3[Fe(CN)g] 2 mM

Tris-HCI 50 mM DMBQ 1mM

pH 7.0 reakéni roztok |5 ml
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Aktivita celého elektron-transportniho retézce

Aktivitu celého fetézce jsem méfila jako tbytek koncentrace kysliku béhem 2 minut

osvétleni v pritomnosti umélych akceptort elektronii (donorem je v tomto piipad¢ voda).

Jednotlivymi slozkami reakéni smési byl reakéni roztok, umély akceptor elektront

metylviologen, inhibitor kataldz azid sodny (NaN3) a vzorek (jeho objem byl stejny jako

v piipad¢ PSI). Do 4,85 ml reakéni smési jsem piidala v tomto pofadi nejprve metylviologen,

poté azid sodny a nakonec vzorek. Po jedné minuté ustaleni ve tmé jsem vzorek na 4 minuty

osvétlila. Ubytek koncentrace kysliku v reakéni smési jsem stanovovala z 3. a 4. minuty

osvétleni. Méfeni kazdého vzorku jsem opét provadéla minimalné 2x a pro

hodnoceni jsem pouzila primér téchto méfent.

reakéni smés v komurce

reakéni roztok Koneé¢na konc.v
sloZzka koncentrace slozka komuiirce

Tricin 50 mM metylviologen 0,1 mM

NacCl 30 mM NaN, 5mM

pH 8.0 reak¢ni roztok 485 ml

Piepocet fotochemickych aktivit
Fotochemicka aktivita byla vztaZena na jednotku ¢asu a na:
1- jednotku mnozstvi chlorofylu v suspenzi chloroplastt

50.0,258.a.10°

FotA (chl)[mmol 0,.kg™t.chl.s71] = V. b.c.120

2- jednotku listové plochy
FotA (LP)[umol 0,.m™2%.s71] = FotA (chl) .Chl (a + b)
3- jednotku suché hmotnosti listu

FotA (S)[umol 0,.g~1.s71] = FotA (LP)/SpHm

statistické

FOtA ... fotochemicka aktivita izolovanych chloroplastt

0,258 .....cciiiienn konstanta rozpustnosti kysliku pii normalnim tlaku a teploté 25°C [mol O, . m*]

120 i pocet vtefin, béhem kterych byla méfena koncentrace kysliku

- TR pocet dilka stupnice odecteny béhem druhé a tieti min. po osvétleni reakéni komirky
Do pocet dilka stupnice namétenych pii kalibraci aparatury

C vt koncentrace chlorofylu (a+b) v reakéni komirce [g. m™]

Vo objem pfidavané suspenze izolovanych chloroplasti

Chl (a+b)............ obsah chlorofylu a +b [g. m?]

SpHM....ccviee specificka hmotnost listu spocitana ze suché hmotnosti vyrazenych teréiki [g . m™]

69



Méieni hodnot F,/Fr, a Qv

Fotosynteticka ucinnost byla dale urena dvéma parametry fluorescence chlorofylu
FW/Fm a Qvy. Tyto parametry byly méfeny kazdy pokusny den rano na méfeném listu osmi
rostlin z kazdé varianty v pfipadé¢ Qy okamzité, v ptipadé¢ F\/F,, po 20 minutové adaptaci
ve tm¢. Parametr F,/F;, udava maximalni kvantovy vytézek fotochemickych procest
fotosystému 2 u listu v temnotné¢ adaptovaném stavu a Qv udava kvantovy vytézek
fotochemickych procest fotosystému 2 u listu ve svételné adaptovaném stavu. Oba parametry
byly méfeny pienosnym fluorimetrem FluorPen FP100u (Photon System Instruments, Ceska

republika). Tyto hodnoty byly vypocteny podle vzorct:

F/E. = Fn —Fy
v/ Fm =
Fn
Oy = Fn" — Fo
Y — o -
Fn

Frneereenenns maximalni vytézek fluorescence chlorofylu a u listu v temnotné adaptovaném stavu
Foreieninenns minimalni vytézek fluorescence chlorofylu a u listu v temnotné adaptovaném stavu
Frn e maximalni vytézek fluorescence chlorofylu a u listu ve svételné adaptovaném stavu
Fo v minimalni vytézek fluorescence chlorofylu a u listu ve svételné adaptovaném stavu

4.5 Statistické hodnoceni vysledku

Statistickou priikaznost rozdilti jsem pro kazdy parametr zjiStovala mezi odridami a
zpiisobem péstovani vzdy v ramci jednoho pokusného dne. Hodnotila jsem ji analyzou
variance (ANOVA) jednoduchého tfidéni a rozdily mezi odridami/zptisoby péstovani jsem
testovala Tukey-Kramerovym testem. Pro statistické hodnoceni vysledkti jsem pouzila
statisticky program CoStat, verze 6.204, ©1998-2003 CoHort Software (Monterey,

California, USA). Pokud jsem provadéla vice opakovani méfeni jednoho vzorku
pro zptesnéni, zahrnula jsem do statistiky primérnou hodnotu téchto technickych opakovani

jednoho biologického opakovani.
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5 Vysledky

Jednotlivé parametry byly méfeny u dvou odrud Vicia faba L., lisicich se citlivosti
vuci stresu suchem ve dvou pokusnych blocich (2011, 2012). Soucasné byly odebirany
vzorky listového pletiva, které byly bezprostiedné hluboce zmrazeny pro nasledné analyzy.
V kazdém pokusném bloku jsem provadéla métreni a odbéry s odstupem dvou dnti a v kazdém
dnu jsem hodnotila rozdily mezi odriidami (odolna odriida Merkur x citliva odrtda

Piestansky) a podminkami péstovani (kontrola x stres suchem).

5.1 Sezona 2011

5.1.1 Antioxidanty

V aktivité¢ katalazy se odriidy prikazné neliSily ani v kontrolnich, ani ve stresovych
podminkach (Obr. 12, Tab. 4), nicméné odrida Merkur vykazovala Castéji vySsi hodnoty ve
srovnani s odridou Piestansky. Prvni sledovany den byly pozorovany vyrazn¢ vyssi hodnoty
u odrudy Merkur, ale v prub¢hu stresu aktivita zna¢né kolisala jak v kontrole, tak ve stresu a
nevykazovala zadny kontinualni trend. V reakci rostlin na stres je patrny pokles u obou
stresovanych odriid v den 2 ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Naopak den 4 doSlo u
stresovanych rostlin k vyraznému nartstu aktivity CAT oproti kontrolnim a u obou odrad
byly zjisténé rozdily statisticky prukazné. Ode dne 6 aZ do konce stresové periody se hodnoty
CAT ve stresu prilis§ neménily, zatimco u kontrolnich rostlin se hodnoty zvysily na Groven
srovnatelnou s pocatkem stresu.

Pocatecni aktivita askorbat peroxidazy (Obr. 13, Tab. 4) méla pfesné opacny trend
nez aktivita CAT, neprikazné vys$si byla u odridy PieStansky. Podobné jako u CAT odrida
Merkur ¢asto vykazovala vyssi aktivitu nez odrida Piestansky a to predev§im s postupujicim
suchem. V reakci na stres doslo den 2, stejn¢ jako u CAT, k poklesu aktivity APX u vSech
stresovanych rostlin, ktery byl v obou piipadech statisticky prikazny. Po dnu 4, kdy byly
aktivity APX u obou odrtd v kontrole i ve stresu vyrovnané, doslo den 6 ke stejnému nartistu
aktivit u odrady Merkur bez ohledu na zplsob péstovani, zatimco u odridy Piestansky byl jiz
patrny mirny (statisticky neprikazny) pokles aktivity ve stresu, ktery pokracoval az do konce
stresové periody a posledni den pusobeni stresu byl nejvyraznéjsi. Rovnéz u odrady Merkur
byl posledni den stresu patrny vyrazny, i kdyz stejné€, jako u odridy Piestansky nepriikazny,

pokles aktivity ve stresu.
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Na rozdil od ptedchozich dvou méfenych antioxidantl, nebyly u mnozstvi prolinu
pozorovany tak vyrazné rozdily mezi odridami (Obr. 14, Tab. 4). Pfedev§im na pocatku
stresové periody bylo jeho mnozstvi u obou odriild velmi vyrovnané. Statisticky pritkkazné
rozdily byly pozorovany az posledni den stresu, kdy mély rostliny citlivé odridy Piestansky
vystavené stresu suchem vyrazné vyssi mnozstvi prolinu ve srovnani s kontrolnimi i ve
srovnani s odolnymi rostlinami odridy Merkur. MnoZstvi prolinu s postupem stresu a

vyvojem rostlin celkové klesalo a to u obou odrtd.

Tabulka 4. Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tiidéni pro hodnoty parametri mérenych
vroce 2011 u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich a stresovych podminkach.
Parametry byly méfeny a hodnoceny samostatné od zacatku stresové periody (den 0) s odstupem dvou
dnti do konce stresové periody (den 10). Uvedeny jsou hladiny statistické vyznamnosti (zelené jsou
vyznacéeny statisticky prikazné rozdily).

0,0842 0,2317 0,3842
0,1824 0,8030
0,6740 0,3024 0,5677

0,5307 0,8630 0,5871
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Aktivita CAT (mmol.min-1. mg-)

Aktivita APX (mmol.min-'. mg-')

80
70
60
50
40
30
20
10

Aktivita CAT B Piestansky Zalivka

B Merkur Zélivka
@ Piestansky Sucho
OMerkur Sucho

Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10

Dny po zacatku stresu

Obrazek 12. Aktivita CAT dvou odrud Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych
(sucho) podminkach vztazena na celkové mnozstvi proteinu ve vzorku. Odlisna pismena znaci

statisticky priikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy

pokusny den. Uvedeny jsou priimérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby prameéru.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1
0,0

B Piestansky Zalivka
Aktivita APX ® Merkur Zalivka
@Piestansky Sucho

] OMerkur Sucho
a

Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10

Dny po zacatku stresu

Obrazek 13. Aktivita APX dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych
(sucho) podminkach, vztazena na celkové mnozstvi proteinu ve vzorku. OdliSna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby praméru.
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Obsah prolinu (ng.g™)

. B Piestansky Zalivka
Prolin y
B Merkur Zalivka
350 ~
O Piestansky Sucho
300 | 2 @ . @
O Merkur Sucho
a
250 ‘]‘ . a a a
n a
200 a L;_ a a
150 ~
100 -
b
50 A
0 _
Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10

Dny po zac€atku stresu

Obrazek 14. MnoZstvi prolinu dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a
stresovych (sucho) podminkach vztazené na jednotku suSiny listu. Odlisna pismena znaci statisticky
prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny
den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stfedni chyby primeéru.
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5.1.2 Morfologické a fyziologické parametry

Vyvoj morfologie rostlin jsem sledovala pfedevS§im za ucelem posouzeni rtzného
dopadu stresu suchem (podle pfipadnych zmén téchto parametrii) na ob¢ odriidy a potvrzeni
jejich rozdilné citlivosti.

Vyska rostlin byla na poc¢atku stresové periody (Den 0) u obou odrud stejna
(Obr. 15, Tab. 4). S postupujicim stresem a staiim rostlin se rozdily mezi odridami zacaly
zvétSovat, nejprve neprikazné den 2 a poté prukazné den 4 a to jak mezi kontrolnimi
rostlinami, tak mezi stresovanymi (odrida Piestansky byla v obou pfipadech vyssi).
S postupujicim stresem se tyto rozdily mezi kontrolnimi rostlinami obou odrid zachovaly a
naopak rozdily mezi stresovanymi se snizovaly a 10. den stresu byly velmi podobné. Rozdily
Vv souvislosti se suchem jsou patrné piedev§im u odridy PieStansky. Od 4. dne stresu zacal
byt patrny rozdil mezi kontrolnimi a stresovanymi rostlinami, ktery byl posledni den stresu
velmi vyrazny, nicméné statisticky neprtikazny. Vyska odriady Merkur se v zavislosti na
pestovani neménila a v pritbéhu celé stresové periody je velice vyrovnana.

Odrtda Piestansky méla od pocatku stresu vétsi pocet plné vyvinutych listi
(Obr. 16, Tab. 4), a to jak v kontrolnich podminkach, tak ve stresu. Rozdily byly ve vétSing
pripadil statisticky prikazné. Rozdil mezi odridami se béhem deseti dnli peéstovani rostlin
V podstat¢ nemeénil ani u kontrolnich ani u stresovanych rostlin. Zména v ramci odrad
V zé&vislosti na stresu patrna také nebyla.

Podobny trend vykazovaly rostliny také v poétu viditelnych lista (Obr. 17, Tab. 4),
ktery byl u odriidy Piestansky prikazné vyssi nez u odridy Merkur a se stresem se neménil
s vyjimkou dnt 2 a 4 v ptipad¢ stresovanych rostlin. Tyto dny nebyl rozdil u stresovanych

rostlin statisticky prikazny. Pocet viditelnych listi byl v reakci na stres u odrady Merkur stale

stejny az do posledniho dne, coZ plati pro PieStansky také, nicméné 10. den stresu jsou patrné

nepritkazné nizs$i hodnoty u stresovanych rostlin.
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Obrazek 15. VySka rostlin dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a
stresovych (sucho) podminkach. Vyska byla méfend v mm od zemé po $picku posledniho viditelného
listu. Odlisna pismena znaci statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym
testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=8) a stiedni chyby
pruméru.
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Obrazek 16. Pocet plné vyvinutych listd dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich
(zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znadi statisticky prikazné rozdily

(P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou
primérné hodnoty (n=8) a stfedni chyby primeéru.
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Obrazek 17. Poéet viditelnych listi dvou odrad Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a
stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaéi statisticky prikazné rozdily (P = 0,05).
Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou pramérné
hodnoty (n=8) a stfedni chyby priméru.

V hmotnosti suSiny korent (Obr. 18, Tab. 4) byly zjistény statisticky prukazné
rozdily pouze mezi odridami. Po celou dobu stresové periody byla hmotnost kotfend jak u
stresovanych, tak kontrolnich rostlin odridy Piestansky vyssi nez u Merkur. V disledku
stresu se pribézné mirn¢ zvySovala hmotnost suSiny kofend u citlivé odridy Piestansky,
zatimco u Merkur byla bez vyrazné€jSich zmeén. Stres zplsobil pouze neprikazné rozdily
v ramci odrid, napiiklad ke konci stresové periody nepatrny nartist hmotnosti kofenti u
stresovanych rostlin citlivé odrady PieStansky.

Podobny trend byl patrny rovnéz u hmotnosti susiny prytu rostlin (Obr. 19, Tab .4).
Od pocatku stresu je hmotnost suSiny prytu statisticky prukazné vyssi u citlivé odrady
Piestansky oproti Merkur a to v ramci obou péstovani. Nicméné v reakci na sucho nebyly
prikazné rozdily zjiStény. Rozdily mezi kontrolou a stresem byly vyraznéjsi u citlivé odrtdy
Piestansky a to pfedev§im den 6 a 10. Stejné jako v pfipad€ suché hmotnosti kofenti béhem
vyvoje rostla sucha hmotnost nadzemni ¢asti rostlin u citlivé odridy, zatimco nérGst u odolné

byl ménég vyrazny.
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Obrazek 18. Hmotnost susiny kofeni dvou odrad Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka)
a stresovych (sucho) podminkach. Odlisnd pismena znaci statisticky pritkkazné rozdily (P = 0,05).
Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou pramérné
hodnoty (n=8) a stfedni chyby priiméru.
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Obrazek 19. Hmotnost susiny prytu dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a
stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci statisticky prukazné rozdily (P = 0,05).
Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou primérné
hodnoty (n=8) a stfedni chyby praméru.
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Relativni obsah vody (RWC) v listu se na pocatku stresové periody prikazné nelisil

jak v ramci odrad, tak v ramci péstovani. S postupujicim stresem klesaly hodnoty RWC u

odridy Piestansky a po deseti dnech stresu se jiz prikazné liSily stresované rostliny od

kontrolnich. Naproti tomu u odridy Merkur nebyl ani po deseti dnech stresu patrny prikazny

rozdil v z&vislosti na péstovani (Obr. 20, Tab. 4).

Rozdil mezi odriidou Piestansky a Merkur ve specifické hmotnosti

listu (SLW)

(Obr. 21, Tab. 4), vypovidajici ptedevsim o sile listu, byl statisticky prikazny na pocatku

stresové periody (den 0 a den 2). S prub&hem stresové periody se vSak snizoval a na zaveér

(den 8 al0) byl patrny pouze mezi stresovanymi rostlinami obou odrud. Odezva na stres

suchem nebyla ani u jedné odridy prikazna a 10. den stresu byly hodnoty velmi vyrovnané.

Celkove hodnoty obou odrid v pritbéhu stresu klesaly.

Relativni obsah vody (RWC)

@ Piestansky Zalivka
B Merkur Zalivka
O Piestansky Sucho
OMerkur Sucho

a

a

E3

Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8

Dny po zacatku stresu
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Obrazek 20. Relativni obsah vody (RWC) vlistu u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych

v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci

statisticky prukazné

rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den.

Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=8) a stfedni chyby primeéru.
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Obrazek 21. Specificka hmotnost listu (SLW) u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich
(zalivka) a stresovych (sucho) podminkéach vyjadiena jako hmotnost listového pletiva vztazend na
jednotku plochy. Odlisna pismena znaci statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-
Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=8) a
stfedni chyby praméru.
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5.1.3 Fotosyntetické parametry

Z fotosyntetickych parametri jsem vroce 2011 zafadila do srovnavacich méfeni
mnozstvi fotosyntetickych pigmenti a jejich poméry. VSechny tyto parametry byly
vyjadfovany v ptepoctu na jednotku listové plochy.

V pribéhu stresu se mnozstvi vSech métenych fotosyntetickych pigmentti ménilo
velmi malo a i trendy téchto zmén byly u vSech tfi — chlorofylu a, b a karotenoidu, velice
podobné. Nejvice zmén bylo pozorovano u karotenoidu, prubéh u chlorofylu a a b byl téméf
identicky.

Pocatecni prukazné vyssi mnozstvi karotemoidi (Obr. 22, Tab. 4) u odrady
Piestansky se v prubéhu stresové periody téméf vyrovnalo s mnozstvim u odridy Merkur. Na
zaver se ob¢ odridy opét prikazné odliSovaly. Celkové mnozstvi karotenoidl u vSech rostlin
mirné vzristalo. Nartist mnozstvi karotenoidii v disledku stresu se projevil u rostlin odrady
Piestansky, stejné jako u nasledujicich dvou parametra (chlorofyl a, b) v den 8. Posledni den
stresu se mnozstvi karotenoidd u stresovanych rostlin odridy Piestansky zvysilo uz pouze
mirng, ale na stejnou hodnotu se zvysilo mnoZzstvi i u kontrolnich rostlin. Nicméné oproti
pfedchozimu dni (den 8), posledni den uzZ nebyl priikazny rozdil mezi stresovanymi rostlinami
obou odrud, zatimco mezi kontrolnimi tento rozdil prikazny byl.

Statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami byly v pfipadé chlorofylu a
patrné piedevsim ke konci stresu (Obr. 23, Tab. 4). Nicmén¢, vétsi mnozstvi chl a si po celou
dobu vyvoje udrzovala odruda Piestansky a to jak v kontrolnich, tak stresovych podminkach
péstovani. Rozdily v obsahu chl a mezi rostlinami vystavenymi stresu suchem a rostlinami
kontrolnimi nebyly, s jedinou vyjimkou (den 8, odrida Piestansky), zjiStény. Jiné zmény stres
suchem nezpiisobil.

Stejny trend je patrny u chlorofylu b (Obr. 24, Tab. 4) krom¢ posledniho dne stresu,
kdy po plynulém mirném nartistu mnozstvi chl b v pribéhu sledovaného obdobi mnozstvi
vyrazné&ji kleslo na troven vychoziho dne. Vé&tsi mnozstvi chl b u odridy Piestansky ve
srovnani s odridou Merkur se udrzovalo (s vyjimkou stresu ve dnech 2 a 4) po celé¢ obdobi
stresové periody. Priikazné bylo 8. den stresu u stresovanych rostlin a 10. den stresu u rostlin
kontrolnich.

Celkové mnozstvi chlorofylu a+b (Obr. 25, Tab. 4) vykazovalo stejny trend jako
obsah chlorofylu a. Vyssi hodnoty si udrzovala odriida Piestansky oproti Merkur po celou
dobu stresové periody, nicméné prikazné pouze 10. den. Stejné jako v pfipadé samostatné

hodnocenych pigmentt byl ve dnu 8 zaznamenan narast celkového mnozstvi chl a+b u rostlin
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odridy Piestansky vystavenych stresu suchem. Jiny rozdil v zavislosti na stresu pozorovan
nebyl.

Pomér chlorofylu a/b (Obr. 26, Tab. 4) se az do posledniho dne téméef neménil a ani
jednotlivé varianty v ramci dnti se mezi sebou neliSily. Vyrazny nartist vSech hodnot je patrny
u dne 10 v dusledku poklesu mnozstvi chl b.

Pomér mnozZstvi chlorofylu/karotenoidu (Obr. 27, Tab. 4) je po celou dobu stresu
velice vyrovnany a mirné zmény v pribéhu sledovaného obdobi jsou spise diisledkem zmén
obsahu chlorofylu. Jediny prikazny rozdil je patrny ve 2. dni stresu, kde doslo v reakci na

sucho ke zvySeni tohoto poméru u odriildy Merkur.

. B Piestansky Zalivka
Karotenoidy Y
B Merkur Zalivka

@Piestansky Sucho

OMerkur Sucho

a a ab

Den O Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10

Dny po za€atku stresu

Obrazek 22. Obsah karotenoidu vztazeny na jednotku listové plochy u dvou odrid Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. OdliSna pismena znaci
statisticky priikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou priimérné hodnoty (n=8) a stiedni chyby primeéru.
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Obrazek 23. Mnozstvi chlorofylu a vztazené na jednotku listové plochy u dvou odrad Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou priimérné hodnoty (n=8) a stiedni chyby primeéru.

Chlorofyl b @Piestansky Zalivka
B Merkur Zalivka

O Piestansky Sucho

OMerkur Sucho
b
a a a a a a @
a T ER

a a T - L
a a
R

Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10

Dny po zacatku stresu

Obrazek 24. MnoiZstvi chlorofylu b vztaZzené na jednotku listové plochy u dvou odrud Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. OdliSnd pismena znaci
statisticky priikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=8) a stiedni chyby praméru.
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Obrazek 25. Mnozstvi chlorofylu a+b vztazené na jednotku listové plochy u dvou odrid Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou priimérné hodnoty (n=8) a stiedni chyby praméru.
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Obrazek 26. Pomér mnoZstvi chlorofylu a/b u dvou odrud Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich
(zélivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odli$na pismena znaci statisticky prikazné rozdily

(P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou
pramérné hodnoty (n=8) a sttedni chyby priméru.
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Obrazek 27. Pomér mnozstvi chlorofylu/karotenoidi u dvou odrud Vicia faba L. péstovanych
v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci statisticky pritkazné
rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné¢ pro kazdy pokusny den.
Uvedeny jsou prumérné hodnoty (n=8) a stfedni chyby priméru.
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5.2 Sezona 2012

5.2.1 Aktivita elektron-transportniho retézce izolovanvch chloroplastiu

V sezon€ 2012 jsem u citlivé a odolné odridy bobu péstované za stejnych podminek,
jako v predchozim roce méfila vybrané fotosyntetické parametry vyjadfujici G¢innost
fotosyntézy. Jednalo se pfedevSim o aktivity elektron-transportniho fetézce chloroplasti a
vybrané parametry fluorescence chlorofylu. Déle to byly parametry obsahu fotosyntetickych
pigmentt chlorofylu a, b a specificka hmotnost listu. Vysledky jsem hodnotila stejnym

zpusobem jako v piedchozim roce a hodnoty statistické prikaznosti uvadim v Tabulce 5.

Aktivita PSI vztaZena na jednotku mnoZstvi chlorofylu (Obr. 28, Tab. 5) byla na
zacatku stresové periody prikazné vyssi u odrudy Piestansky ve srovnani s Merkur a to jak
Vv kontrolnich, tak stresovych podminkach. Od 4.dne, kdy jiz nebyl patrny rozdil mezi
kontrolnimi rostlinami obou odrid, ale pouze mezi rostlinami vystavenymi stresu suchem, se
aktivity PSI vyrovnavaly a celkové v prubéhu stresu klesaly. Vliv sucha je mozny pozorovat u
odridy PieStansky den 2 a den 4, kdy byla aktivita PSI mirné vyssi (nepriikkazné€) u rostlin
vystavenych stresu suchem. V nasledujicich tfech dnech jiz nebyly patrné velké rozdily a
aktivita byla velice vyrovnana.

Srovnatelné vysledky byly ziskany pfti vyjadieni hodnot aktivity PSI na jednotku
plochy listu (Obr. 29, Tab. 5). Statisticky prikazné rozdily mezi odridami na pocatku stresu
se Vv pribchu stresu zmenSovaly, ale na rozdil od pfedchoziho vyjadieni, byly patrné i na
konci stresu, i kdyz neprikazné. V souvislosti se stresem byl pozorovan prikazny rozdil
pouze ve dni 4 (PieStansky). Do 6. dne byly u stresovanych rostlin pozorovany mirné vyssi
hodnoty u obou odrtid v porovnani s kontrolami, zatimco po dni 6 byly vyrovnané.

V aktivité PSI vztaZené na jednotku hmotnosti susiny listu (Obr. 30, Tab. 5) byly
na rozdil od ptedchozich dvou charakteristik hned od poc¢atku stresu nepriikazné rozdily mezi

odridami. Nicméng dalsi prabéh byl stejny jako u predchozich dvou ptepocti.

86



Tabulka 5. Vysledky analyzy rozptylu jednoduchého tiidéni pro hodnoty parametria mérenych
vroce 2012 u dvou odrud Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich a stresovych podminkach.
Parametry byly méfeny a hodnoceny samostatné od zacatku stresové periody (den 0) s odstupem dvou
dnti do konce stresové periody (den 10). Uvedeny jsou hladiny statistické vyznamnosti (zelené jsou
vyznaceny statisticky prikazné rozdily).

Charakteristika Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10
PSI (mmol O,.kg* Chl.s™) | 0,0126] 0,00010 0,0544/ 0,6252] 0,8025 0,1576
PSI (mmol O,.m*LP.s*) | 0,0151 0,00000 0,0014 0,1755 0,5122| 0,1470
PSI (mmol O,.kg™ S.s) 0,2936 0,0011) 0,0011 0,3900 0,8225 0,1364
PSII (mmol Oz.kg™ Chl.s®)| 07277/ 08776/ 0,1566f 0,0007, 0,1186| 0,0915
PSII (mmol O,.m? LP.s) [ 0,2394 0,0123 0,0019 0,1757| 0,2053| 0,1498
PSII (mmol O,.kg™ S.s) 0,0202f 053572 0,0142 06358 0,4845  0,0436
WC (mmol O,.kg* Chl.s?)| 0,1788 0,1067| 0,5059 0,2590| 0,2298  0,0236
WC (mmol O,.m?LP.s%) | 01333 0,034 0,3248 0,1577| 0,3473] 0,0487
WC (mmol O>.kg* Ss?) | 09213 0,3953 0,8015 0,2278 0,1827| 0,0307
Chlorofyl a 0,0265 0,0007| 0,0004 0,0165 0,0205 0,0038
Chlorofyl b 0.3064/ 0,0053 0,0028 0,0238 0,0061 0,0138
Chl a+b (mg m?) 0,2026/ 0,0010, 0,0005 0,0178 0,0150 0,0048
SLW 0,0001) 0,000 0,0905 0,1682 0,0562{ 0,0152
Fv/Fm 0,6782| 10,6401 02764/ 0,6711] 0,0102f 0,0001
Qy 0,1624 03752/ 10,0384 0,2324| 0,0140| 0,8543
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Obrazek 28. Aktivita PSI vztaZena na jednotku mnoZstvi chlorofylu u dvou odrtd Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy

pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby prameéru.
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Obrazek 29. Aktivita PSI vztazena na jednotku plochy listu u dvou odrad Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy

pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby priméru.
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Dny po zacatku stresu

Obrazek 30. Aktivita PSI vztaZena na jednotku hmotnosti susiny listu u dvou odrtd Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby prameéru.

Na rozdil od aktivity PSI nebyly mezi citlivou a odolnou odridou zjistény Zadné
prikazné rozdily v aktivité PSII, nicméné v nékolika ptipadech patrné byly. Také trend
aktivity PSII byl spiSe vyrovnany na rozdil od PSI, u kterého aktivita vyraznéji klesala.
VztaZeno na jednotku mnoZstvi chlorofylu (Obr. 31, Tab. 5) byla hned od poc¢atku stresu az
do 4. dne aktivita u obou odrid vyrovnanad a to jak v kontrolnich tak ve stresovych
podminkach. Reakce obou odrid na stres se projevila ve druhé poloving stresové periody
prikaznym (den 6) nebo neprikaznym (den 8, 10) poklesem aktivity. Vyrazné&jsi pokles byl
patrny u odriidy Merkur.

Hned od pocatku stresové periody byl patrny rozdil mezi odridami v aktivité PSII
vztazené na jednotku plochy listu (Obr. 32, Tab. 5). Odriida PieStansky méla vyssi aktivitu
jak v kontrole, tak i ve stresu, ale vétSinou neprikazng¢. Na rozdil od pifedchoziho piepoétu je
zde patrné zvySeni aktivity PSII v reakci na stres u citlivé odridy Piestansky po celou dobu
stresu (s vyjimkou 10. dne), prikazné jen 4. den. U odolné odridy Merkur je nértst patrny do
4. dne, pak spise pokles (oba neprikazn¢).

Rozdilny pocatek stresové periody je patrny u posledniho piepoctu aktivity PSII na
jednotku hmotnosti suSiny listu (Obr. 33, Tab. 5). Aktivita je zde prikazné vyssi u odrady

Merkur. Po 2. dni se aktivity obou odriid vyrovnavaji a ke konci stresu je aktivita u odridy

Merkur (pfedevs§im Vv kontrole) spiSe niz§i. Mirny narast aktivity V reakci na stres je patrny
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neprukazné u obou odrid ve dni 4, prikazné pak u odridy Piestansky den 6. Od 6. dne je
zatim neprukazné u odriidy Merkur patrny pokles u stresovanych rostlin nasledovany 8. den
odridou Piestansky. Na rozdil od odrudy Merkur, tento pokles je u odrady Piestansky 10.

den prikazny.

Aktivita celého elektron-transportniho retézce vztaZena na jednotku mnoZstvi
chlorofylu (Obr. 34, Tab. 5) vykazovala obdobny prub¢h, jako aktivita PSI, ale rozdily
nebyly, s vyjimkou posledniho dne, statisticky prukazné. TéméF po celou dobu stresové
periody byla aktivita neprikazné vyssi u odridy Piestansky. V reakci na stres byl od 2. dne az
do konce stresu pozorovany pokles (nepritkazny) aktivity u stresovanych rostlin odridy
Piestansky, zatimco u odriady Merkur byl patrny pouze dny 4, 8 a 10 (posledni zminény jiz
prakazng¢).

Aktivita celého Fetézce vztaZzena na jednotku plochy listu (Obr. 35, Tab. 5) byla
velice podobna jako u predchozi charakteristiky, rozdily mezi odriidami byly vétsi, ale stale
neprukazné. Az do 6. dne je v reakci na sucho patrny u obou odrtd narist, posledni dva dny
je patrny u obou pokles (ve vSech ptipadech nepritkazny).

V aktivité celého Fetézce vztazené na jednotku hmotnosti susiny listu

(Obr. 36, Tab. 5) byly rozdily (neprtikazné¢) mezi odriadami patrné az od 2. dne stresu. U

kontrolnich rostlin odridy PieStansky pietrvaly vyssi hodnoty aZ do konce stresové periody.

V reakci na stres dochazelo u odrudy Piestansky po celou dobu stresu (kromé dne 8) k

poklesu aktivity u stresovanych rostlin. Tento pokles byl ve vSech ptipadech, s vyjimkou dne
10, neprikazny. Naopak u odridy Merkur byl po celou dobu patrny narast aktivity u

stresovanych rostlin, krom¢ posledniho dne, nicméné vzdy byl nepriikazny.
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Aktivita PSII na jedn.mn.chlorofylu B Piestansky Zalivka
B Merkur Zalivka

OPiestansky Sucho

O Merkur Sucho

£
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Dny po zacatku stresu

Obrazek 31. Aktivita PSII vztaZzena na jednotku mnozstvi chlorofylu u dvou odrid Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stfedni chyby priméru.

PieStansky Zalivka
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Obrazek 32. Aktivita PSII vztaZzena na jednotku plochy listu u dvou odrad Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisnd pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby praméru.
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PSIl (mmol O,.kg™ S.s™)

WC (mmol O,.kg™! Chl.s™)

Aktivita PSIl na jedn.hm.susSiny listu
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Dny po zacatku stresu
Obrazek 33. Aktivita PSII vztaZena na jednotku hmotnosti susiny listu u dvou odrid Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby praméru.
Aktivita celého fetézce na jedn.mn.chlorofylu @ Piestansky Zalivka
B Merkur Zalivka
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Obrazek 34. Aktivita celého elektron-transportniho fFetézce vztaZena na jednotku mnoZstvi
chlorofylu u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho)
podminkach. Odlisna pismena znaéi statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-
Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a
sttedni chyby priméru.
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Aktivita celého retézce na jedn.plochy listu

B Piedtansky Zalivka

B Merkur Zalivka

8 _
a @ Piestansky Sucho
[ a a OMerkur Sucho
6 i a
ab a ab ab
5 a a [T . b
a a il
4 - ; HH
3 4
2 4
1 4
0 _
Den 0 Den 2 Den 4 Den 6 Den 8 Den 10
Dny po zaéatku stresu
Obrazek 35. Aktivita celého elektron-transportniho ietézce vztaZzena na jednotku plochy listu u
dvou odrud Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach.
Odlisna pismena znaci statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem
samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou pruméerné hodnoty (n=4) a stfedni chyby prameéru.
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Obrazek 36. Aktivita celého elektron-transportniho Fetézce vztaZena na jednotku hmotnosti
suSiny listu u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho)
podminkach. Odlisnd pismena znaci statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-
Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a

sttedni chyby priméru.
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5.2.2 Fotosyntetické a ostatni parametry

Mnozstvi chlorofylu a vztazené na jednotku listové plochy (Obr. 37, Tab. 5) bylo po
celou dobu stresové periody vyssi u odrady Piestansky a to jak v kontrolnich, tak ve
stresovych podminkéach. Priikkazné byly tyto rozdily ve dnech 0, 2 a 10 pfedev§im u

kontrolnich rostlin. V reakci na stres byl patrny nartst mnozstvi chlorofylu a u odrudy

Piestansky po celou dobu stresu, nicméné prikazny byl pouze 4. den. U odridy Merkur byl
tento narast patrny také po celou dobu stresu, prukazné kromé dne 4 jesté i den 2. Oproti
sezon¢ 2011, kdy se mnozstvi chlorofylu a ptili§ neménilo, v roce 2012 u obou odriid spise
rostlo. Nicméné v obou letech bylo vyssi u odridy Piestansky.

Mnozstvi chlorofylu b vztazené na jednotku listové plochy (Obr. 38, Tab. 5) bylo na
pocatku stresu u vSech variant piiblizné€ stejné. V pribéhu stresu bylo neprikazné vyssi u

odridy Piestansky a to jak v kontrolnich, tak ve stresovych podminkach. V disledku stresu

suchem dochazelo k nartstu mnozstvi chlorofylu b u obou odrid, ktery byl u odridy
Piestansky vyraznéjsi (ve dnech 4 a 6 statisticky prikazny), ale s pribéhem stresu se tento
narist zmenSoval. V porovnéni se sezonou 2011 nebyl patrny vyrazny pokles posledni den
stresu u vSech rostlin, ale vy$§i mnozstvi chlorofylu b u odridy Piest'ansky bylo patrné v obou
letech.

Mnozstvi chlorofylu (a+b) vztazené na jednotku listové plochy (Obr. 39, Tab. 5)
odpovidalo vyse uvedenému trendu. V prubéhu stresu bylo celkové vyss§i mnoZstvi u odridy
Piestansky ve srovnani s odriidou Merkur v obou typech péstovani, prikazné ve dnech 2 a 10

u kontrolnich rostlin. V reakci na sucho doslo ke zvySeni mnozstvi chlorofylti u stresovanych

rostlin obou genotypi, tento rozdil byl prikazny pouze v den 4 u obou odrtd.

Specifickd hmotnost listu (SLW) (Obr. 40, Tab. 5) byla prvni dva sledované dny
Vv pfipad€ obou typi péstovani prikazné vyssi u genotypu Piestansky. V pribéhu stresu se
rozdil mezi odridami u kontrolnich rostlin snizoval (pfedevSim diky nartstu hodnot odrtidy
Merkur) a na zavér byly naopak patrné vySs$i hodnoty u odridy Merkur (neprikazng). U
stresovanych rostlin byly hodnoty po celou dobu vyssi u odridy Piestansky, posledni den
prikazné. Zatimco u odridy Merkur byl v reakci na sucho pozorovan na pocatku stresu spise
narast a ke konci mirny pokles, u odrtidy Piestansky byl po celou dobu patrny nartst, ktery

byl posledni den prikazny.
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Obrazek 37. MnoiZstvi chlorofylu a vztaZzené na jednotku listové plochy u dvou odrud Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby praméru.
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Obrazek 38. MnoiZstvi chlorofylu b vztaZzené na jednotku listové plochy u dvou odrud Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby praméru.
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Obrazek 39. Mnozstvi chlorofylu a+b vztazené na jednotku listové plochy u dvou odrid Vicia faba L.
péstovanych v kontrolnich (zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaci
statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy
pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a stiedni chyby praméru.
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Obrazek 40. Specificka hmotnost listu (SLW) u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich
(zélivka) a stresovych (sucho) podminkach vyjadiend jako hmotnost listového pletiva vztazena na
jednotku plochy. Odlisna pismena znadi statisticky prikazné rozdily (P = 0,05). Hodnoceno Tukey-
Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou primérné hodnoty (n=4) a
sttedni chyby priméru.
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F./F.,

Maximalni kvantovy vytézek fotochemickych procesti fotosystému II v temnotné
adaptovaném stavu (F,/Fp) (Obr. 41, Tab. 5) byl az do 6. dne stresu velmi vyrovnany u vSech
sledovanych variant. Nicméné uz od 6. dne dochazelo k mirnému poklesu u stresovanych
rostlin Piestanského genotypu, ktery byl az 10. den prukazny. Ve dnech 8 a 10 byl prikazny
pokles také u stresovanych rostlin genotypu Merkur. Rozdily mezi genotypy patrné nebyly.

Hodnoty kvantového vytézku fluorescence Qv (Obr. 42, Tab. 5) byly béhem celého
sledovaného obdobi velmi vyrovnané a nebyl patrny zadny trend, ktery by charakterizoval

rozdily mezi odridami nebo jejich reakci na stres.

@ PieStansky Zalivka

F./F,,
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Obrazek 41. Maximalni kvantovy vytéZek fotochemickych procesii fotosystému II u listu v
temnotné adaptovaném stavu (F,/F.,) u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich
(zalivka) a stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaéi statisticky prikazné rozdily (P =
0,05). Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou
pramérné hodnoty (n=8) a sttedni chyby priméru.
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Obrazek 42. Efektivni kvantovy vytéZek fotochemickych procesi PSII u listu ve svételné
adaptovaném stavu (Qy) u dvou odrid Vicia faba L. péstovanych v kontrolnich (zalivka) a
stresovych (sucho) podminkach. Odlisna pismena znaéi statisticky prikazné rozdily (P = 0,05).
Hodnoceno Tukey-Kramerovym testem samostatné pro kazdy pokusny den. Uvedeny jsou pramérné

hodnoty (n=8) a stfedni chyby priméru.
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit, zda dvé vybrané odrudy Vicia faba L. reaguji rozdilné
na stres suchem v aktivité/mnozstvi antioxidanti a zda je piipadna reakce rostlin v souladu
s faktem, Ze odriida Piestansky je podle nckterych rustovych charakteristik vice citliva
ke stresu suchem a odrida Merkur odolngjsi. Tento parametr nebyl u tohoto rostlinného druhu
Vv souvislosti se stresem suchem dosud studovan a vysledky by pfinesly nové informace, které
jsem chtéla porovnat s doposud publikovanymi vysledky u jinych rostlinnych druht.

Hlavni charakteristikou, kterd mé zajimala, byla antioxida¢ni ochrana rostlin. Je to
ucinny systém, ktery rostliny vyuzivaji pro ochranu pied reaktivnimi formami kysliku, které
pfirozené¢ v buiice vznikaji. Béhem stresu vSak jejich koncentrace nartistd a bez ucinné
ochrany jsou pro rostliny velice nebezpe¢né. Pfesné mnozstvi ROS, antioxidantii nebo piesna
aktivita antioxidacnich enzymii je druhové specifickd, nicméné jsou popsany obecnéjsi
trendy, které je mozné pozorovat ve stylu reakce rostlin odolnych a citlivych vii€i stresu
suchem nezavisle na druhu. Spolu s naristem mnozstvi toxickych latek je Casto u riznych
rostlinnych druhl popisovan také nartst aktivity/mnozstvi antioxidantii. Ten je velice Casto
vy$§i u odolnych odriid, zatimco u citlivych je spiSe trend opacny.

Déle mé zajimaly nékteré fyziologické a morfologické charakteristiky, které mély
dolozit rozdilnou citlivost rostlin vii¢i stresu suchem a také poukazat na realny rist a vyvoj
rostlin ve stresovych podminkéch. Vysledky by tak mély podavat komplexni obraz toho, jak

dana odrida béhem stresu prospivala.

6.1 Antioxidanty

Ocekavany narust aktivity CAT u odolné odrudy stresovanych rostlin Vicia faba L.,
ktery byl popsany u mnoha jinych druhti napt. u Lycopersicon esculentum Mill. (Unyayar et
al., 2005), Zea mays L. (Chugh et al., 2011), nebo Titicum aestivum L. (Chakraborty a
Pradhan, 2012), jsem pozorovala pouze ve 4. dni stresové periody a to navic u obou odrid.
Narust aktivity CAT zaroven u odolné a citlivé odridy popisuji také Yong et al. (2006)
u Astragalus membranaceus (Fisch.), Anjum et al. (2012) u Capsicum annuum L. nebo
Grzesiak et al. (2013) u Triticum aestivum L. Tuto nejednozna¢nou souvislost mezi odolnosti
rostlin vii¢i suchu a zvySenou aktivitou CAT autofi Casto vysvétluji tim, Ze CAT neni jediny

enzym odbouravajici v rostlinné butice toxicky peroxid vodiku. Tuto funkci maji jesté i
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peroxidazy, ze kterych APX ma k peroxidu vodiku vyssi afinitu nez CAT. Tudiz ochranna
reakce na stres suchem je poté jasngji vidét na nartistu aktivity APX v porovnani s CAT
(Nicotiana tabacum L., Van Rensburg a Kruger, 1994), (Oryza sativa L., Selote a Khanna
Chopra, 2004), (Musa L., Chai et al., 2005). Velky narust aktivity CAT jsem pozorovala
4. den stresu, coz je pomémné brzy po zahdjeni stresové periody. Nicméné, V literatufe je
pozitivni vliv CAT piedevsim na pocatcich stresu také ¢asto popisovan (Zea mays. L., Xin et
al., 2011) a n¢€kdy je patrny i trend, kdy nejprve v dusledku stresu dojde k nartstu aktivity
CAT, ktera pozdé&ji poklesne a soucasné dojde k nartastu APX (Sedum album, L., Habibi a
Hajiboland, 2012). Tito autofi také poukazuji na pozdéjsi pokles aktivity CAT az pod hodnoty
kontrolnich rostlin, coz nastalo i v piipadé rostlin Vicia faba L. s postupujicim stresem.
Rozdil mezi odridou Merkur a PieStansky neni sice ani jeden den statisticky prikazny,
nicméné patrny je velice dobfe na pocatku stresu a poté jesté¢ 6. a 8. den. Celkové vyssi
hodnoty byly ¢astéji pozorovany u odriidy Merkur, ktera je odolngjsi. Casto je nositelem
odolnosti rostlin celkové vyssi aktivita antioxidantd a v reakci na Sucho nemusi dojit
U odolnych odrtid k nartistu aktivit. Ty dokonce miizou u stresovanych rostlin obou odrid
s pritbéhem stresu klesat a odriidy se tak od sebe 1iSi pouze riznymi absolutnimi hodnotami,
jak popisuji u Helianthus tuberosus L. Zhang et al. (2011), nebo u Guizotia abyssinica Cass.
Ghane et al. (2012) a jak je patrné z mych vysledkd. Neprikazné vétsi narist aktivity CAT
u stresovanych rostlin odolné odridy Merkur 4. den stresu by odpovidal ptedpokladanému
trendu vétsiho narustu aktivity u odolnych genotypi, ktery je popisovan u jinych druht rostlin
(Coffea canephora Pierre ex Froehner, Lima et al., 2002), (Cicer arietinum L. Mafakheri et
al., 2011). Souc¢asny narust aktivity u odolné odridy a pokles u citlivé nebyl pozorovan ani
V jednom pokusném dnu, naopak aktivita CAT u stresovanych rostlin vzdy bud’ vzrostla, nebo
klesla u obou odriid soucasné.

Odolnd odriida Merkur si tedy castéji udrzela vyssi aktivitu CAT a 4. den byl u ni
narast vétsi nez u citlivé odridy. Celkoveé neni vidét jasny trend a z vySe uvedeného tedy neni
mozné potvrdit jasny pozitivni vliv CAT na odolnost rostlin, stejné jako to popisuji D’Souza a
Devaraj (2011).

APX je dalsim enzymem rozkladajicim peroxid vodiku v bunce. Spolu s aktivitou
CAT vykazovaly u rostlin Vicia faba L. v pribéhu stresu velice podobny trend a to piedevsim
vV druh¢é poloviné stresové periody. Velice Casto je odolnost rostlin spojena s celkoveé vyssi
aktivitou antioxida¢nich enzymu u odolnych odrid (napt. u Phaseolus vulgaris L., Zlatev et
al., 2006), nicméné v mém pokuse byla ve dni 0 zjisténa neprikazné vyssi aktivita APX

ucitlivé odridy Piestansky. Takto vyrazn€¢ vyssi hodnoty u odridy Piestansky byly
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pozorovany pouze v tomto dni. Vyssi aktivitu na pocatku stresu u jednoho citlivého genotypu
Abelmoschus esculentus (L.) Moench v porovnani s odolnym popisuje také Kusvuran (2012).
rostlin Vicia faba L. je patrny velky narast aktivity CAT u stresovanych rostlin obou odrad
4. den stresu, zatimco od nasledujiciho dne dochazelo uz ptevazné k poklesu, coz by mohlo
stresu k vyraznému poklesu u obou odrud, ktery muze byt dan opozdénou reakci tohoto
antioxidantu na stres. Ctvrty den stresu vSak do$lo k vyrovnani aktivit u odolnych a
stresovanych rostlin obou odrtid. Z toho, ze aktivita APX byla prikazné vyssi u stresovanych
rostlin odolné odridy Merkur 6. den stresu a dale neprikazné 8. den stresu je mozné
usuzovat, ze pfevzala hlavni funkci rozkladani peroxidu vodiku po CAT, jejiz aktivita byla
zasadni predevSim 4. den stresu. OvSem v 6. a 8. dni byla aktivita APX vyssi 1 u kontrolnich
rostlin Jak jiz bylo popséno vySe, ne vzdy rostliny reaguji naristem aktivit enzymt, casto
odolnym genotyptim ,,staci* vyss§i aktivity v porovnani s citlivymi i kdyz v reakci na sucho
dochazi u obou odrid k poklesu, coz je patrné i u Vicia faba L. Pokles aktivity APX v reakci
na stres suchem u vSech genotypt Triticum aestivum L. bez rozdilu odolnosti popisuji také
Nikolaeva et al. (2010), nicméné odolné genotypy maji celkové vyssi aktivitu. Podobné
vysledky publikovali Ghane et al. (2012) u rostlin Guizotia abyssinica Cass. V literatuie je
popsany i jev, kdy u odoIlného druhu Solanum peruvianum L. stejné jako u citlivého Solanum
lycopersicum L. doslo v reakci na sucho k poklesu aktivity APX a celkové niz$i hodnoty byly
naméfeny pravé u odolného druhu (Unyayar et al., 2005). Podobnou reakci na sucho
vykazovaly odrady Vicia faba L. posledni den stresu, kdy jsem zjistila pokles aktivity APX
U obou odrud, pficemz vyrazngjsi je u odolné odridy Merkur.

Celkove¢ lze tedy konstatovat, Ze v reakci na stres suchem ob¢€ odridy reagovaly spise
poklesem aktivit antioxida¢nich enzymd, coz je v rozporu s velkym mnozstvim studii u jinych
druhti rostlin, kde byl popsany narust (Van Heerden a Kruger, 2002, Chai et al., 2005, Boldaji
et al., 2012, Chakraborty a Pradhan, 2012, Li et al., 2013). V literatufe jsou vSak i prace,
v nichz také nebyl potvrzeny nartst aktivity nebo mnozstvi antioxidantli v souvislosti se
stresem suchem (Unyayar et al., 2005), (Nikolaeva et al., 2010), Zhang et al. (2011), (Ghane
et al., 2012). Reakce rostlin zavisi na druhu rostlin, na genotypu, citlivosti nebo odolnosti
vici stresu a na mnoha dalSich faktorech. Jak bylo uvedeno v kapitole 3.5 antioxidac¢ni
ochrana muze zaviset n€kdy pouze na jedné sloZce nebo formé celého fetézce reakci a nemusi
se projevit natrovni jednoho antioxidantu. Jasny trend rozdilné reakce obou odrid sice

patrny nebyl, ale dil¢i rozdily (napt. Castéjsi celkové vyssi aktivita antioxidac¢nich enzymii,
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zejména v piipadé CAT), pozorovany byly. Casto malé a tudiz nepriikazné zmény
v aktivitach CAT a APX, které jsem u Vicia faba L. zjistila, by mohly byt zptisobeny i tim, ze
na tomto rostlinném druhu jesté nebyly aktivity antioxidant méfeny a vétsi variabilita méfeni
je pri¢inou neprukaznosti zjisténych rozdila. U piibuzného druhu Phaseolus vulgaris L. byly
pouzity jen mirn€é modifikované metodiky a reakce aktivit antioxidantli u rozdilnych genotypt
nebyla jednotna. To si autofi vysvétluji tim, ze kazdy genotyp ma vlastni fyziologické
adaptivni mechanismy regulace ROS, nikoliv Spatnou metodikou meéieni antioxidantt
(Saglam et al., 2011). Autofi u rostlin sledovali pouze 10. den stresu V porovnani
s kontrolnimi rostlinami, takze trend reakce rostlin v priitbéhu stresové periody neni ziejmy.

Mnozstvi prolinu béhem sledovaného obdobi klesalo a to jak u rostlin v kontrolnich,
tak ve stresovych podminkach. Nicméné, urc¢ité zmény mezi odridami jsem béhem stresové
periody zaznamenala pfesto, Ze kromé 10. dne stresové periody nebyly priikkazné. Tento den
prikazné vzrostlo mnozstvi prolinu u stresovanych rostlin citlivé odridy Piestansky, zatimco
u odolné kleslo. Toto popisuji také Rosales et al. (2012) na blizce ptibuzném druhu Phaseolus
vulgaris L. U odolného genotypu nedoslo ani po 22 dnech stresu k naristu mnozstvi prolinu,
naopak nepriikazné jeho mnozstvi pokleslo. U citlivého po 13 dnech také nebyl nartst
prikazny, ale po 22 jiz ano.

I pti celkové klesajicim trendu mnozstvi prolinu v pribéhu sledovaného obdobi jsem
pfi porovnani kontrolnich a stresovanych rostlin zjistila nepritkazny narist mnoZstvi prolinu
u citlivé odridy ve dnech 2 a 4, nepriikazny nardst u odolné odridy pouze ve dni 6.
Neprikazny pokles mnozstvi prolinu jsem pozorovala u citlivé odridy ve dnech 6 a 8 a
U odolné odriidy ve dnech 2, 8 a 10. VSechny tyto rozdily vSak byly velmi malé.

Vyrazny rozdil v mnozstvi prolinu mezi tfemi genotypy Triticum aestivum L.
nepozorovali ani Nikolaeva et al. (2010), nartst byl u vSech téméf stejny. Velmi podobné
mnozstvi prolinu u citlivého a odolného genotypu bylo pozorovdno také u stresovanych
rostlin Saccharum officinarum L. a to jak na pocatku stresové periody (3. den od pocatku
stresu), tak 1 na konci stresové periody (20. Den). Dale byl jest¢ méfen 10. den stresu,
ve kterém byly zaznamenany vyrazn¢ nizS§i hodnoty u odolnych genotypl v porovnani
s citlivymi (Cia et al., 2012).

Postupny pokles obsahu prolinu jak u kontrolnich, tak u stresovanych rostlin neni
V literatufe pfiliS popisovan. Divodem je fakt, ze postupny prabéh stresu neni casto
zaznamenavan (Moussa a Abdel-Aziz, 2008), (Akcay et al., 2010), (He et al., 2011) a pokud
ano, tak ¢asto neni méfeno mnozstvi prolinu u kontrolnich rostlin kazdy den stresu, ale pouze

na pocatku jako den 0 a je otazkou, jak by se s prub&éhem stresu ménilo (Yong et al., 2008),
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(Zhang et al., 2011), (Cia et al., 2012). Pokles mnozstvi prolinu u kontrolnich rostlin vSech
genotypu byl ale zaznamenan u Triticum aestivum L. 5. den stresu oproti dnu 3, ale dalsi
meéfeny den jiz doSlo k narGstu u vSech genotypi (Nikolaeva et al., 2010). Podobné u
citlivého genotypu Phaseolus vulgaris L. doslo 22. den stresu oproti 13. dnu stresu k mirnému
poklesu mnozstvi prolinu u kontrolnich rostlin (Rosales et al., 2012). Ze studie Shi et al.
(2012) je také patrny mirny pokles mnozstvi prolinu u kontrolnich rostlin dvou genotypt
Cynodon dactylon (L.) Pers. 14. den stresu v porovnani se 7. dnem stresu. Nicmén¢ napf. U
Nikolaeva et al. (2010), Cia et al. (2012) a Shi et al. (2012) dochazi u vSech genotypt
K naristu mnozstvi prolinu u stresovanych rostlin v porovnani s kontrolami, coz v mych
vysledcich neni prikazné (pouze den 10 u citlivé odrady). Napiiklad Zhang et al. (2011)
popisuje narist mnozstvi prolinu u Helianthus tuberosus L. jiz v prub&hu 48 hodin.

Mnozstvi prolinu je podobné jako aktivita enzymi zavislé na rostlinném druhu,
genotypu a zpusobu navozeni stresu. Délka stresové periody mohla byt kratkd na projeveni
zmén mnozstvi prolinu, nicméné ani pii déle trvajicim stresu se zmény nemuseji projevit (Cia
et al., 2012), (Rosales et al., 2012). Rosales et al. (2012) dale zvazuji moznost, ze by vétsi
akumulace prolinu v reakci na sucho u citlivych genotypi mohla byt ptiznakem stresu a ne
ptimo osmotickym pfizpiisobenim, ale jasné vysvétleni nepodavaji. Celkovy pokles mnozstvi
prolinu mize byt dan také jeho rozkladem a vyuzitim jakozto zdroje energie jak popisuji napf.

Ciaetal. (2012).

6.2 Morfologické parametry

Morfologicko-fyziologické parametry pokusnych rostlin dobie charakterizuji rozdily
ristu a vyvoje rostlin vystavenych stresu suchem ve srovndni s rostlinami normalné
zasobovanymi vodou. Relativni obsah vody (RWC) je jasnym ukazatelem stresu suchem
pouzivanym velice hojné pfi porovnavani odolnych a citlivych genotypt. Vypovida o tom, na
kolik je rostlina schopna si udrzet vodu. Nezjistila jsem Z4dné rozdily mezi kontrolnimi
rostlinami obou odrid po cely stresovy interval, coz je ve shodé napt. s Masoumi et al. (2010)
u rostlin Kochia scoparia L., nebo Rosales et al. (2012) u rostlin Phaseolus vulgaris L.
V reakci na sucho byl zjistény vyrazny pokles RWC u stresovanych rostlin citlivé odridy
Piestansky. U rostlin odolné odridy Merkur byl pokles také zaznamendn, nicméné ve
srovnani s citlivou odridou byly rozdily mezi kontrolnimi a stresovanymi rostlinami vzdy
nizsi a neprukazné. U citlivé odrady byl pokles v RWC patrny jiz od 6. dne a posledni den

stresu byl tento rozdil pritkazny. Relativni obsah vody vétSinou klesa v disledku stresu u
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obou genotypt, nicméné u citlivého vice nez u odolného (Triticum aestivum L., He et al.,
2011), (Triticum aestivum L., Bano et al., 2012), (Saccharum officinarum L., Cia et al.,
2012). Pokles hodnot vSak opét zavisi na mnoha vnitinich (metabolické aktivity, schopnost
udrzet vodu, apod.) a vnéjSich (podminky péstovani rostlin a délka a intenzita stresu)
faktorech.

Vyska rostlin, kterd je na pocatku stresu u odriid vyrovnana, se s pruibéhem stresu
nebo spise s vyvojem rostlin pochopitelné zvySuje a rychlejsi rist je patrny u citlivé odrady
Piestansky, protoze tato odrtida je celkové robustnéjsi. Na sucho reaguje zpomalenim rastu
pravé citliva odrida Piestansky. Toto zpomaleni je vyrazné predev§im posledni den stresu,
zatimco stresované rostliny odolné odridy Merkur si udrzuji po celou dobu stresové periody
V podstaté stejnou vysku jako rostliny kontrolni. Vyraznéjs$i pokles vysky u citlivé odridy
Triticum aestivum L. popisuji také autofi Sairam et al. (2001). Také autofi Unyayar et al.
(2005) popisuji vetsi vzrust citlivych rostlin  Solanum lycopersicum L. péstovanych
vV podminkéch s normalnim pfisunem vody, nez rostlin Solanum peruvianum L., které jsou
odolngjsi vuci stresu suchem. V reakci na stres byl vSak pozorovan nizs8i vzrist rostlin praveé
citlivého genotypu.

V poctu listi se od sebe prikazné odridy lisily, celkové mohutnéj$i odrida
Piestansky méla vyssi pocet listli, coz popisuje na stejnych odriidach i Fridrichova (2010) a
v souladu s touto praci je i fakt, Zze v reakci na sucho nedoslo k prikaznym zménam u obou
odrid. S postupujicim stresem je patrny maly trend niz§itho poctu viditelnych list
u stresovanych rostlin citlivé odridy, coz mize znamenat, ze vétsSi rozdily by se mohly
projevit az s déletrvajici stresovou periodou.

Hmotnost suSiny kofenu i nadzemni ¢asti byla opét celkové vyssi u robustnéjsi
odridy PieStansky a v disledku stresu se pritkazn€¢ nemeénila. Zatimco hmotnost suSiny
kotentl u citlivé odridy mirn¢ ke konci stresu vzrostla, hmotnost suSiny nadzemni ¢asti u této
citlivé odridy mirn€ poklesla (nepriikazné). Podobné vysledky na stejnych odridach
Vv ptipad¢ nadzemni Casti popsala Fridrichova (2010), nicméné v piipadé hmotnosti suSiny
kotenil jsou jeji vysledky rozdilné (hmotnost kotent citlivé odridy klesa, zatimco u odolné
stoupd), nebo u rostlin Arachis hypogaea L. Akcay et al. (2010). Prukazny pokles hmotnosti
celkové biomasy v reakci na stres suchem nebyl pozorovany ani u dvou odrid Phaseolus
vulgaris L. po 13- ti dennim stresu. Nicméné po 22 dnech sucha uz byla niz$i hmotnost
stresovanych rostlin patrna u obou genotypu lisicich se odolnosti vii¢i suchu (Rosales et al.,
2012). Da se tedy predpokladat, ze vyraznéjsi rozdily by mohly byt patrné opét az pii déle

trvajicim obdobi sucha.
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Specificka hmotnost listu (SLW) neni v literatufe pfilis casto samostatné
zpracovavand. Vypovida o tloust'ce listu, kterd byla opét vyssi u citlivé odrady Piestansky
Vv obou pokusnych sezonach. V duasledku stresu se v obou pokusnych sezonach, v nichz byla
méfena, piili§ neménila, coz popisuji i BeneSova et al. (2012) a narust, ktery je v souladu
s vysledky Fridrichové (2010) u stejnych odrud Vicia faba L., je patrny pouze v nékterych
dnech a to predevsim v sezoné 2012.

Vysledky morfologické analyzy jsou v souladu s piedpokladem, Ze citliva odrida
Piestansky bude nepfiznivymi podminkami postizend vice nez odolna odrida Merkur a
odpovidaji udajim publikovanym v literatuie (Akcay et al., 2010), (He et al., 2011), (Ghane
etal., 2012), (Ji et al., 2012).

Z morfologickych parametrti je tedy vhodnym parametrem pro posouzeni miry
postiZeni rostlin suchem rozhodné¢ RWC a dale pak celkova vyska rostliny a hmotnosti susiny
kotenil a prytu. Pfedev§im u poslednich dvou zminénych by ale pro lepsi vypovidaci hodnotu
bylo zapotiebi delsiho stresu. V porovnani dvou parametrt, které spolu uzce souvisi — RWC a
obsah prolinu, lze pozorovat posledni den stresu u stresovanych rostlin pokles RWC a
souCasny narist mnozstvi prolinu. Prolin je osmolyt, ktery buiice poméaha udrzet si vodu,
tudiz jeho zvySené mnozstvi by mélo byt v korelaci s vyssim RWC, coz v ptipadé citlivé
odridy neni. Z toho je jasné¢ vidét, ze citliva odrida ma i pfes zvySené mnozstvi tohoto
osmoprotektantu vétsi problémy s udrZzenim vody v listech. Podobny jev pozorovali Akcay et
al. (2010) u rostlin Arachis hypogaea L. Citlivy genotyp mél celkové vyssi RWC i ve stresu,
ale 1 pfes pocatecni vyssi mnozstvi, mél na konci stresu mens$i mnozstvi prolinu nez odolny
genotyp. RWC v dutsledku stresu pokleslo u obou odrad, u citlivé byl tento pokles mirné
vy$§i. Souvislost vy§§iho mnoZstvi prolinu spolu s vy$§imi hodnotami RWC u stresovanych
rostlin odolného genotypu Zea mays L. potvrzuji pfi silném stresu také Moussa a Abdel-Aziz
(2008).

6.3 Fotosyntetické parametry

Reakce na stres suchem pozorovand u mnozstvi pigmentll vykazovala kazdou
pokusnou sezonu trochu jiny trend. Tento rozdil 1ze pfisuzovat pifedev§im rozdilnym vnéj$im
vliviim (pocasi), jelikoz zplisob péstovani a zpracovani rostlin byl v obou ptipadech totozny.
Nicméné v obou sezonéach je patrné veétsi mnozstvi pigmentl u citlivé odriidy Piestansky

Vv porovnani s odolnou odridou Merkur.
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V pribéhu stresu nebyl patrny trend prikazné vys$tho mnozstvi pigmenti
u stresovanych rostlin odolné odriidy, jak by odpovidalo mému ptedpokladu. Rozdily mezi
odrtidami pozorovany byly, po celou dobu stresu bylo mirn¢ vyssi mnozstvi fotosyntetickych
pigmentt u citlivé odriady Piestansky, coZ je popsano také u citlivého genotypu Solanum
lycopersicum L. (Sanchez-Rodriguez et al., 2012). Odridy na stres suchem reagovaly kazdou
sezonu mirn¢ odlisné. Zatimco v sezoné 2011 dochazelo v reakci na stres suchem castéji
k poklesu mnozstvi pigmenti u obou odrid, v sezoné 2012 dochazelo prevazné k nardstu
mnozstvi pigment také u obou odriad, avSak pouze v nékolika malo piipadech byly tyto
zmény prikazné. V sezoné¢ 2011 je 8. pokusny den patrny nahly nartist mnozstvi vSech
sledovanych pigmenttli u stresovanych rostlin citlivé odrady Piestansky. Jiné prukazné zmény
souvisejici se stresem suchem pozorovany nebyly. Naopak v sezoné 2012 je mozné hned
od pocatku stresové periody pozorovat nariist mnozstvi pigmenti u obou odrid, v nékterych
dnech je tento nartst i statisticky prikazny. S postupujicim stresem se vSak snizuje, nicméné
rozdil mezi odridami v kontrolnich i ve stresovych podminkéch zlstava a odriida Piestansky
si stile udrZzuje vyS$i hodnoty. Ojedinély narist celkového mnoZstvi chlorofylu
u stresovanych rostlin citlivého genotypu popisuje také Huseynova (2012) u rostlin Triticum
durum Desf. piesto, ze zejména v pozd¢jsich fazich stresu pozorovala typicky pokles obsahu
fotosyntetickych pigmentt, ktery byl ale s ohledem na délku stresu spiSe dusledkem starnuti
rostliny. Pokles obsahu fotosyntetickych pigmentii mize byt vysledkem vaznych poSkozeni a
destabilizace pigment-proteinovych komplext v disledku fotoinhibice navozené stresem.
Mira poklesu obsahu pigmentl je tedy rovnéz zavisla na intenzité a trvani stresu a na mife
antioxida¢ni ochrany rostlin. Unyayar et al. (2005) doklada ve své praci neprikazny narust
mnozstvi chl a, chl b v reakci na sucho u odolného genotypu Solanum peruvianum L., coz
koresponduje s mymi vysledky pokusné sezony 2012. Dale nartst mnozstvi pigmentl
Vv reakci na sucho popisuji i Keles a Unyayar (2004) nebo Teixeira a Pereira (2007).

Vétsinou je tedy v souvislosti se stresem suchem popisovan pokles mnozstvi pigmentt
(Sairam et al., 1998). Sanchez-Rodriguez et al. (2012) popisuje vyraznéjsi pokles mnozstvi
pigmentt u citlivého genotypu Solanum lycopersicum L. v porovnani s odolnym. V nékterych
ptipadech se mnozstvi pigmenti se stresem neménilo (Loggini et al., 1999), coz odpovida
vysledkiim mych pokust ze sezony 2011.

Stejny trend jako vykazovaly jednotlivé chlorofyly v danych pokusnych sezonach,
vykazovalo i celkové mnozstvi chlorofylu a+b, tj. v sezoné 2011 spise vyrovnané hodnoty,

ptipadné mirny pokles v reakci na sucho a v sezon¢ 2012 spise narust.
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Pomérné zastoupeni pigmentd v rostling, které vyjadiuje parametr chl a/b je stejné
U vSech variant. Z toho je vidét, ze vykyvy v mnozstvi jednotlivych pigmenti byly vzdy
Uobou pigmentl stejné, takze 1 jejich pomérové zastoupeni zustalo stejné, i v prubéhu
stresové periody. Je to v souladu s vysledky, které publikovali napf. Unyayar et al. (2005)
u citlivych rostlin Solanum lycopersicum L., u kterych doslo sice k poklesu mnozstvi obou
pigmentt chla i b, ale jejich pomérové zastoupeni bylo stejné jako u kontrolnich rostlin.
Stejné vztahy jsem ziskala i v ptipadé poméru chlorofyl/karotenoidy. Mnozstvi karotenoidi
je celkove vyssi u citlivé odrady Piestansky, coz je v souladu s Valifard et al. (2012) u rostlin
Triticum aestivum L. U citlivého genotypu bylo popsano vys$i mnozstvi karotenoidu, které se
siln€j$im stresem prave u citlivého jesté rostlo, zatimco u odolného se neménilo, coz v mém
pfipadé odpovida predevSim nérlistu mnozstvi karotenoidii u stresovanych rostlin citlivé
odridy koncem obdobi sucha. Opak popisuji Saglam et al. (2011), ktefi dokladaji vyssi
mnozstvi karotenoidli u odolnych rostlin Phaseolus vulgaris L. a v reakci na sucho popisuji
uvSech rostlin pokles mnozstvi karotenoidd. U odolné odridy jsem vyraznéjsi zmény
Vv obsahu karotenoidti v souvislosti se stresem nezjistila, byl patrny pouze nevyznamny pokles
Vv pozdégjSich fazich stresu.

Ze ziskanych vysledki jen patrné, ze obé& odridy mohly byt v obsahu
fotosyntetickych pigmentti vici suchu odolné, coz by vysvétlovalo vyrovnané a stabilni
hodnoty pigmentt (pfedevsim v roce 2012), kdy se rozdily mezi odridami po celou dobu
stresu viceméné neménily. To, Ze jsou rostliny dobfe chranéné a nedochdzi u nich
k poskozovani pigment-proteinovych komplexd, je navic patrné i z ostatnich vysledki, kde

neni patrny jednoznac¢ny rozdil mezi odridami v reakci na stres suchem.

Stres suchem je limitujicim faktorem mnoha procesii v rostlinach, vcetné fotosyntézy.
Me¢tenim fluorescence chlorofylu lze ziskat informace o Uc€innosti fotosyntézy. Parametr
FW/Fm vypovida o maximalnim kvantovém vytézku fotochemickych procesi fotosystému 2
u listu v temnotn¢ adaptovaném stavu. Pokles hodnot tohoto parametru vypovidd o poklesu
schopnosti zachycovat a pfeménovat excitacni energii v reakénim centru fotosystému II a
snizeni fotochemické Gc¢innosti. K nému doslo u obou odrid, mezi kterymi v kontrole nebyl
vyrazny rozdil, v ptipad¢ citlivé odridy uz od 6. dne stresu a v ptipadé odolné odridy az
od 8. dne stresu. Pii déle trvajicim stresu byly zjisténé rozdily i statisticky prukazné. Je tedy
patrny negativni vliv sucha na rostliny, ktery se projevil diive u citlivé odriidy. Velky pokles
hodnot F./F, ke konci stresu popisuje také Huseynova (2012). Ten muze byt dan

S postupujicim stresem snizenou schopnosti zpracovani svételné energie reakénimi centry
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PSII, ¢im se snizuje jejich G¢innost. Vyrazngjsi pokles hodnot F,/Fp, u citlivych genotyptu
ve srovnani s tolerantnimi vuci suchu popsali napt. Liu et al. (2006) a Koscielniak et al.
(2006). Naopak Lima et al. (2002) nebo Akcay et al. (2010) nezjistili vyznamné zmény
ucinnosti fotosystému II a rostliny si tak béhem stresu ziejmé dokazi udrzet uroven
fotosyntézy v pozadovaném stavu. Vyznamny vliv stresu suchem na parametr F,/Fy, nezjistili
ani Saglam et al. (2011) u Phaseolus vulgaris L., nicméné efektivni kvantovy vytézek,
posuzovany podle parametru ¢ps; klesal, zejména u citlivych genotypu.

Hodnoty parametru Qy udavaji efektivni kvantovy vytézek fotochemickych procest
fotosystému 2 u listu ve svételn¢ adaptovaném stavu a vypovidaji o aktudlni fotochemické
ucinnosti PSII. Hodnoty tohoto parametru se v prubéhu stresu lisi mezi variantami jen
miniméln¢é. Vyrazny a ojedin€ly vykyv 4. den stresu u kontrolnich rostlin odridy Merkur
bych spiSe pfipisovala nahod¢. Dalsi rozdil je patrny uz jen vedni 8 a to pokles
u stresovanych rostlin odridy Merkur v porovnani s kontrolnimi. Prikazné rozdily mezi
citlivymi a tolerantnimi genotypy hybridd Lolium-Festuca po déletrvajicim stresu suchem
popsali Koscielniak et al. (2006). Podobné vysledky ziskali také Subrahmanyam et al. (2006)
u Triticum aestivum L. Méfeni toho parametru neni v literatufe piili§ Casté a obvykle se
pouzivaji pro detailni popis uCinnosti fotochemickych procesi jiné odvozené parametry
fluorescence chlorofylu, které vyzaduji jiné pristrojové vybaveni. Neptitomnost rozdild
u studovanych odrad Vicia faba L. vtomto parametru muze souviset s celkové malou
variabilitou 1 nékterych dalSich méfenych parametri a miiZze byt charakteristické pro vybrané
odridy. Teprve testovani SirSiho spektra odriid by mohlo ukazat, zda existuje vyznamné;jsi
variabilita v takovychto parametrech, ktera by mohla byt piipadné jesté¢ umocnéna pisobenim

stresovych faktort.

Aktivitu elektron-transportniho Fetézce jsem méfila v suspenzi izolovanych
chloroplastii u obou odrtid a vyjadiovala jsem ji na jednotkové mnozstvi chlorofylu, jednotku
plochy listu a jednotku suché hmotnosti listu. Kazdy z téchto piepoctti charakterizuje caste¢né
odlisnou vlastnost pletiva listu, kazdy ma své opodstatnéni a pii interpretaci vysledki je proto
uzitecné tyto vlastnosti zohlednit. V literatufe se nejcastéji pouziva prepocet na jednotku
obsahu chlorofylu, 1 pfesto, Ze ostatni dva pfepocty charakterizuji stav pletiva a ptipadné
genotypové rozdily v obsahu pigmentl. V souvislosti se stresem jsou fotochemické aktivity
izolovanych chloroplastii studovany spise vyjimecné a tdaje v literatufe jsou ojedinglé.

Pii vSech zpuisobech vyjadfeni aktivity PSI jsem v dusledku stresu zaznamenala bud’

mirny narast aktivit, zejména u citlivé odrudy nebo se aktivity neménily. To by znamenalo, ze
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PS I neni suchem poSkozeny a miize fungovat dokonce i s mirn¢ vyssi ucinnosti. Podobné
vysledky publikovali Sanda et al. (2011) u Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai.

U aktivity PSIl jsou patrné vétsi rozdily v zavislosti na zpasobu vyjadieni.
Pti vyjadieni hodnot aktivity na jednotku obsahu chlorofylu je v reakci na stres patrny mirny,
vétSinou neprukazny pokles u obou odriid predev§im ke konci stresu, coz popisuji také
Barathi et al. (2001). Pti piepoctu aktivity na jednotku plochy listu ¢astéji dochazi k nartstu
aktivity PSII v souvislosti se stresem suchem, mirny pokles nebo hodnoty beze zmény jsem
zaznamenala az v poslednich fazich stresu. Pokles aktivity PSII u izolovanych chloroplast
Tritium aestivum L. popsali také Liu et al. (2006) jako dusledek siln&jSiho stresu suchem,
ktery narusuje rovnovazny stav primarnich funkénich proteinovych komplext
Vv chloroplastech. I pfesto, Ze jsem zaznamenala rozdily v aktivit¢ PSII v disledku stresu,
nebyly vétSinou statisticky prikazné a nesv&€d¢i o vaznéj$im naruSeni aktivity PSII, podobné,
jako tomu bylo v piipadé PSI. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky, které publikovali
Sanda et al. (2011).

Informaci o fotochemické aktivité chloroplastii v reakci na stres podava také méieni
aktivity celého elektron-transportniho ietézce od PSIl k PSI. V reakci na sucho dochazi
V prvni poloving stresové periody u stresovanych rostlin obou odrtid spiSe k nartstu aktivity
celého fetézce, hodnoty beze zmény nebo mirny pokles byl patrny koncem stresu. Vysledky
téchto méteni, stejné jako v pripadé samostatného méteni aktivity PSI a PSII opét neukazuji
na vazngjsi posSkozeni struktur a komplext chloroplastli v disledku vystaveni rostlin stresu
suchem, které by vedlo ke zpomaleni transportu elektroni mezi obéma fotosystémy. Pokles
aktivity obou fotosystému popisuji Van Rensburg a Kruger (1993) u Nicotiana tabacum L. a

jako citlivejsi vici stresu oznacuji PSII.

6.4 Zavér

Z vysledki mych pokusii 1 z literatury vyplyva, ze rtizné druhy rostlin i rtzné
genotypy téhoz druhu mohou reagovat na stres a podminky péstovani zcela odliSn¢ a pouze
pro nékteré plati obecnéjsi trend, ktery by bylo mozné vyuzit pfi posuzovani odolnosti nebo
citlivosti vli¢i suchu pomoci méteni danych parametrti. I zdanlivé jasné souvislosti odolnosti
s nékterym parametrem (napt. morfologické parametry, mnozstvi fotosyntetickych pigmentt,
aktivita fotosystémil) nemuseji u nékterych rostlin platit, i kdyz si rostlina evidentné
Vv pribéhu sucha svou odolnost udrzuje. Nebo naopak rostlina v daném parametru mtize

vykazovat zvySené hodnoty, které by mély vést ke zvySeni jeji odolnosti, ale stale je k suchu
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citliva. Pokud se odolnost odriidy projevila v jednom parametru, neni samoziejmé, ze se také
projevi i ve vSech ostatnich. V piipadé parametrd, které jsem studovala v souvislosti se
suchem u rostlin Vicia faba L., bych kladla duraz z morfologickych parametri piedevsim
na RWC, a v ptipad¢ delsi stresové periody i na vySku a hmotnost suSiny nadzemni Casti
rostlin. Z antioxidac¢nich parametri bohuzel na zakladé¢ téchto mych pokusid neni mozné
vyvodit jasné a obecné platné souvislosti, které by vypovidaly o odolnosti nebo citlivosti
rostlin vii¢i suchu. Tyto charakteristiky nevykazovaly jasné¢ definovany trend, coz vSak neni
v rozporu s literarnimi daji u jinych rostlinnych druhd. Pokud by se vtomto tématu
pokracovalo, doporucovala bych prodlouzit stresovou periodu, pokud ji rostliny pfeziji, a
zjistit, jestli se to projevi na zvétSeni rozdili mezi studovanymi variantami. Také méteni
dalsich antioxida¢nich ptipadné i jinych parametrii by mohlo pfispét k zodpovézeni otdzek,
zda existuje u tohoto rostlinného druhu néjaké specificka odezva na stres suchem, kterd se

projevi pouze v urcitych parametrech.
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7 Souhrn

- Dvé odrudy Vicia faba L. s ptedpokladanou odlisnou citlivosti vici stresu suchem,
péstované v podminkach optimdlniho zasobovani vodou a bez zélivky, se lisily ve
vetsingé sledovanych charakteristik a rozdily byly patrné jak za kontrolnich, tak
stresovych podminek, nicméné¢ velice Casto nebyly prikazné. Vyssi hodnoty vykazovala
Castéji citliva odrada Piestansky, ktera byla celkové mohutnéjsi a v dobé nastupu stresu
byla vyvinutéjsi z divodu diivejsiho kliceni a rychlejsiho vyvoje a ristu.

- V ptipadé¢ CAT byl ptedpokladany nérast aktivity prukazny pouze 4. den stresu, ostatni
dny byl patrny pokles. Vyssi hodnoty vykazovala ¢astéji odolna odrida.

- Aktivita APX také v reakci na sucho spiSe klesala u obou odriid, ale po pocatecni vyssi
aktivité u rostlin citlivé odridy Piestansky, byla v pozd¢jsich fazich stresu patrna vyssi
aktivita u rostlin odolné odridy Merkur.

- U mnozstvi prolinu nebyl zaznamenan vyrazny rozdil mezi odridami, u obou dochézelo
K neprikaznym vykyvam hodnot béhem stresu, celkové byl patrny klesajici trend.

- Z fyziologickych parametrii vykazovaly rostliny odolné odridy Merkur ve stresu lepsi
prospivani v ptipadé RWC, ale v ptipad¢ fotosyntetickych parametrti byla reakce obou
odrid velmi podobnd a i ptfes pokles ucCinnosti fotosyntézy ke konci stresu, si obé
odridy zachovaly vysoké mnozstvi fotosyntetickych pigmentt.

- Zmény morfologickych parametrl se ve stresu vice negativng projevily u citlivé odridy,
zejména u vysky rostlin, hmotnosti nadzemni ¢asti a poctu viditelnych listi.

- Predpokladany narist aktivity/mnoZstvi antioxidant u odolné odrtidy jsem nepotvrdila,
dopad stresu na fotosyntetické parametry nebyl rovnéz vyznamny. Ve vétsiné piipadd si
rostliny dokézaly béhem stresu udrzet vysokou ucinnost fotosyntézy a ani obsah
pigmentd nebyl vyrazné negativné ovlivnén.

- Reakce odrid Vicia faba L. na stres suchem nebyla pfili§ vyrazna a u mnoha parametrt
nebyly zjiStény predpokladané zmény. Rostliny jsou bud’ vybaveny dostate¢né
ucinnymi obrannymi mechanizmy, nebo sledované obdobi sucha piedstavovalo pouze
mirny stres a zmény by mohl navodit az déletrvajici silnéjsi stres.

- Na zéklad¢ ziskanych vysledkli nelze zadny ze studovanych parametri doporucit jako
spolehlivy marker odolnosti vi¢i stresu suchem, nicméné nejlepsi reakce byla
zaznamenana z antioxidantli u CAT a z dalSich parametrit u RWC, vysky a hmotnosti

nadzemni ¢asti rostliny.
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