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2 Uvod

Od roku 2006 jsem se =zaclenila diky projektu Oteviend véda do vyzkumu
brassinosteroidd u kukutice Zea mays L. na Prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy.

Cilem mé prace bylo zjistit nakolik brassinosteroidy ovlivituji morfologické
charakteristiky rostlin kukufice a také jestli se méni fotosyntetickd aktivita zkoumanych
rostlin. Dale jsem zkoumala, jestli se dané charakteristiky méni i v zavislosti na rtiznych
genotypech kukufice. Vychézela jsem z piedpokladu, Ze F, kiizenci jsou odolné;jsi.

2.1 Prehled literatury

2.1.1 Fotosyntesa a fluorescence

Proces ziskdvani energie v rostlinném organismu. Uskuteciiuje se v organelach
nazyvanych chloroplasty. Jde o semiautonomni organely nachazejici se v nékterych
rostlinnych bunkéach.

Je to proces pii kterém se absorbuje slunecni zafeni a systémem excitace elektront ve
fotosystému I, fotosystému II a v Calvin-Bensové cyklu se energie fotonli pfeméni na
vyuzitelnou energii pro rostlinu.

Fotosyntesu mizeme délit na dvé svételné faze a temnostni. Béhem svételné faze
dochézi k zachyceni slunecni energie, fotond, a jeji pfeméné na energii chemickou, ktera se
akumuluje v ATP a NADPH+H". Svételn faze probiha na thylakoidni membrang.

Temnostni faze probihd ve stromatu chloroplastli a vyuziva produkti ze svételné faze
fotosyntézy. ATP a NADH+H" jsou zde pouZity pro fixaci vzdusného CO, a k zabudovani
uhliku do sacharid.

Ve svételné fazi fotosyntesy dochazi k nékolika déjim. Nejdfive svétlo ve formé
chlorofyl a, dal$i barviva maji spiSe ochrannou a pomocnou funkei.

Je jasné, Ze kdyz dochdzi k excitaci, je nutné, aby doslo také k deexcitaci elektronti.
K tomu dochazi nékolika moznymi zpiisoby. Energie se mlize vyuzit v kaskad€ navazujicich
reakci fotosyntesy. Neni to ovSem pravidlem. Zaroven v rostlindch probihaji dva dal$i sméry
deexcitace. Energie muze také piejit zpét do zékladniho energetického stavu a tim vznikne
teplo, nebo se energie vyzaii v podob¢ ¢erveného zateni — fluorescence.

V listech zdravych rostlin za ptihodnych podminek je rozdéleni téchto tii nasledujici:
80%yje pouzito pro fotochemii — vyuZiti v dalSich procesech fotosyntesy, cca. 15% je vyzaieno
v podobé tepla a cca 3-5% je vyzareno jako fluorescence. Pfi zmén¢ kvantového mnozstvi
nékteré z téchto &asti se vychylka projevi na ostatnich. U¢innost fotosyntesy se proto da lehce
zm¢étit na vytézku fluorescence. Je-li vytézek fluorescence nizky, je Uc¢innost fotosyntesy
vy$si a naopak. (ROHACEK et.al.)
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Obr.1: mechanismus fotosyntesy (ETH)

2.1.1.1 Urteni hodnot fluorescence a aktivity fotosyntesy

Po zatemnéni rostliny na 20 minut je chlorofyl v klidovém stadiu a drahy pro ptenosy
elektornii jsou cisté. Tento stav je oznaCovan jako F,. Nasledovné se pienosnym
fluorometrem ozafi plnym osvétlenim na dobu 1 sekundy a tim vzroste hodnota fluorescence
z nulové, minimalni hodnoty (Fy), na maximalni hodnotu (oznacovanou jako F,,). Maximalni
kvantova Gc¢innost fotosystému II. Ize urcit ze vztahu F,/F,, pfi¢emz F, = F, — Fy. Ve zdravych
listech se hodnota F,/F,, pohybuje okolo 0,8 nezavisle na druhu rostliny. Hodnoty nizsi
ukazuji, Ze funkce PSII jsou poSkozeny. Tato inhibice mlZe byt zplisobena stresovymi faktory
pusobicimi na rostlinu. (FRACHEBOUD 2006)

2.1.2 Fytohormony

Obecné¢ vzato jsou fytohormony latky, které ovliviiuji riist a vyvoj rostlin. Vyskytuji se
prirozené¢ ve vsSech rostlinach. Pouzivaji se jako rlstové stimulatory a ve vysokych
koncentracich mohou piisobit jako herbicidy.

Rozd€luji se na inhibitory a stimulatoy rastu. Mezi stimuldtory patii naptiklad
cytokininy nachazejici se v kofenech a auxiny, které se nachazi na vrcholcich rostlin. Déale
mezi né patii gibereliny, které se nachdzi v nejmladsich listech a kofenech. Mezi stimuldtory
patfi i brassinosteroidy.

Mezi inhibitory rustu patii kyselina abscisova, ktera zptisobuje opad listti a plodii. V dobé
vegetacniho klidu je odpovédna za potlacovani rozvoje pupentl.

2.1.3 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy jsou aktivni i v koncentracich 1000krat mensSich nez auxin. Byly
diive povazovany pouze za regulatory rustu, na konferenci v Japonsku byly roku 1998
zatfazeny mezi fytohormony.



Cinnost brassinosteroidii je velmi tizce spjata s piisobenim hormonu auxinu. Jejich
reakeni drahy v rostlinném organizmu se v ur¢itém momentu sbihaji. Oba hormony maji ale
jiné vysledné pisobeni na rostlinu.

Plisobeni brassinosteroidi ovliviiuje také zména poméru auxinu/cytokininu
v rostlinnych tkanich. (ONO et al, 2000).

2.1.3.1 Objev brassinosteroidil

Brassinosteroidy byly objeveny pomérné nedavno, ale jiz se podafilo prokézat jejich
vliv na odolnost rostlin vii¢i stresu. Jsou schopné stimulovat rust rostliny pfedev§im
v pocateCnich stadiich, napiiklad pii kliceni semen. Mohou také zvySovat vynos a maji
v rostlinném organizmu mnoho dalSich dosud nezjisténych funkci. Jde o pfirozené se
vyskytujici latky, fytohormony, proto se po exogenni aplikaci piimo na rostliny vylou¢i jejich
negativni dopad na pfirodu a ¢lovéka.

Stale existuje mnoho nevyjasnénych funkci brassinosteroidu v rostlinach.

Brassinosteroidy byly objeveny na zakladé€ zjisténi, ze pylové extrakty stimuluji rist
rostlin. Latka, kterd tento efekt vyvolavala, byla pojmenovana brassin. Pfi pozd¢jSich
vyzkumech se prokézalo, Ze v brassinu je u¢innych latek obsazeno jen velmi malé mnozstvi.
Aktivni slozka brassinu byla pojmenovana brassinolid a poprvé izolovana védci z Northern
Regional Research Center. Soucasné¢ s timto objevem byla zjisténa jeho krystalova struktura
(YOKOTA, 1999).

Brassinosteriody byly nalezeny ve vsech rostlinach, které byly podrobeny vyzkumu.
Jednodélozné 1 dvoudé€lozné rostliny obsahuji brassinosteroidy v nékterych svych organech.
Jsou ptitomny v extrémné nizkych koncentracich a jejich mnozstvi kolisa v zavislosti na stafi
tkdn¢ a druhu rostliny. Nejvyssi koncentrace vibec byla zaznamenana u pylu cypfiSe
(Cupresus arizonica). Jejich pfitomnost byla prokdzana i u n¢kterych nizSich rostlin naptiklad
u preslicky, jatrovky a zelené tasy.

Drahy pienosu signdlu u brassinolidd nevyuzivaji cytoplazmatické steroidové
receptory jako je to u zivoCichii a ¢lovéka. Jejich receptory jsou umistény v plazmatické
membrané a funguji na bunécném povrchu. Pievadi tak extracelularni signaly do bunky.

(LT a CHORY, 1997).

2.1.3.2 Syntéza brassinosteroidil

Poprvé byla objasnéna za pouziti kultury bun¢k barvinku (Vinca). Biosyntetickd draha
brassinolidii mize byt rozdélena na syntézu sterolli a specifickou drahu vedouci od
campesterolu k brassinolidu. Rostlinné steroly, jako naptiklad campesterol jsou dilezitou
soucasti bunéénych membran. Slouzi jako reguldtory tekutosti a propustnosti membrany.
Pfimo ovliviuyji aktivitu membranovych proteini véetné enzymu a slozek signalnich drah.



Mutace v genech, které koduji enzymy biosyntetické drahy sterolti mohou vyrazné ovlivnit
vyvoj rostliny. Maji pifimy vliv na mnozstvi brassinolidu vyprodukovaném rostlinou.

Zakladni steroly pro biosyntézu brassinosteroidii jsou syntetizovany in Vvivo
z cykloartenolu. Cykloartenol vznikd ze squalenu a je prvnim cyklickym prekurzorem, ze
kterého vznikd campesterol.

Pfeména membranového campesterolu na brassinolid se d&je sérii redukci,
hydroxylaci, epimerizaci a oxidaci. Nejdfive vznikd campestanol redukci dvojné vazby u
campasterolu. Dale se biosyntetickd drdha déli na ¢asnou a pozdni oxidacni vétev. Tim vznika
6-deoxocasthasteron a pfeména oxo varianty na casthasteron. Ob& drahy dale zahrnuji
postranni hydroxylaci.

Inhibitorti biosyntézy bylo doposud analyzovdno pouze malé mnoZstvi. Prvni zndmy
byl KM-01, ktery ma ale omezené pouziti, protoze v testech nebyl dostatecné aktivni. Dal§im
nalezenym inhibitorem byl brassinazol, ktery je vsoucasné dobé nejznaméjsi a
nejpouzivanéjsi. Jednim zcilovych mist inhibice je hydroxyla¢ni krok pfemény 6-
oxocampestanolu na cathasteron. Rostliny oSetfené timto inhibitorem maji zménénou
fotomorfogenezi a ve tmé vyviji pravé listy. Stupenn vyvoje listu je zavisly na koncentraci
brassinazolu. Brassinazol neméa zadny vedlejsi vliv kromé inhibice biosyntézy
brassinosteroidi. Je vysoce specificky.

2.1.3.3 JiZ provedené poRusy

Aplikace 24-epibrassinolidu v dob¢ kveteni rostlin mé vétSinou pozitivni vliv na
tvorbu rostlin, na vyvoj a rast kli¢icich rostlin v ndsledné generaci. Udava se také, Ze
podporuje vitalitu semen, ktera nejsou ve stadiu dormance.

Pokusy ukazaly, ze postfik ve skleniku mél ve vétsin€é pripadi pozitivni vysledky
podle poctu aplikaci 24-epibrassinolidu.

Podle vysledku z Vyzkumného ustavu picninafského v Troubsku existuji plodiny
reagujici pozitivné i plodiny reagujici stfidave, naptiklad pfi vystaveni pokusnych rostlin
nekterému z abiotickych stresorti. Analyza chemického slozeni u oSetienych standardnich
variant pokusné rostliny neukazala podstatné rozdily v obsahu mineralnich latek v rostling.
(BLAHA et. al.2004)



3 Material a metodika

3.1 Material

Pokusné rostliny (Zea mays L), se kterymi jsem ve své praci pracovala, byly ziskany
ve $lechtitelské stanici CEZEA v Cejé¢i u Hodonina. K dispozici jsem méla inbredni
rodicovské linie 2023 a CE704 a jejich kiiZzence v prvni generaci (F1) 2023xCE704 ( linie
2023 jako mateisky genotyp).

V experimentech byl pouZzivan ptirodni 24-epibrassinolid (E), ktery byl ziskan
pracovniky z Oddéleni steroidti Ustavu organické chemie a biochemie AV CR. Latka byla
uchovavana v chladu. Pro potfebné pokusy byly piipraveny vodné roztoky o koncentracich
10% M, 10", 10"M a 10" M. Jako druhy postiik jsem pouzivala synteticky analog
casthasteronu (TO).

24-epibrassinolide
(24-=piBL)

Obr.2: Strukturni vzorec 24-. yibrassinolidu (BARTAKOVA, 2006)

3.2 Pouzita technika

Fotografie z postiikii a méteni a dalsi fotografie pfistrojii byly pofizeny fotoaparatem
Canon Power Shot A75.

Jako méfici pfistroj k ur€eni aktivity fotosyntézy a hodnotam fluorescence byl pouZit
nedestruktivni prenosny fluorometr OS30P, ADC Bio Scientific, Hoddesdon, Velka Britanie.

Me¢éteni délky list se provadelo krejcovskym metrem.

3.3 Vysev a postriky rostlin

Pokusné rostliny byly vysety dne 27.4. 2007 a jejich vysadba na pole byla uskutecnéna
dne 24.5.2007. Rostliny byly umistény na dolni pole v aredlu genetické zahrady UK na
Albertove.

Posttiky rostlin pokusné plodiny byly provadény ve dvou stadiich vzristu. Jako postiik
byl pouzit E a TO uvedeny vyse. Konaly se v datech 8.6.2007 — stadium rtistu oznacované V3
a dne 21.6.2007 — stddium ristu oznaCované V5. Ke kazdé koncentraci bylo postiikdno 54
rostlin, které byly vybrany na riznych mistech stanoviSte aby vysledna primérna hodnota
byla odpovidajici.



3.4 Méreni morfologickych a fotosyntetickych parametrt

K métfeni hodnot fluorescence bylo zapotiebi specidlniho pfenosného vybaveni
uvedeného v kapitole pouzita technika. Nejdiive se na méteny list dal zatemnovacy klip, ktery
se na listu ponechal 15 minut. Pak se postupné ke kazdé rostliné piikladal meétici kolik
ptistroje, ktery zanalyzoval hodnoty fluorescence. Hodnoty jsme zaznamenavali do tabulek,
které jsme pozdéji pouzili pro tvorbu grafil.

Meéfieni délky listd jsme provadeli pomoci krejcovského metru. Prilozili jsme nulovou
hodnotu metru k listovému jazyc¢ku a zméfili jsme délku listu az k jeho Spici. VSe jsme

zaznamenali do tabulky.

Ziskané hodnoty jsme zprimérovali a vysledné hodnoty jsme zaznamenali do tabulky a
nasledné jsem vytvofila grafy.

3.5 Tvorba grafu

Grafy jsem vytvarela v programu Microsoft Excel. U grafi znazoriujicich rist listd jsem
urcila primér hodnot kontrolnich rostlin jako hodnotu 100% a od této hodnoty jsem
odpocitavala ostatni hodnoty rostlin s postiikem.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Morfologické charakteristiky — délka listu

U pozorovanych rostlin riznych genotypti (2023, CE 704, 2023xCE 704) byly
srovnavany délky listi s hodnotami naméfenymi u kontrolnich rostlin.

4.1.1 Genotyp 2023 postiik ve stadiu rastu V3

Hodnoty délek Sestého listu u genotypu 2023 pfi postiikani rostliny ve stadiu V3 (viz
Graf ¢.1) se pohybuji kolem hodnot kontroly. VéEtsi odchylku pozorujeme u koncentrace 10°
ukazovala brassinosteroidy jako faktory prodluzujici list, zkraceni Isiti bylo zpisobeno pouze
u dvou ptipadt. U postiiku derivatem castasteronu o koncentraci 10'°M a 10™*M.

postiik V3: Sesty list - genotyp 2023
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Graf & 1: Délka 6. listu rostlin genotypu 2023 osetfenych koncentracemi 10® — 107 M
postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiena v % kontroly.
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Vétsina hodnot délek desatého listu u rostlin genotypu 2023 posttikanych ve stadiu V3
se pohybuje okolo hodnot délek naméfenych u kontroly (viz Graf ¢.2). Vyrazngjsi reakce se
objevila u niz§i koncentrace postiiki. U posttiku TO 10™*M byl prodlouZeni desatého listu o
necelych 20% vzhledem ke kontrole. U postfiku E 10™"*M bylo zvétseni listu jesté patrngjsi —
0 30%. Nizsi koncentrace postfikli hodnoty oproti kontrole vyraznéji nevychylily.

postfik V3: desaty list - genotyp 2023
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Graf &2: Délka 10. listu rostlin genotypu 2023 oSetienych koncentracemi 10° — 107 M
postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiena v % kontroly.

Ctyfi hodnoty (viz Graf ¢.3) ukazuji brassinosteroidy jako faktory zpiisobujici vétsi
rast listu (TO 107*M, TO 10"*M, TO 10™M, E 10"*M) a dal3i &tyfi hodnoty je ukazuji jako
inhibitory (TO 10"°M, E 10®*M, E 10"°M, E 10"?M). Neda se tedy uréit jednoznaéné uréit
reakce Ctrnactého listu na postiik ve stadiu ristu V3. Zkraceni probehlo z velké vétSiny u
postiiku 24-epibrassinolidem nez u derivatu castasteronu. Pfimou souvislost absence listu
s postfikem E 10"'>M ostatni hodnoty v grafu nedokazal proto ji lze piipsat mechanickému
poskozeni, jelikoZ rostlina byla péstovana v pfirozeném prosttedi na poli.
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postiik V3: étrnacty list - genotyp 2023
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Graf & 3: Délka 14. listu rostlin genotypu 2023 oSetfenych koncentracemi 10® — 10"* M
postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiena v % kontroly.

Pti postiiku rostlin ve stadiu V3 lze u genotypu 2023 vypozorovat vyraznou reakci na
posttik E 10"*M. U délky 3estého listu pievysila hodnota délky listu kontrolu o vice jak 10%
u desatého a ctrnactého listu dokonce o vice nez 20 % v obou piipadech. U Etrnéactého listu se
navySeni hodnoty pohybovalo okolo 50%. Ostatni koncentrace postiikti 24-epibrassinolidem
vyvolaly spiSe zkraceni listu oproti kontrole.

Postiik derivatem castasteronu ve vétSiné ptipadi vyvolal vznik delSich listl, zejména

v nizsich koncentracich postfikli. Vzhledem k velkym odchylkdm v jednotlivych vysledcich
nelze presné stanovit reakci na tento postiik.
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4.1.2 Genotyp 2023 postiik ve stadiu rastu V5

VSechny rostliny genotypu 2023 pfi postiiku V5 reagovaly zkracenim vzriistu osmého
postiik E 10"*M vyvolal 2% zkraceni Isitu vzhledem k hodnotam kontroly i postiik E 10™M.
Reakce na postiik E 10®M tvoii v tomto grafu vyjimku. Celkové doslo u postiiku ve stadiu
V5 rostlin genotypu 2023 ke zkracovani listu oproti délkdm listu u kontroly vzhledem
k rostouci koncentraci pouzitych roztokl. V grafu je patrnd nepiima umeérnost mezi délkou
listu a koncentraci posttiku.

postrik V5: osmy list - genotyp 2023
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Graf &4: Délka 8. listu rostlin genotypu 2023 ofetfenych koncentracemi 10° — 10 M
postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.
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Nepifima umeérnost mezi ristem listu a koncentraci posttiku je o¢ividna i u jedenactého
listu rostliny genotypu 2023 pfi postiiku ve stadiu ristu V5 (viz Graf ¢.5). Vyjimku tvori
rostlina posttikana E 10°M. Zptisobila nejmensi zkraceni ristu jedenactého listu. U nejnizsi
koncentrace postiiku derivatem castasteronu bylabylo zkraceni jedendctého listu vyrazné

mensi neZ u stejné koncentrace postiiku 24-epibrassinolidem.

postrik V5 : jedenacty list - genotyp 2023
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Graf ¢ 5: Délka 11. listu rostlin genotypu 2023 oSetfenych koncentracemi 10° — 10"* M
postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.

Pokusna rostlina genotypu 2023, pii postiiku ve stadiu ristu V5 reagovala
nejvyrazngji pii koncentraci E 10®M a to pfiblizné 15% nartistem délky listu oproti kontrole
(viz Graf ¢.6). Pii koncentracich TO 107*M, TO 10'°M a E 10™*M doslo k uplnému zkraceni
listu, Ctrnacty list se zde viibec nevyvinul. Tuto odchylku lze pficist mnoha vnéjSim vlivim
pusobicim na stanoviste.
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postfik V5 : étrnacty list - genotyp 2023
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Graf ¢ 6: Délka 14. listu rostlin genotypu 2023 osetfenych koncentracemi 10° — 10"* M
postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.

U vsSech tii listd rostlin genotypu 2023 pii postiiku ve stddiu ristu V5 nejvice
reagovala na postiik E 10®M. Tento postiik reagoval u osmého a jedenactého listu mensi
zkracenim listu oproti kontrole nez ostatni koncentrace a u ¢trnactého listu reagoval 15%
prodlouZenim listu oproti kontrole.

U osmého a jedenactého listu lze vypozorovat stejnou nepiimou uméru. Se zvysujici
se koncentraci postiiku se délka listu snizuje.
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4.1.3 Genotyp CE 704 postiik ve stadiu rastu V3

U rodic¢ovského genotypu CE 704 je z grafu (viz Graf ¢.7)patrna vyrazna reakce na
postiik E 10™*M a to prodlouzenim listii o vice nez 20% oproti kontrole. Celkové graf ukazuje
na pfimou umérnost mezi zvySovanim koncentrace a prodluzovanim list u pozorovanych
rostlin. Tém&F viechny koncentrace obou brassinosteroiddi (krom& E 10*M a TO 107“M)
vyvolaly prodlouzeni Sestého listu oproti kontrole.

postiik V3: Sesty list - genotyp CE 704
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Graf & 7: Délka 6. listu rostlin genotypu CE 704 oSetfenych koncentracemi 10° — 107 M
postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiena v % kontroly.

Z grafu je patrna vyrazna reakce na koncentrace 24-epibrassinolidu 10®M a
10"'*M (viz Graf ¢.8). Vétsina koncentraci postiku E vedla ke zkraceni listd oproti kontrole &
se hodnoty pohybovaly pobliz hodnot kontrolni rostliny.

U postiiku TO se vyraznéjsi zkraceni projevilo u dvou nejvysSich koncentraci. U
koncentrace 10™*M se objevilo prodlouzeni listu o 2% proti kontrole.
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postiik V3: desaty list - genotyp CE 704
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Graf ¢ 8: Délka 10. listu rostlin genotypu CE 704 o3etfenych koncentracemi 10 — 10™* M
postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiena v % kontroly.

Kromé postfiku E 10®M byla reakce na postiik negativni — zkraceni listu oproti
kontrolnim rostlinam (viz Graf ¢.9). U postiiku 24-epibrassinolidem v koncentraci 10°*M se
projevilo zkracenim listd o 10% oproti hodnotdm kontrolnich rostlin. Nizké koncentrace
postiiku TO vyvolaly u ¢trnactého listu genotypu CE 704 zkraceni lista.
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postiik V3: étrnacty list - genotyp CE 704
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Graf & 9: Délka 14. listu rostlin genotypu CE 704 oSetienych koncentracemi 10® — 107 M
postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiend v % kontroly.

U vsech listh rostlin genotypu CE 704 oSetfenych postiiky ve stadiu ristu V3 byla
podobna reakce na dané koncentrace dvou pouzitych brassinosteroidi. U posttiku E 10™M se
u vSech listil projevilo vyrazné prodlouzeni listli oproti ostatnim hodnotam v grafech.

v

kontrolnim hodnotam v grafech.
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4.1.4 Genotyp CE 704 postiik ve stadiu rastu V5

U nejvyssi koncentrace 24-epibrassinolidu v uzitém postiiku u osmého listu rostlin
genotypu CE 704 nejvyraznéji projevilo zkraceni listi (20%) (viz Graf ¢.10). ProdlouZeni se
epibrassinolidem ve vétsing piipadi vyvolal prodlouZeni listd oproti hodnotam kontrolnich
rostlin a naopak postiik derivatem casthasteronu vyvolal ve vétSin€ ptipadl zkraceni listt.
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Graf & 10: Délka 8. listu rostlin genotypu CE 704 ofetfenych koncentracemi 10® — 10'* M
postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.

Veskeré koncentrace obou brassinosteroidit vyvolaly u jedenéctého listu rostliny
genotypu CE 704 pfi postfiku ve stddiu V5 zkraceni listi vzhledem k hodnotdm kontrolni
rostliny (viz Graf ¢.11). Nejvyssi zkraceni bylo zaznamenéno u postiikit TO 10'°M a E 10°
M. Nejnizsi zkraceni vzledem k hodnotam kontrolni rostliny se objevilo u posttiki E 10"*M

cwwvr
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postrik V5: jedenacty list - genotyp CE 704
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Graf & 11: Délka 11. listu rostlin genotypu CE 704 osetienych koncentracemi 10 — 10"* M
postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.

Nejvétsi zkraceni bylo u &trnactého listu zaznamenano u postiiku E 10°M  (viz Graf
¢.12). ProdlouZeni listd oproti kontrole se projevilo pouze u dvou postiikis TO 10"*M a TO

cvwr

L4

koncentraci.
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postfik V5: ¢trnacty list - genotyp CE 704
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Graf & 12: Délka 14. listu rostlin genotypu CE 704 osetienych koncentracemi 10° — 10"* M
postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.

U vsech listd rostliny genotypu CE 704 pfi postiiku ve stadiu ristu V5 se projevila
vyrazna reakce na postiik 24-epibrassinolidem o koncentraci 10*M. U vsech rostlin se tato
koncentrace projevila vyraznym zkracenim listi oproti kontrolnim rostlinam.

Vyrazna byla také reakce na postiik derivatem casthasteronu o koncentraci 10™*M, ¢&ili
o koncentraci nejmensi. Reakcei bylo u dvou listt prodlouzeni a u 11. listu nejmensi zkraceni
listu oproti ostatnim postiikim.
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4.1.5 Genotyp 2023xCE 704 postrik ve stadiu ristu V3

Z vysledki ziskanych pro rostliny genotypu 2023xCE 704 u 6. listu je patrna reakce

Hodnoty odpovidajici dalSim postfikiim nabyvaji hodnot niz§ich nez hodnota kontroly, tudiz
rostlina na tyto koncentrace ragovala zkracenim listu. Nejvyraznéjs$i zkraceni listi lze
pozorovat u postiiku TO 10™M coZ je nejvyssi pouzita koncentrace.
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Graf & 13: Délka 6. listu rostlin genotypu 2023xCE 704 o3etfenych koncentracemi 10 — 107
" M postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadiend v % kontroly.

Desaty list rostlin genotypu 2023xCE 704 pfi postiiku ve stadiu ristu V3 reagovala na
posttik TO 10®M zkracenim lista (viz Graf ¢ 14). Mira zkraceni u tohoto postiiku byla oproti
reakcim na ostatni pouzité postiiky nejvyraznéjs$i. Vyraznéjsi zkraceni listi nastalo také pfi
posttiku TO 10"*M a E 10"°M. Jde o nejmensi koncentraci u derivatu castasteronu a o
druhou nejmensi koncentraci u druhého pouzitého postiiku.

K prodlouzeni doslo u desatého listu pouze u dvou koncentraci a to u koncentrace E

10'°M a E 107M.
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postiik V3: desaty list - genotyp 2023xCE 704
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Graf & 14: Délka 10. listu rostlin genotypu 2023xCE 704 ofetienych koncentracemi 10™ —
10" M postiiky E a TO ve stadiu V3 vyjadfend v % kontroly.

Postiik TO 10®M svou reakci na Gtrnactém listu pii postiikani rostlin genotypu
2023xCE 704 jasné vystupuje z ostatnich namétenych hodnot a ukazuje nejvétsi prodlouzeni
listu (viz Graf ¢.15). Dalsi prodlouzeni listl, které se u Ctrnactého listu vyskytlo nalezi
rostlinam postitkanym E 10"*M. Jedna se ale o vyrazné mensi prodlouzeni listu nez u
koncentrace TO 10™M. Nejvyrazn&jsi zkraceni listii oproti hodnotam kontroly se projevilo u
postiiku TO 107*M.,
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postfik V3: €trnacty list - genotyp 2023xCE 704
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Graf & 15: Délka 14. listu rostlin genotypu 2023xCE 704 osetienych koncentracemi 10 —
10" M posttiky E a TO ve stadiu V3 vyjadtena v % kontroly.

Postiik TO 10*M piisobi na vy3si listova patra prodlouzenim listii ale u nizsich pater
vyvolava vyrazné zkraceni listd. Nejvvyraznéjsi zkraceni pfi této koncentraci lze vypozorovat

u Sestého Isitu.
Prodlouzeni listd oproti hodnotdm kontroly je u stejného postiiku dobie patrné u

¢trnéctého listu, ktery urcéuje délku Etrnactého listu.
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4.1.6 Genotyp 2023xCE 704 postrik ve stadiu ristu V5

Hodnoty grafu tvofi téméf pravidelnou kiivku (viz Graf ¢.16). Cim vys§i je
koncentrace brassinosteroidl v postiiku tim je také vyraznéjsi zmenSeni osmého listu u rostlin
genotypu 2023xCE 704. Jedind hodnota vystupujici z této kiivky je u rostliny s potiikrm E 10
*M. U nejvysich koncentraci obou brassinosteroidii se objevila drobna vychylka a doslo
k malému zvétSeni listu.
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Graf & 16: Délka 8. listu rostlin genotypu 2023xCE 704 o3etfenych koncentracemi 10 — 107
" M postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiend v % kontroly.

Vsechny postiiky o vSech pouzitych koncentracich se u jedenactého listu (viz Graf
¢.17) projevily zkracenim listli. Nejvyrazngjsi zkraceni listu oproti kontrole (11%) bylo pii
postiiku E 10"*M. MiniméayIni zkraceni listi bylo zaznamenan u postiiku TO o nejmensi

Na posttik E 10®*M reagovala rostlina relativné malym zkracenim listu oproti jinym
hodnotam grafu.
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postrik V5: jedenacty list - genotyp 2023xCE 704
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Graf & 17: Délka 11. listu rostlin genotypu 2023xCE 704 osetienych koncentracemi 10 —
10" M postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadtena v % kontroly.

Prevéazna vétSina postiikd vyvolala u Etrnactého listu zkraceni listu oproti hodnotdm
kontroly (viz Graf ¢.18). Druhé nejvyrazn&jsi zkraceni listdl vyvolal postiik E 10®M a hned za
nim nasleduje ve stupnici nejvyssi pouzitad koncentrace TO.

Pouze pifi posttiku TO 10"'°M byla reakce na brassinosteroid opacnd, doslo
k projdlouZeni listl, av§ak pouze o 4% oproti kontrole.
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postrik V5: étrnacty list - genotyp 2023xCE 704
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Graf & 18: Délka 14. listu rostlin genotypu 2023xCE 704 osetfenych koncentracemi 10 —
10" M postiiky E a TO ve stadiu V5 vyjadiena v % kontroly.

U vSech métenych listd rostlin genotypu 2023xCE 704 pfi postiiku ve stadiu ristu V5
prevladalo zkraceni. P¥i postiiku TO 10™*M byla reakce podobna u jedenactého a &trnactého
listu, a to minimalni zkraceni oproti kontrole. U osmého listu dokonce hodnota nepatrné
vyssi nez hodnota kontrolni rostliny, tudiz se jedna o nepatrné prodlouZenti listu.
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4.1.7 Celkové srovnani v ramci vSech genotypl

U posttiku rostlin rodicovského genotypu 2023 ve stadiu V3 je jasna prevaha hodnot
prevysujicich kontrolu, proto 1ze usuzovat prodlouzeni listl u vétSiny postiiki.

U postiiku ve stadiu ristu V5 prevazuje zkraceni listd. U dvou niz$ich listli se dokonce
nevyskytuje jediny ptipad prodlouZzeni Isitu oproti kontrole.

Rostliny genotypu 2023 ragovaly pifi obou postticich (V3 i V5) podobné. Pri
koncentraci E 10™M doslo k prodlouzeni list. U rostlin postiikanych ve stadiu riistu V5 se
jedna o opravdu vyrazny rozdil vzristu oproti ostatnim hodnotam. Pti postiiku ve stadiu rastu
V3 se reakce na tuto koncentraci projevila spise zkracenim listu.

Rostliny druhého rodi¢ovského genotypu CE 704 vSechny reagovaly svym riistem na
posttik E 10®M. U postiiku rostlin ve stadiu V3 §lo o vyrazné prodlouzeni listd a u rostlin
postiikanych ve fazi ristu oznacené V5 se jednalo o viditelné zkraceni listl. Na tento postiik
reagovaly rostliny postiikané ve fazi ristu V3 zcela opacné nez rostliny posttikané ve fazi
rastu V5.

Reakce na nejnizsi koncentrace se vyskytovaly témét u vSech listi. U postiiku V5 se
jednalo pfevazné o postiik derivatem castasteronu a u postiiku ve stadiu V3 o postiik
24-epibrassinolidem.

U obou postiikit (V3 a V5) se u jedenactého a desatého listu rostlin genotypu
2023xCE 704 vyskytla velké reakce na postiik E 10'°M. U postiiku ve stadiu V3 §lo o
nejvyraznéjsi zkraceni oproti kontrole a u postiiku ve stadiu V5 Slo o nejvétsi prodlouzeni
listd.

U ¢trnactého listu u obou fazi postiikii reagovaly nejvice dvé nejvyssi koncentrace
postiiku derivatem castasteronu. U obou piipadl se jednalo o prodlouzeni listl, kterd se
shodné nachdzela v okoli 5% ndarGstu oproti kontrole. U téchto dvou listil je patrna stejna
reakce na posttik TO 10"*M a to zkraceni listi oproti kontrole.

U Sestého listu pfi posttiku rostlin ve stadiu rastu V3 a u osmého listu pii postiiku ve
stadiu ristu V5 lze vypozorovat shodnou reakci. Tzn. nejnizsi koncentrace postiikli vyvolaly
nejvyrazné€jsi zkraceni listii oproti kontrole.

Rodi¢ovské linie vyrazné reagovaly na postiik E 10*M. U genotypu 2023 bylo
prodlouzeni listd vyrazné pii postiiku ve stadiu ristu V5 (u posttiku ve stadiu rastu V3 bylo
reakci zkraceni listll) a u genotypu CE 704 bylo prodlouZeni listli oproti kontrole naméfeno
pii postiiku ve stadiu ristu V3 (u posttiku ve stadiu ristu V5 bylo reakci zkraceni listl).
Rodicovské genotypy reagovaly antagonisticky. Z toho lze usoudit, Ze rostliny rtznych
genotypl reaguji na posttiky v riznych stadiich rustu jinak, v tomto piipadé dokonce uplné
opacné.

V generaci F; se vyrazng¢jsi inklinace k jedné z rodicovskych linii projevila u méfeni
jedenactého listu pii postiiku rostlin ve stadiu riistu V5 a desatého listu pii postiiku ve stadiu
ristu V3 kdy byla reakce na druhou nejvys$si koncentraci postiiku 24-epibrassinolidem
obdobnd jako u genotypu 2023.

Pii postfiku ve stadiu ristu V5 se objevuje podobnost u reakci osmych listh F,
kZziZence a rodice 2023.
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U vétSiny méfeni se prodlouzeni listu (¢i v n€kterych ptipadech minimalni zkraceni)
projevilo u nejniz§ich uzitych koncentraci postiikii. Tento fakt lze pfipsat tomu, ze
v rostlinach se pfirozené vyskytuje opravdu minimalni koncentrace brassinosteroidt, proto pti
vyssich koncentracich dochazelo k inhibicim.

4.1.8 Reakce na postiik brassinosteroidy aplikovany na rostliny ve
stadiu rastu V3

U méfeni desatého listu se napadné podoba hodnotdm naméfenym u rodi¢ovského
genotypu CE 704 a F, kiizence. U listu ¢trnactého 1ze vypozorovat vétsi podobnost s druhou
rodi¢ovskou linii - 2023.

U Sestého listu pii postiiku 24-epibrassinolidem se projevila obdobna reakce u
rodi¢ovskeé linie 2023 a u kiiZence F; generace.

Oproti postiiku V5 se jednalo u postiiku V3 ve vice ptipadech o prodlouzeni listt.
Z toho by se dalo usuzovat, ze postfik v rannéjSim stadiu ristu rostliny je pro ni vyhodnéjsi
z hlediska jejich vyslednych morfologickych charakteristik.

4.1.9 Reakce na postiik brassinosteroidy aplikovany na rostliny ve
stadiu rastu V5

V drtivé vétsing byla reakce na postiik ve stadiu V5 zkraceni listi. O prodlouzeni listt
oproti kontrolni rostling §lo pouze v n¢kolika ptipadech.

U osmého a jedenactého listu lze vypozorovat podobné hodnoty - ¢im nizsi
koncentrace brasssinosteroidi tim vétsi prodlouzeni listi oproti kontrole. To lze pfipsat faktu,
7ze za normalnich podminek se vrostliné vyskytuji brassinosteroidy ve velmi nizké
v zavislosti na jejich funkci v rostlingé. Nejvétsi prodlouzeni listi oproti kontrole jsem
zaznamenala u nejniz8i pouzité koncentrace postiiku 24-epibrassinolidem.
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4.2 Fluorescenéni charakteristiky

4.2.1 Genotyp 2023

postiik V3 - genotyp 2023
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Graf ¢ 19: Hodnoty fluorescence naméiené u rostlin genotypu 2023 pii postiku ve stadiu
rastu V3.

V grafu (viz. Graf ¢. 19) se nevyskytuji zadné vétsi odchylky od standardni hodnoty

0,8, ktera odpovida béznym hodnotdm namétenym u zdravych neposkozenych rostlin. Pouze
u postiiku E 10 M se vyskytlo minimalni zvyseni vytézku fotosyntézy.
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postrik V5 - genotyp 2023
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Graf ¢ 20: Hodnoty fluorescence namétené u rostlin genotypu 2023 pii postiiku ve stadiu
ristu V5.

Pti postiiku rostlin genotypu 2023 ve stadiu ristu V5 nedoslo k vyraznéjSimu zvyseni

v

postiikl doslo k minimalnimu zvySeni standardni hodnoty. Nejedna se o vyraznou odchylku,
jde o hodnotu béznou pro neposkozené rostliny.
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4.2.2 Genotyp CE 704

postfik V3 - genotyp CE 704
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Graf ¢. 21: Hodnoty fluorescence naméiené u rostlin genotypu CE 704 pfi postiiku ve stadiu
rustu V3.

Rostlina genotypu CE 704, jedna z rodi¢ovskych linii, reagovala na postiik ve stadiu
rustu V3 snizenim vytézku fotosyntesy (viz. Graf ¢. 21). Nejvyssi snizeni bylo zaznamendno
pfi postiiku nejvyssi pouzitou koncentraci derivatu castasteronu. Ostatni hodnoty naméfené u
rodi¢ovského genotypu CE 704 se pohybuji v okoli béznych hodnot pro neposkozené rostliny.

33



postrik V5 - genotyp CE 704

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200

hodnota fluorescence Fv/IFm

0,100

0,000

s
U\\v . N Q@ \Q,@ & Q@ Q@ @\@
N N N NS N N N N
<« 2 2 2

koncentrace brassinosteroidt

Graf ¢. 22: Hodnoty fluorescence naméiené u rostlin genotypu CE 704 pfi postiiku ve stadiu
ristu V5.

Pti postiiku ve stadiu V5 se nejbliZe normalnim hodnotdm dostala rostlina genotypu
CE 704 (viz. Graf ¢ 22) pii postiiku TO 10"*M. Ostatni hodnoty ukazuji pouze minimalni
snizeni aktivity fotosyntetickych aparatl. NejvétSi sniZzeni naméfenych hodnot F,/F,, se
objevilo pi postiiku E 10™2M.
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4.2.3 Genotyp 2023xCE 704

postiik V3 - genotyp 2023xCE 704
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Graf ¢ 23: Hodnoty fluorescence naméiené u rostlin genotypu 2023xCE 704 pfti postiiku ve
stadiu ristu V3.

Linie F; kfizence (genotyp 2023xCE 704) na postfik riznymi koncentracemi

brassinosteroida ve stadiu V3 nijak vyrazné nereagovala (viz. Graf ¢. 23). VSechny namétené
hodnoty se pohybuji okolo normalni hodnoty pro zdravé a neposkozené rostliny.
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postrik V5 - genotyp 2023xCE 704
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Graf ¢ 24: Hodnoty fluorescence naméiené u rostlin genotypu 2023xCE 704 pfi postiiku ve

stadiu rustu V5.

U rostlin kiiZzence (viz. Graf ¢. 21). k jedinému odchyleni hodnoty od norméalniho
stavu u neposkozenych zdravych rostlin doSlo u nejnizsi koncentrace postiiku derivatem
castasteronu. Jedna se stdle o minimalni odchyleni od béZné hodnoty 0.8, nelze proto piesné

urcit zadnou souvislost s pouzitymi postiiky.

36




4.2.4 Celkové srovnani vsSech namérenych hodnot fluorescenéni
charakteristiky

U hodnot naméfenym u rostlin genotypu 2023 se objevila pouze minimalni odchylka
od normélnich hodnot pii postfiku 24-epibrassinolidem o koncentraci 10"*M. Jednalo se u
postfikil v obou stadiich ristu o mirné zvyseni €innosti fotosyntesy.

Rodicovska linie, rostliny genotypu CE 704, reagovala vyraznéji v obou stadiich
postiikti — V3 i V5. Jednalo se o v naprosté vétsiné pripadl snizeni ucinnosti fotosystémd.

Rostliny kiizence 2023xCE 704 reagovaly na postfik minimalnim zvySenim ucinnosti
fotosyntetickych aparatii oproti normalnim hodnotam. Pti postiiku ve stadiu V5 byla reakce o
trochu vyraznéjsi.

Genotyp CE 704 reagoval na oba postiiky snizenim aktivity. Naopak genotyp 2023xCE
704 reagoval zvySenim (u postiiku V5 vyraznéjsi). Kiizenec dokdzal z postiiku fytohormony
vytézit vice nez rodicovské linie.

U vsech vychylek se jedna o minimalni rozdily hodnot, mohlo se tedy jednat o odchylky
v méfenich zplsobené vnéjSimi vlivy.

Na postiik rostlin ve stadiu ristu V3 byla reakce rostlin nevyrazna. U genotypu 2023 se
hodnoty pfili§ nevychylovaly z hodnot normy a kontrolni rostliny (pouze ve dvou piipadech
postfiku) a u genotypu 2023xCE 704 se jednalo pouze o minimalni zvySeni aktivity. U
genotypu CE 704 §lo o nevyrazné snizeni aktivity PSII. Lze tedy ur€it, Ze postiik rostlin ve
stddiu V3 nemél na vytézek fotosyntézy vyrazny vliv a hodnoty jsou v normé zdravych
neposkozenych rostlin.

Na postiik ve stadiu V5 nejvice ragovaly genotypy 2023 a 2023xCE 704 a to mirnym
zvySenim aktivity fotosyntetického aparatu. Nejvétsi zvySeni (i kdyz stile minimalni) se
v téchto dvou ptipadech projevilo u postiiku TO 10"*M. Tuto tendenci lze pfipsat opét
brassinosteroidd, které se v rostliné pfirozené¢ vyskytuje. Tudiz rostlina neni nucena pfiili$
vysokou koncentraci snizit aktivitu v disledku obrany proti vnéjSimu postiiku.
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5 Zaver

Pti méfeni morfologickych charakteristik pokusnych rostlin se mi podafilo zjistit, ze
postiik. Ve vétsing€ piipadi Slo o prodlouZeni listd. Rodi¢ovské linie reagovaly na postiik ve
stadiu ristu V3 vice nez kiizenec.

Nejvetsi prodlouZeni, Cili nejkladngjsi reakei na postiik jsem zaznamenala u postiiku 24 —
2023. Ackoliv je kiizenec F; odolngjsi vici vnéj$im vliviim, rodicovska linie 2023 prokéazala
veétsi prodlouzeni list. Hodnoty kiizence nebyly pfili§ odlisné od kontrolnich rostlin. Podle
mého je pii tomto postiiku zemedélsky nejvyhodnéjsi genotyp 2023.

Rizné odchylky v méteni (napiiklad uplnd absence listu) lze pfipsat moznému
mechanickému poskozeni na venkovnim stanovisti, proto jsem tyto udaje v celkovych
hodnocenich grafii pominula.

U meéfeni fotosyntetickych charakteristik rostlin se nevyskytly smérodatné odchylky od
normalniho stavu v rostlinach. Pouze u rodicovského genotypu 2023 a u kiizenecké linie se
objevilo mirné zvySeni aktivity fotosyntesy pii nejnizS$ich postiicich. To potvrzuje mou
domnénku, Ze rostliny se 1épe vyrovnavaji s nizkymi koncentracemi brassinosteroidt, protoze
je to bliz§i mnozstvi téchto fytohormont, které jsou v rostliné obsazeny.

5.1 Anotace

Ve své praci jsem chtéla zodpoveédét otazky uc€inku postfiku brassinosteroidy na
rostlinu. Brassinosteroidy se v rostlinach vyskytuji v minimalnim mnozstvi. Pro pokusy byly
pouzity roztoky dvou brassinosteroidii 24-epibrassinolidu a derivatu castasteronu. Pro ucely
moji prace byly pouzity 4 koncentrace téchto dvou brassinosteroidii. Pouzivala jsem 3
genotypy. Rodiovské linie 2023 a CE 704 a jejich kiizence 2023xCE 704. Zkoumala jsem
také vliv postiikii vzhledem ke genotypu, jaky ma vliv na vyslednou rostlinu.

Rostliny byly postiikdny ve dvou stadiich rdstu. Zkoumala jsem morfologické
charakteristiky 1 charakteristiky fotosyntetické. Z morfologickych charakteristik jsem si
vybrala délku listu a jako charakteristiku fotosyntézy jsem pouzila hodnoty fluorescence.
Hodnoty jsem v grafech porovnévala.

Prace potvrdila mou domnénku, rostliny dovedou profitovat predev§im z nejnizSich
koncentraci posttiki, protoze pfirozené mnozstvi brassiosteroidi v rostlinach je minimalni.
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