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Abstrakt

Péstovani fady kulturnich plodin je v soucasnosti komplikovano zhorSujici se dostupnosti
vody, a to jak vykyvy v tthrnu srazek, tak jejich nepfiznivym rozlozenim béhem vegetacniho
obdobi. Z tohoto pohledu patii mezi velmi nad&jné plodiny budoucnosti &irok. Sifeni
péstovani této rostliny schopné tolerovat i zna¢ny nedostatek vody ovSem brani jeji vysoka
citlivost k nizkym teplotam. Paradoxné je ovSem podstata nepiiznivé reakce rostlin ¢iroku
na pusobeni tohoto stresu malo prozkoumana. Cilem diplomové prace bylo popsat reakci
mladych rostlin ¢iroku na pisobeni chladu, niz§i dostupnosti vody a jejich kombinace a
oveétit moznost otuzeni rostlin piisobenim nizsi stresové zatéze, a to zejména na urovni
sacharidového metabolismu. DalSimi sledovanymi charakteristikami byly osmoticky
potencial pletiva listu, zména obsahu prolinu a zakladni morfometrické charakteristiky.
V ¢asti experimentl byly rostliny péstovany v substratu v klimatizovanych boxech, v druhé
¢asti experimentll byla zvolena kontrolovana kultivace v podminkach in vitro. Experimenty
byly provedeny na dvou genotypech ¢iroku (,,Ruzrok® a ,,01Z1800012%). Rostliny téchto
genotypll se v mife odolnosti ani ve sledovanych metabolickych reakcich na stres vyrazné
nelisily. U rostlin obou genotypii bylo zjiSténo statisticky vyznamné zvySeni obsahu
rozpustnych sacharida a tendence ke zvySeni obsahu prolinu po vystaveni chladu nebo nizsi
dostupnosti vody. Piili§ nizka teplota vSak k akumulaci rozpustnych sacharidii nevedla.
Obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku se po ukonceni pisobeni nizké teploty snizoval
pomaleji nez obsah rozpustnych sacharidi. ZvySenim obsahu rozpustnych sacharidii
reagovaly rostliny ¢iroku i pii vystaveni kombinaci chladu a niz§i dostupnosti vody. Obsah
rozpustnych sacharida v listech rostlin vystavenych kombinovanému stresu byl statisticky
vyznamné vys$i i ve srovnani s rostlinami vystavenymi ptisobeni jednotlivych stresovych

faktord samostatné.

Klicova slova: ¢irok, chlad, kombinovany stres, osmoticky stres, prolin, sacharidovy

metabolismus, sucho



Abstract

Current agriculture is facing a serious challenge of decreasing precipitation and irregular
occurrence of drought periods including their unfavorable distribution during the vegetation
season. This leads to growing interest in planting highly drought-resistant crops like
sorghum. In comparison with other crops, sorghum excels in low water demand, though
exhibits high susceptibility to low temperatures, which hampers its spread to new regions.
Surprisingly, there is not enough information about the nature of sorghum’s reaction to cold
exposure. The aim of this diploma thesis was to describe reactions of young sorghum plants
exposed to cold stress, low water availability and their combination and to verify the
possibility of plant hardening through previous low-stress load. The special focus was paid
to changes in carbohydrate metabolism, which plays generally very important role in plant
defense reactions. The other analyzed physiological traits were leaf tissue osmotic potential,
proline content and basic morphometric characteristics. Experimental design consisted of
pot experiments conducted in growth chambers and the experiments performed under
controlled conditions in vitro, using two sorghum genotypes ,,Ruzrok* and ,,01Z1800012°.
Both genotypes exhibited similar response to stress treatment. Sorghum plants significantly
increased their leaf and stem sugar contents in response to cold or osmotic stress. They also
tend to increase leaf proline content in response to these stresses. However, sugar content
increased only when a mild low temperature was applied. During subsequent recovery
period, the decrease of stress-induced leaf proline content was slower than the decrease in
sugar content. Interestingly, the exposure of sorghum plants to combination of osmotic stress
and low temperature led to significant increase in sugar content when compared not only to

the control plants but also to the plants exposed to cold or osmotic stress individually.

Key words: carbohydrate metabolism, cold, combined stress, drought, osmotic stress,

proline, Sorghum
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1. Uvod

S neustale rostouci lidskou populaci se zvySuji i naroky na efektivitu zemédelské
produkce. Vynos zemédé€lskych plodin je velmi vyznamné ovlivnén plsobenim
nejruznéjSich stresorti. Idedlni jsou proto takové plodiny, které maji vysoky vynos, a
zaroven dokazi dobfe snaset ptisobeni stresovych faktora. Takeé je kviili nedostatku vhodné
zemédelské pudy nebo zhorSujicim se podminkdm nutné vyuzivat genotypy schopné rist i
v suboptimalnim prosttedi. Pro UspéSné Slechténi takovychto rostlin je potieba znat
detailn¢ nasledky plisobeni stresu a fyziologické pozadi reakci vedoucich k vyss§i odolnosti.
Takeé je nutné akceptovat skutecnost, Ze v piirozenych podminkach na rostliny ¢asto piisobi
nékolik stresovych faktori zaroven. Kombinovany stres muize zpuisobit kvalitativné i

kvantitativné odliSny typ poSkozeni nez jednotlivé stresy aplikované samostatné.

Ptekvapivé se ale tomuto fenoménu dosud vénovalo jen malé mnoZstvi studii.

Cirok [Sorghum bicolor (L.) Moench] je vyznamna zemédélska plodina z ¢eledi
lipnicovitych (Poaceae). Diky zna¢né odolnosti ¢iroku zejména k piisobeni sucha roste
zajem jak o jeho péstovani, tak o vyzkum mechanismii jeho odolnosti. V chladnéjSich
oblastech ovSem brani tspéSnému péstovani ¢iroku citlivost k niz§im teplotam. Piesto je
znamo pomerné malo informaci o reakci ¢iroku na ptisobeni chladu. Vyhodou pro vyzkum
mechanismi tolerance Ciroku k riiznym stresovym faktorim je existence velkého mnoZzstvi
genotypli, coZ umoziuje vytipovat genotypy kontrastni vzhledem ke konkrétnimu stresoru.
Diplomova prace je zaméiena na reakce Ciroku na ptisobeni chladu, niz§i dostupnost vody
a jejich kombinaci. Dale se zabyva vlivem otuzovani rostlin plisobenim nizké teploty na

jejich néslednou odolnost k tomuto stresovému faktoru.



Cil prace

Cilem diplomové prace je na zdklad¢ detailni analyzy vybranych fyziologickych
charakteristik popsat slozky fyziologické odpovédi ¢iroku na ptisobeni nizké teploty, nizsi
dostupnosti vody a kombinace téchto stresorti; a dale charakterizovat zmény vyvolané u
mladych rostlin otuzovacim ptisobenim nizké teploty, s cilem odhadnout jejich potencial

zvysit toleranci k naslednému ptisobeni tohoto stresového faktoru.

Diléi cile:

v Porovnani nasledujicich vybranych fyziologickych charakteristik a jejich zmén
pi1 odpovédi na ptisobeni chladu nebo nizsi dostupnost vody u dvou genotypt
ciroku:

1. Zékladni ristové a vyvojové parametry rostlin
2. Osmoticky potencidl pletiv
3. Sacharidova bilance

4. Obsah prolinu

v' Zhodnoceni vlivu otuzovdni pisobenim nizké teploty na vySe popsané
fyziologické charakteristiky rostlin ¢iroku s ohledem na zvySeni odolnosti

k naslednému stresu chladem

v Charakterizace zmén ve vybranych fyziologickych parametrech ¢iroku
specifickych pro stresovou odpoveéd’ vyvolanou kombinovanym stresem nizké

teploty a niz$i dostupnosti vody

Hypotézy

I.  Rostliny ¢iroku reaguji na sniZenou dostupnost vody nebo plisobeni nizké
teploty akumulaci kompatibilnich solutii (rozpustnych sacharidli a prolinu).
II.  Zmény sacharidového metabolismu hrajiroli v reakcei rostlin ¢iroku na ptsobeni
kombinovaného stresu.
III.  Reakce rostlin na pisobeni kombinovaného stresu se 1isi od reakci na jednotlivé

stresové faktory aplikované samostatné



2. Literarni uvod

2. 1. Modelova rostlina

Cirok obecny [Sorghum bicolor (L.) Moench] je jednoleta (vzacné vytrvala) bylina
z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae), kterd pochazi z Afriky. Prvni zminky o jeho kultivaci
pochazi jiz ze starovékého Egypta, coz ho tadi mezi nejstar$i kulturni plodiny
(BOTANY.CZ, 2017). Od té doby se rozsitil i na dalsi kontinenty a je péstovan v rozmezi
piiblizné mezi 50 ° severni a 30 °© jizni Sitky (Singh et al., 1997). V roce 2014 byl péatou
nejpéstovangjsi obilninou na svété (a sedmou nejpestovangjsi kulturni rostlinou), ptricemz
mezi zemé s nejvetsi produkei Ciroku patii USA, Mexiko, Nigérie a Indie (FAO, 2017).
Existuje nékolik variet ¢iroku s riznym vyuzitim pro ¢lovéka. Cast rostlin je péstovana
jako potravina. Zrno ¢iroku neobsahuje lepek, navic jsou urcité genotypy diky schopnosti
akumulovat vysoké mnoZstvi Zeleza nebo zinku velmi vhodnou obilninou v oblastech, kde
obyvatel¢ trpi nedostatkem téchto mineralti (Paiva ef al., 2016). Dale slouzi ¢irok jako
krmivo pro hospodaiska zvitata, zdroj vlakna a k vyrob¢ energie. Vyhodou ¢iroku je jeho
relativné vysokd odolnost k piisobeni nékterych stresovych faktort, jako je zasoleni,

zvysena teplota, a zejména sucho.

Cirok je diploidni rostlina (n = 20) s pomérné malym genomem (piiblizné 730 Mb),
ktery jiz byl osekvenovan (Paterson et al., 2009). To z n¢j ¢ini vhodnou modelovou rostlinu
pro studium dalSich plodin disponujicich C4 fixaci uhliku véetné vyzkumu mechanismii
odolnosti k suchu. Mezi kulturni rostliny nejblize piibuzné Ciroku patii cukrova titina a
kukufice, dale pak ryze (Paterson et al., 2004). Dalsimi vyhodami ¢iroku pro vyuziti ve
vyzkumu je zvladnutd genetickd modifikace (Kosambo-Ayoo ef al., 2011; Maheswari et

al.,2010; Visarada et al., 2013).

2. 2. Reakce ¢iroku na vybrané abiotické stresové faktory

Rostliny jsou vystavovany pisobeni mnoha rozli¢nych stresovych faktori. I rlizné
stresové faktory ovSem mohou rostliny ovlivitovat podobnymy mechanismy. Pfikladem
mize byt ptitomnost osmotického stresu, jehoz vliv je pfitomen i u komplexnéjSich stresii
jako napf. sucha, zasoleni, nizké teploty apod. Vzhledem k tomuto faktu neni piekvapivé,
ze 1 reakce rostlin na ptsobeni riznych stresovych faktorti miize byt podobnd, naptiklad

osmotické prizptisobeni akumulaci kompatibilnich solutli nebo syntéza latek ticastnicich se



ochrany bunéénych struktur. Dal§im rysem spoleCnym pro rizné stresové faktory je
vyvolani tvorby vyssiho mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS). Tyto latky maji
vyznamnou roli v riiznych metabolickych procesech a je jim pfipisovana i role v rostlinné
signalizaci. Kvuli jejich vysoké reaktivit¢ musi byt ovSem jejich hladina velmi pfisné
regulovana (napf. del Rio, 2015). Nasledujici text popisuje reakce Ciroku na vybrané
abiotické stresové faktory. Dalsi rostlinné druhy jsou zminovany v pfipadé nedostatku

informaci zjisténych na ¢iroku nebo v ptipadé u rostlin obecné platnych jevi.
2. 2. 1. Sucho

Nedostatek vody a vykyvy v tthrnu srdzek patii mezi velké problémy, se kterymi se
v soucasnosti zemedélstvi potyka. D4 se predpokladat, Ze tento problém se v budoucnosti
bude dale zhorSovat (Escalante-Sandoval et Nunez-Garcia, 2007; Fauchereau et al., 2004;
Luet al., 2016). V oblastech se snizenym tthrnem srazek je proto vhodné péstovat plodiny,
které jsou schopné rist a poskytovat dostatecny vynos i pii nizs$i dostupnosti vody. Jednou
z takovych plodin je ¢irok. Diky svému zemépisnému ptivodu dobie sndsi sucho a v piipadé
nedostatku vody dosahuje vys$siho vynosu nez jiné plodiny za stejnych podminek [napf.
kukufice nebo pSenice, viz Potgieter et al. (2016); Schittenhelm et Schoetter (2013);
Staggenborg et al. (2008)]. I pies odolnost ¢iroku k suchu je ovsem jeho riist a vyvoj
pusobenim tohoto stresoru negativné ovlivnén, coz miize vést i ke snizeni vynosu rostlin

(Nxele et al., 2016; Sankarapandian et al., 2012; Yi et al., 2014).

Mezireakce s casnym nastupem na zacatku ptisobeni sucha patii snizeni transpirace
a ucinnosti fotosyntézy (Ogbaga et al., 2014; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013). Razné
genotypy ciroku se ovSem mohou vyznamné liSit v tom, kdy a v jaké mife k této reakci
dochéazi. Cast genotyptl po vystaveni suchu dokaze udrzovat déle oteviené priiduchy a
aktivni fotosyntézu, naopak druhd ¢ast genotypt se brani ztraté vody uzavienim praducht
(Mutava et al., 2011; Ogbaga et al., 2014; Qazi et al., 2014; Sutka et al., 2016). N&kteti
autofi oznacuji prvni skupinu genotypl jako anizohydrické a druhou jako izohydrické. Ke
snizeni U¢innosti fotosyntézy dochdzi jednak diky poSkozeni fotosyntetického aparatu, a
jednak cilenym snizenim Uc¢innosti fotosyntetickych reakci, které umozni poSkozeni
ptedejit (Zegada-Lizarazu et Monti, 2013). To miiZe zahrnovat i cilenou degradaci Rubisca
(ribuléza-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa) a proteinu D1 [protein fotosystému II
(PSII)] ptedpokladanou u izohydrického genotypu vystaveného suchu (Ogbaga et al.,
2014). Jak u izohydrickych, tak u anizohydrickych rostlin byl za stresu zjiStén vyS$si obsah



sacharidi v listech a stonku nez u rostlin péstovanych pii dostatecné zalivce (Ogbaga et al.,
2014; Qazi et al., 2014; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013). Ke zvySeni obsahu sacharidii
v ptipad¢ anizohydrickych rostlin dochazi z¢asti diky udrzeni aktivni fotosyntézy, a z&asti
diky ztratdm vody. U izohydrickych rostlin se na zvySeni obsahu sacharidt podilely hlavné
redukujici cukry, coz pozitivné korelovalo se zvySenim aktivity invertasy. Kromé toho
doslo k vyznamnému snizeni katabolické aktivity sacharosasyntasy (SuSy) u obou skupin

(Qazi et al., 2014).

Rozdilné reakce Ciroku na ptisobeni sucha je mozné pozorovat nejen na urovni
genotypl, ale 1 v ramci riznych vyvojovych fazi jedné rostliny (Sankarapandian et al.,
2012; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013; Zegada-Lizarazu et al., 2015). Zegada-Lizarazu et
Monti (2013) zjistili, ze mladsi rostliny ¢iroku (aplikace stresu 40. den po vysevu) se za
sucha brani posSkozeni fotosyntetického aparatu predevSim snizenim efektivity
fotosyntetickych reakci, zatimco u starSich rostlin (aplikace stresu 60. den po vysevu)
povaZzuji za hlavni ochrannou reakci akumulaci kompatibilnich solutii, napt. rozpustnych
sacharidi, jejichz obsah stanovovali. Jak ovS§em autofi sami uznavaji, k tomuto zavéru je
tfeba pfistupovat opatrn€, nebot’ zde stanovovali obsah rozpustnych sacharidii pouze ve
stonku rostlin (Zegada-Lizarazu et Monti, 2013). V dal§im experimentu tohoto tymu
s podobnym tématem autofi stanovovali obsah rozpustnych sacharida v listech rostlin a
zjistili, Zze ke zvySeni obsahu rozpustnych sacharidii doslo pouze u mladsich rostlin, u
star§ich se obsah vyznamné neménil (Zegada-Lizarazu et al., 2015). Nicméné jak u
mladSich, tak u starSich rostlin byla po obnoveni zalivky zjisténa rychla obnova
fotosyntetického aparatu, coz autofi vyhodnocuji jako jednu z dulezitych vlastnosti

podilejicich se na odolnosti ¢iroku k suchu (Zegada-Lizarazu ef Monti, 2013).

Sacharidy rostlinam primarné slouZi jako zdroj energie a uhliku. Kromé této role je
predpokladdna jejich Ui€ast v ochrané riznych struktur véetné molekul fotosyntetického
aparatu (Zegada-Lizarazu et al., 2015; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013). Dale slouzi
k osmotickému pfizplisobeni rostlin (Ogbaga et al., 2014; Qazi et al., 2014; Zegada-
Lizarazu et Monti, 2013), jako antioxidanty vcetn€ schopnosti zhaSet ROS (Matros ef al.,
2015; Peshev et al., 2013) a signalni molekuly (Chen ef al., 2015; Lastdrager et al., 2014).
Existence vice prolinajicich se roli sacharidi mize byt pro rostliny vyhodna pii jejich
vyuziti v reakci na stres, studium role sacharidi v konkrétnich situacich je tim ovSem

komplikovéno.



Ve vyse uvedenych studiich provedenych na ¢iroku autofi stanovovali bud’ pouze
celkovy obsah rozpustnych sacharida v pletivu (Ogbaga et al., 2014; Zegada-Lizarazu et
Monti, 2013), nebo celkovy obsah rozpustnych sacharidi a obsah redukujicich cukrti (Qazi
et al., 2014; Zegada-Lizarazu et al., 2015). Nedavno byla publikovana zajimava studie, ve
které autofi provedli podrobnéjsi analyzu zmén spektra sacharidli u stresovanych rostlin.
V listech stresovanych rostlin doslo oproti kontrole ke zvySeni obsahu glukosy, lyxosy,
trehalosy, rafinosy, fruktosy, sacharosy, sorbitolu, threitolu a myo-inositolu, a ke snizeni
obsahu talosy. V kotenech byl u stresovanych rostlin vys$si obsah lyxosy a trehalosy a nizsi
obsah glukosa-6-fosfatu (Pavli ef al., 2013). V této studii bylo k simulaci sucha vyuzito
nepenetrujici osmotikum polyethylenglykol (PEG) 6000. PEG sniZuje dostupnost vody pro
rostlinu, a pfi tom nevstupuje do bunck a neinterferuje s metabolismem. Pfi interpretaci
vysledkl z experimentli s PEG je nutné si uvédomit rozdily proti aplikaci stresu zruSenim
zalivky, napt. okamzity nastup stresu pii pouziti PEG proti pozvolnému nastupu stresu pii
zruseni zalivky nebo fakt, ze pfi zruSeni zalivky dochazi ke zhorSeni kontaktu kotenil
s padou a tim 1 zhorSeni ptijmu zivin. Tyto rozdily mohou vést k odliSnym reakcim rostlin,
coZ bylo pozorovano napi. v transkriptomickych studiich, které provedli Dugas et al.
(2011) a Johnson et al. (2014). V experimentu s pouzitim PEG a zruSenim zalivky se
shodovala pouze ¢ast z celkového poctu genti se zménénou expresi (viz Obr. €. 1). Rostliny,
kterym byla zruSena zalivka napt. exprimovaly vice geny zajistujici syntézu voskl nez
rostliny vystavené PEG. Ty naopak vyraznéji zvysily expresi genli podporujicich zhaseni

ROS (Dugas et al., 2011; Johnson et al., 2014).

902 383 807

PEG zruSeni zalivky

Obr. ¢. 1: Diagram znazornujici pocty shodnych a rozdilnych genli se zménénou expresi
v experimentech s vyuZitim PEG a zruSenim zalivky. Zahrnuty byly pouze transkipty s vice jak
dvojnasobnou zménou proti kontrole. Pfevzato a upraveno z Johnson et al. (2014).



Dalsim metabolitem, ktery rostliny ¢asto vyuzivaji ke zmirnéni nasledkt stresu, je
prolin. Tomuto kompatibilnimu solutu je pfipisovana role osmotika, osmoprotektantu a
antioxidantu véetn¢ schopnosti zhdset ROS (Reddy et al., 2015). V n¢kolika studiich autofi
zjistili zvySeni hladiny prolinu u rostlin ¢iroku stresovanych nedostatkem vody (napf.
Nxele et al., 2016; Reddy et al., 2015; Su et al., 2011; Wood et al., 1996). K akumulaci
prolinu v rostlindch miize dochazet zvySenim jeho syntézy (Wood et al., 1996), cemuz
odpovida zjisténi, ze u stresovanych rostlin ¢iroku doslo ke zvyseni transkiptl genti
kodujicich 6-1-pyrrolin-5-karboxylatsyntetasu (PSCS) (Su et al., 2011), enzymu s kli¢ovou
roli v biosyntéze prolinu (Hu et al., 1992). Niz§i dostupnost vody téz vedla ke zvySeni
aktivity PSCS (Hinge ef al., 2015). K akumulaci prolinu miize ovSem piispét té€Z jeho nizsi
degradace nebo nizSi vyuziti v syntéze proteintt (Wood et al., 1996). V kontrastu se
studiemi popisujicimi zvySeni obsahu prolinu za stresu jsou vysledky autort, ktefi u
stresovanych rostlin vyznamné zvySeni obsahu prolinu nezjistili (Ogbaga et al, 2014; Pavli
et al., 2013). Ogbaga et al (2014) sledovali reakce dvou riznych genotypii Ciroku
stresovanych suchem a zjistili, ze zvySenim obsahu prolinu reagoval na nedostatek vody
pouze jeden ze zkoumanych genotypti. Je tedy mozné, ze rozdilné vysledky vyse
zminénych studii jsou zptsobeny bud’ odliSnym experimentdlnim uspofaddanim, nebo

odlisnou strategii jednotlivych genotypii ¢iroku.

Vyjma prolinu dochazi u rostlin trpicich nedostatkem vody ke zméné obsahu
nékterych dal§ich aminokyselin (napf. alanin, glycin, asparagin) (Pavli et al., 2013),
zvyseni hladiny aminokyselinového derivatu glycin betainu (Ogbaga et al, 2014; Wood et
al., 1996) a zmén¢ hladiny malatu, citratu, glykolatu, glukonatu a putrescinu (Pavli ef al.,

2013).

Kromé nizkomolekularnich latek dochdzi u ¢iroku za stresu ke zvySeni obsahu
rozpustnych proteinii s ochrannou funkei pro rostlinné struktury (Hinge et al., 2015). Mezi
ty patiitzv. LEA (late embryogenesis abundant) proteiny, u kterych se pfedpoklada, Ze maji
roli v ochrané membrén, udrzuji iontovou rovnovahu, vazi vodu a funguji jako chaperony
(napt. Ashraf, 2010). Konkrétné byl u ¢iroku vystaveného nedostatku vody zjistén vyssi
obsah dehydrinti (LEA proteiny skupiny II) i transkriptu kddujiciho tyto proteiny (Pasini et
al., 2014; Wood et Goldsbrough, 1997) a vyssi obsah transkriptu koédujicitho LEA proteiny
skupiny III (Dalal et al., 2013).



Dalsi skupinou proteinti ti€astnicich se stresové odpovédi u Ciroku jsou enzymy
zhasejici ROS. Pokud rostliny reaguji na snizeni dostupnosti vody uzaviranim praduchd,
dochazi ke snizeni mnozstvi oxidu uhli¢itého (CO2) vyuzitelného v asimilacni ¢ésti
fotosyntézy. To muze vést k zvyseni hladiny ROS, které musi rostlina efektivné zhaset, aby
predesla poskozeni bunéénych struktur. ROS je mozné zhaset jak enzymaticky, tak
neenzymaticky. U rostlin ¢iroku vystavenych suchu byla oproti kontrole zjisténa zvySena
aktivita superoxiddismutasy (SOD), peroxidasy (POD) (Hinge et al., 2015; Sundar et al.,
2004; Zhang et Kirkham, 1996) a katalasy (CAT) (Hinge et al., 2015; Zhang et Kirkham,
1996). Ve studii, kterou provedli Hinge et al. (2015), byla za stresu zjiSténa vyrazné vyssi
aktivita téchto enzymi u genotypi ¢iroku povazovanych za odolné ve srovnani s citlivymi.
U odolnych genotypli bylo proti citlivym také zjiSténo niz§i poSkozeni bunécnych
membran. Z toho autofi usuzuji, ze schopnost efektivné zhaSet ROS patii mezi velice
dualezité vlastnosti podminujici odolnost k suchu (Hinge et al., 2015). I zde je ovSem nutné
pocitat s tim, ze rozdilné experimentalni uspotadani nebo pouziti jiného genotypu ciroku
v experimentu mohou zplsobit odliSnou reakci. Sundar et al. (2004) u rostlin vystavenych
suchu zjistili snizeni aktivity CAT, coz je v rozporu se zjiSténimi dalSich studii (Hinge et
al., 2015; Zhang et Kirkham, 1996). Aktivity antioxidacnich enzymt se téz vyrazné lisi
vramci jednotlivych bunéénych typl, napiiklad mezi buiikami mezofylu a bunkami
pochvy cévniho svazku (Sundar et al., 2004). Kromé antioxidacnich enzymii dochazi za
stresu 1 k posileni neenzymatického zhaseni ROS, coz doklada napt. zvySeni obsahu
askorbatu a glutathionu (Zhang et Kirkham, 1996) a zvySeni aktivity glutathion reduktasy
(schéma glutathion-askorbatového cyklu viz Obr. €. 2) (Sundar ef al., 2004).

AsA 32 GSSG NADPH
Ay NAD(P)
AP — MR — DR — GR —
NAD(P)H
H0 MASA e DASA GSH NADP
n

on-enzymatic

Obr. €. 2: Schéma glutathion-askorbatového cyklu. AsA — askorbat, AP — askorbatperoxidasa, DAsA
— dehydroaskorbat, DR — dehydroaskorbatreduktasa, GR — glutathionreduktasa, GSH — redukovany
glutathion, GSSG - oxidovany glutathion, MAsA — monodehydroaskorbat, MR —
monodehydroaskorbatreduktasa. Prevzato ze Zhang et Kirkham (1996).

Na strukturni Girovni reagoval ¢irok na sucho zvySenim syntézy voski, které byly
ukladany na povrchu list. Také byla zjisténa vyss§i akumulace lipidd v pletivu uvnitf listu.
Tyto zmény vedly u rostlin k vyraznému snizeni ztrat vody (Johnson ef al., 2014; Saneoka

8



et Ogata, 1987). Jiz zminénd signalni role sacharidii byla zkoumana i v experimentu
provedeném na Ciroku. V této studii autofi zjistili, ze zvySeni obsahu rozpustnych sacharida
v kombinaci se snizenym obsahem dusiku v listech ¢iroku vede k posileni senescence
starSich listti (Chen ef al., 2015). Ta umoziuje rostlindm omezit ztraty vody transpiraci a
vyuzit ziviny translokované ze star§ich listli pro rust a vyvoj novych organti (Munne-Bosch
et Alegre, 2004). Mezi dalsi zpisoby omezeni vyparu zjisténé u ¢iroku patfilo ovlivnéni
hustoty praduchi a velikosti listd (Borrel et al.,, 2014). U stresovanych rostlin také
dochazelo k vyraznéj$imu rustu kofend v porovnani s ristem nadzemni ¢asti a ke zménam
v mnozstvi vytvofenych odnozi (Borrel et al., 2014; Sutka et al., 2016). Tento soubor reakci
umoziuje rostlindm snizit spotiebu vody pied kvetenim, kterd je nasledné pro rostliny
dostupna béhem zrani obilek. U genotypii ¢iroku schopnych efektivné hospodaftit s vodou
dochazi pozdéji k senescenci indukované nedostatkem vody a jejich nadzemni ¢ast zastava
déle zelena. S tim je spojena mensi nachylnost k poléhani a vyssi vynos (Borrel ez al., 2014;
Hammer, 2006). Je mozné pfedpokladat, Ze na rozdil od optimalnich podminek neni vynos
¢iroku vystaveného suchu pii zrani obilek limitovan pouze silou sinku, ale 1 moznosti

zdrojovych bun€k produkovat asimilaty (Tovignan et al., 2016).

Vyzkum odolnosti rostlin k suchu je obecné obtizn€ uchopitelny problém. Existuje
mnoho zpusobli simulace tohoto stresu v experimentdlnich podminkach (napf. rtzné
varianty zruseni nebo sniZzeni zalivky, oSetfeni riznymi osmotiky nebo aplikaci soli), které
se podle rtiznych autorit vice nebo méné blizi pfirozenym podminkam. Vysledky
experimentll je poté obtizné srovnavat, nebot’ na fyziologicky stav rostlin maji kromé
zvoleného zplisobu navozeni stresu velky vliv i samotné podminky kultivace. Také je nutné
si uvédomovat, Ze rostliny jsou v rizném vyvojovém stadiu rizné citlivé a maji rozdilny
¢as na zotaveni po stresu (Sankarapandian et al., 2012; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013).
Jak vyplyva z ptedchoziho textu, reakce rostlin na sucho je velmi komplexni a provazana.
Tento fakt ovSem komplikuje vyzkum vyznamu jednotlivych reakei rostliny pro celkovou
odolnost vici stresu. Déle je pfi posuzovani odolnosti rostlin ke stresu dulezité zvazit,
z jakého Uihlu pohledu tuto odolnost posuzujeme. Pro potieby zemédélstvi je napt. vyhodna
reakce anizohydrickych rostlin (podrobné popsana vyse), které dokazi pfi vystaveni suchu
déle udrzet aktivni fotosyntézu a rast. Pro pfeziti samotné rostliny (zejména pfii
déletrvajicim suchu) ovSem muze byt vyhodnéjsi reakce izohydrickych rostlin, které
neztraci tolik vody a jsou schopné vhodnéji upravit metabolismus vzhledem ke zhorSenym

podminkam (Ogbaga et al., 2014).



2. 2. 2. Zasoleni

Snizena dostupnost vody miize byt vyvolana téz vystavenim rostlin zvySenému
obsahu soli v substratu. Rostliny se ovSem v tomto pfipadé musi vyrovnat nejen s
osmotickym stresem, ale i s narusenim iontové rovnovahy zptisobené akumulaci velkého
mnozstvi iontll v bunkach (Tester er Davenport, 2013; Yin et al., 2013). Nékteré reakce
sice mohou byt podobné reakcim rostlin vystavenych suchu [napf. zvySeni obsahu
sacharosy a glukosy zjisténé v listech mladych rostlin ¢iroku vystavenych vyssi koncentraci
NaCl v médiu (Yin et al., 2013)], v dalSich charakteristikdch uz se ovSem reakce rostlin
lisi. Piikladem mtze byt akumulace vysokého mnozstvi drasliku zjisténa u rostlin ¢iroku
vystavenych zasoleni (Wang et al., 2014), nebo odlisné reakce kli¢icich semen c¢iroku
oSetfenych NaCl nebo PEG (Gill et al., 2003). Aplikace soli proto neni vhodnym zptisobem
simulace sucha v experimentalnich podminkach a mélo by byt brdno jako samostatny a

jedinecny stresovy faktor.
2. 2. 3. Chlad

Pasobeni chladu na rostliny ma nékteré znaky spolecné s pilisobenim sucha.
Podobn¢ jako za sucha dochazi u rostlin trpicich chladem ke zhorSeni hospodateni s vodou,
dale mtze chlad indukovat tvorbu ROS a zptisobovat zmény v integrité¢ cytoplazmatické
membrany (Aroca et al., 2011; Nishizawa et al., 2008; Orvar et al., 2000; Razmi et al.,
2013). Proto neni piekvapenim, Ze ¢ast signalnich drah odpovédi na sucho a chlad je pro
tyto stresové faktory spolecnd (viz Obr. €. 3) (Beck et al., 2007). Dalsi slozky ptsobeni
chladu na rostliny se suchem jiz spolecné nejsou. Nizka teplota ovliviluje metabolismus
rostlin (jednotlivé slozky jsou rizné citlivé k ptisobeni chladu), transport latek v rostliné a
jejirast a vyvoj (Bekele et al., 2014; Maulana et Tesso, 2014; Razmi ef al., 2013; Zegada-
Lizarazu et al., 2016). Tyto odli$né slozky stresového plisobeni mohou byt diivodem proc
¢irok, ktery je povazovan za rostlinu odolnou k suchu, je naopak pomérné citlivy

k ptisobeni nizké teploty.
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Obr. €. 3: Prekryv signalnich drah odpovédi na sucho a chlad. Chlad nebo nedostatek vody indukuje
pres zvySeni exprese transkripcniho faktoru ICE nebo zménu v hladiné kyseliny abscisové v urcitych
pletivech expresi transkripcnich faktorat CBF 1, 2, 3/DREB 1B, 1C, 1A; DREB 2B, 2A; bZIP a
MYC/MYB, které dale ovliviuji transkripci genti s promotory DRE/CRT, ABRE a MYCRE/MYBRE.
Pievzato z Beck et al. (2007)

Optimalni teplota pro kli¢eni obilek ¢iroku se nachazi mezi 21 — 35 °C (Maiti, 1996;
cit. v Prasad et al., 2006). Nizsi teplota vede ke snizeni mnozstvi vyklicenych obilek a
prodlouzeni doby kliceni. Vliv nizké teploty na rostliny ¢iroku je patrny i po vykli¢eni. U
mladych rostlin bylo pozorovano vadnuti, které je projevem horsi schopnosti hospodatit
s vodou (Bekele ef al., 2014). Ta je zptisobena nerovnovdhou mezi pifijmem vody kofeny a
jejim vydejem transpiraci (Aroca et al., 2011). Proti rostlindim péstovanym v optimalni
teploté maji rostliny vystavené chladu kratsi kofeny 1 pryt, coz koreluje s niz§im vynosem
suSiny rostlinného téla (Razmi et al, 2013, Zegada-Lizarazu et al., 2016). Nejvétsi
nachylnost k poskozeni plisobenim nizké teploty byla zjisténa u semenact ptiblizn€ 5 dni
poté, co vyrostou nad uroven substratu. Zajimavé je zjiSténi, ze rostliny vystavené chladu
od zacatku kli¢eni snaSely stres lépe neZ rostliny vystavené chladu az poté, co vyrostly nad
urovei substratu (Bekele ef al., 2014). Fyziologicka podstata této aklimace u ¢iroku ovSem

zatim popséana nebyla.



Urcité informace o fyziologickém pozadi reakci rostlin ¢iroku spojenych s vyssi
odolnosti k chladu byly zjistény ptfedevsim az v poslednich dvou letech. Stejné jako pfi
pusobeni sucha dochézi u rostlin ¢iroku stresovanych nizkou teplotou k reakci na trovni
fotosyntetického aparatu (Zegada-Lizarazu et al., 2016; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013).
Pti srovnani odolného a citlivého genotypu bylo zjisténo, ze odolny genotyp zvladal pii
vystaveni chladu 1épe rozd€lovat ptichazejici svételnou energii mezi PS II a alternativni
pfijemce, a byl schopny udrzet aktivni reakéni centra PS II. Naopak u citlivého genotypu
doslo k rychlejSi a rozsahlejSi deepoxidaci violaxanthinu, a naslednému uzavirani
reakénich center PS II. Je moZné, Ze na reakci zjiSténé u odolného genotypu se podili
efektivnéj$i regulace LHC komplexi (light harvesting complex) a vyS$i obsah
plastochinonu A. U citlivého genotypu téZ doSlo v porovnani s odolnym k mnohem
vyrazn€j$i degradaci chlorofyli, coZz se projevilo na del$i dobé nutné k regeneraci
fotosyntetického aparatu po ukonceni stresu. Krome toho u citlivého genotypu doslo po
ukonceni plisobeni chladu k nadprodukci enzymt fixace CO», coz déle snizuje mnozstvi
asimilati vyuzitelnych k zabudovani do rostlinnych struktur (Zegada-Lizarazu et al.,
2016). Pti porovnani genové exprese genotypl kontrastnich v odolnosti k chladu bylo
zjisténo, ze u odolného genotypu doslo pii vystaveni chladu na rozdil od citlivého k
vyraznému zvysSeni exprese transkripénich faktorti jako C-repeat binding factors (CBF),
Dehydration-responsive element-binding factors (DREB) a Ethylene responsive
transcription factors (ETR). Je znamo, Ze tyto faktory maji roli ve zvyseni odolnosti rostlin
k chladu. Dalsi z genti se zvySenou expresi za stresu u odolného genotypu byly geny pro
cytochromy P450. Ty se ucastni redoxnich reakci a jsou akumulovany v rostlinach pii
vystaveni chladu (Chopra ef al., 2015). Zajimavé je zjiSténi, Ze na rozdil od ptisobeni sucha
a zasoleni chlad nevyvolava zvyseni transkripce gent kdédujicich LEA proteiny skupiny 111
(Dalal et al., 2013). V souladu s vysledky Chopra et al. (2015) jsou 1 zjisténi Fiedler ef al.
(2016), kteti mapovali oblasti na chromozomech ¢iroku souvisejici s odolnosti k chladu.
V oblastech na chromozomech uréenych autory se nachézi jiz zminéné transkripéni faktory
CBF a DREB, déle transkripéni faktor ICE1 (inducer of CBF expression 1), geny COR
(cold responsive genes) a geny podobné geniim pro lipasu OSIGBa0111L12.4 (patii do
proteinové rodiny cytochromt P450) a kyselou fosfatasu (hydroxylasa mastnych kyselin).
Ty by mohly mit dle autord vliv na fluiditu membran ovlivnénim poméru nasycenych a
nenasycenych mastnych kyselin (Fiedler ef al., 2016). Informace o reakcich rostlin ¢iroku

vystavenych ptsobeni nizké teploty na trovni metabolomu a proteomu ovSem stéle chybi.
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Chlad vyvolava zmény i v celkové stavbé rostlinného téla. Podobné jako za sucha
byl u rostlin vystavenych nizké teploté zjistén vyraznéjsi rist kotfenti oproti nadzemni ¢asti
(Razmi et al., 2013). Toto zjisténi je v souladu s hypotézou, Ze nizka teplota zhorSuje

schopnost rostlin hospodafit s vodou (Aroca et al., 2011; Bekele et al., 2014).

2. 3. Reakce ¢iroku na kombinovany stres

V ptirozenych podminkéch plisobi na rostliny velmi ¢asto spole¢né né€kolik riznych
stresovych faktord. Vysledny vliv na rostliny a miru jejich poskozeni zplsobenou
kombinovanym stresem nelze jednoduse predpoveédét na zaklad€ védomosti o pusobeni
jednotlivych stresovych faktorti. Kombinace stresovych faktorti mize zptisobit kvalitativné
odli$ny typ posSkozeni neZ pisobeni stresovych faktorti samostatné. Kromé toho miiZze dojit
k rozsahlejSimu poSkozeni rostlin, které mize byt vyvoldno prohloubenim u¢inku jednoho
stresového faktoru ptisobenim dalsiho. Naptiklad nedostatek zivin mize byt dale umocnén
pusobenim sucha, které snizuje kontakt kotene s okolni pidou, a tim zpisobuje nizsi
schopnost rostliny pfijimat ziviny. Kombinovany stres také mize vyvolavat protichidné
pozadavky na ochrannou reakci rostlin (viz review Mittler, 2006). Piikladem mutize byt
pusobeni sucha a vysoké teploty zaroven, kdy si rostlina z dtivodu nedostatku vody nemtize
dovolit efektivné snizovat teplotu listli transpiraci (Rhizsky et al., 2002; Zandalinas et al.,
2016). Existuji ovSem 1 piipady, kdy vystaveni rostliny ptisobeni jednoho stresového
faktoru vede ke zvysSeni odolnosti k ptisobeni dalSiho stresového faktoru. Vysvétlenim
muze byt fakt, ze n¢které stresové faktory maji podobny charakter ptisobeni na rostliny, a
rostliny na né¢ mohou reagovat stimulaci stejnych signalnich a metabolickych drah (Bowler
et Fluhr, 2000; Sharma et al., 1996). Jako ptiklad byva uvadéno piisobeni ozonu, které
muze vyvolat vy$si odolnost rostlin k napadeni patogennimi organismy (Bilgin ef al., 2008;
Sharma ef al., 1996). Na Obr. €. 4 je znazornén piehled dal§ich moznych interakci plisobeni

ruznych stresovych faktori na rostliny.
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Obr. ¢. 4: Pi‘ehled mozZnych interakci piisobeni riznych stresovych faktori na rostliny. Pievzato
z Mittler (2006)

Pozitivni vliv interakce dvou stresovych faktord na odolnost rostlin souvisi mimo
jiné s jevem oznacovanym jako tzv. priming. Jedna se o fenomén, kdy plsobeni urcitého
podnétu ovlivni reakci rostliny na budouci stresovy podnét. Reakce takto ovlivnéné rostliny
je poté efektivnéjsi v porovnanim s reakci rostliny tzv. naivni (v orig. naive, rostlina, ktera
nepro$la primingem). Pfitom podnétem vedoucim k primingu miZe byt jak stresovy faktor
shodny s nésledujicim stresovym plsobenim v budoucnu, tak podnét odliSny. Zasadni
podminka pro to, aby mohl priming fungovat, je schopnost rostliny uchovat informaci o
reakci na prvotni podnét. To umoziiuje napiiklad modifikace histonti v reakci na piisobeni
prvotniho podnétu (Jaskiewicz et al., 2011; Sani et al., 2013). Problematika primingu je do

detailll popsana napft. v review Hilker ef al. (2016).
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Tvrzeni, Zze vliv kombinovaného stresu na rostliny nelze popsat pouhym souctem
pusobeni jednotlivych stresovych faktort, podporuji i zjisténi transkriptomickych studii
provedenych na tabadku a husenicku. Ze vSech genli se zménénou expresi po vystaveni
kombinovanému stresu tvofila ¢ast skupina genti, jejichz exprese se ménila i po vystaveni
rostliny jednotlivym stresovym faktorim samostatné. V dalsi ¢asti byly ovSem zastoupeny
geny, jejichz exprese se pii pisobeni samostatného stresového faktoru neménila, a jejichz
exprese se zmeénila pouze po vystaveni kombinovanému stresu (Rizhsky et al., 2002;

Rizhsky et al., 2004).

Nékolik studii zaméfenych na vliv kombinovaného stresu bylo provedeno jiZ 1 na
¢iroku. Machado et Paulsen (2001) zjistili, ze pokud maji rostliny ¢iroku dostatek vody
v substratu, relativni obsah vody (RWC — relative water content) v listech se vyznamné
nemeéni ani pii pasobeni vysokych teplot. Naopak nedostatek vody v kombinaci s vysokou
teplotou vedl k vyznamnému snizeni RWC, vodniho 1 osmotického potencialu a turgoru
v listech (Machado et Paulsen, 2001). Analyzou transkriptomu bylo zji§téno, Ze 1 u Ciroku
je odpoveéd na kombinaci sucha a vysoké teploty unikatni (viz obr. ¢ 5). Do skupiny gend,
jejichz exprese se zménila pouze pii pisobeni sucha a vysoké teploty zaroven, pattily napf.
geny kodujici enzymy syntézy polyaminti, geny kodujici specifické HSP (heat shock
protein) a LEA proteiny, geny kddujici iontové kanaly a rizné transkripéni faktory. Naopak
mezi geny se zménénou expresi jak za sucha, vysoké teploty i jejich kombinace pattily
geny kodujici nékteré HSP, glutathion transferasy a geny asociované se starnutim (Johnson

etal.,2014).

V experimentu provedeném Zhao et al. (2014), kde byly rostliny zalévany roztoky
o rizné koncentraci sodnych iontti (Na*) a o riizné hodnoté pH, doslo k nejvyznamnéjsimu
poskozeni téZ vlivem kombinovaného stresu. Autofi zjistili, Ze p¥i koncentraci Na* 100 mM
nema rizna hodnota pH vyznamny vliv na dobu kli¢eni a pocet vykli¢enych obilek. Pti
vy$§i koncentraci Na® jiz vliv hodnoty pH patrny byl. Na rozdil od kli¢eni byl rist
vykli¢enych semenact ovlivnén zvySenim pH i pfi 100mM koncentraci Na'. S rostouci
koncentraci Na* i hodnotou pH se téZ zvySovalo oxidativni poskozeni membran. Zajimavé
je zjisténi, Ze pfi neutralni hodnoté pH doslo u semenact vystavenych 100mM koncentraci
Na" ke zvySeni obsahu rozpustnych proteinti a aktivity SOD, CAT a POD proti kontrolnim
rostlinam. Pfi zvySeni hodnoty pH nebo zvySeni koncentrace Na* se obsah rozpustnych

proteini a aktivita antioxida¢nich enzymt bud’ neménily, nebo doslo k jejich snizeni.
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Autofi z téchto vysledkli uzaviraji, ze kombinovany stres snizuje schopnost ochrany

semenacu proti oxidativnimu stresu (Zhao et al., 2014).

zvysSena exprese sniZzena exprese

Obr. ¢. 5: Diagramy znazoriujici po¢ty shodnych a rozdilnych genti se zvySenou nebo sniZenou
expresi u rostlin vystavenych suchu, vysoké teploté a kominaci téchto dvou stresori. Zahrnuty byly
pouze transkipty s vice jak dvojnadsobnou zménou proti kontrole. Pfevzato a upraveno z Johnson et al.
(2014).
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3. Material a metody

3. 1. Rostlinny material

Pouzity byly 2 genotypy ¢iroku Sorghum bicolor (L.) Moench s nizkou citlivosti
k fotoperiod¢ —,,01Z1800012° (evidencni ¢islo genové banky) a ,,Ruzrok®. Osivo pochazi
z genové banky Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze Ruzyni (VURV) v. v. i. Vice
informaci o genotypech viz Hermuth ef al. (2011) a Hermuth er Kosova (2017).

3. 2. Nadobové experimenty

Nadobové experimenty byly provedeny ve VURV ve spolupraci s Ing. Urbanem,
DiS z tymu Odboru genetiky a Slechténi rostlin (vedouci RNDr. Ilja Tom Prasil, CSc.).

3. 2. 1. Sterilizace a vysev obilek

Obilky byly ruéné protfepany 1,5 minuty v 70% ethanolu s kapkou komeréniho
detergentu Jar, poté promyty v destilované vodé a dale sterilizovany za obcasného
prottepani 25 minut v 20% roztoku Savo (cca 9,4 g chlornanu sodné¢ho na 1 kg roztoku).
Po promyti (3x v destilované vod¢) byly obilky vysety na polystyren omotany filtracnim

papirem, umistény do uzaviené nadoby branici jejich vysychani pii kliceni.
3. 2. 2. Vysazeni naklicenych semen a kultivace rostlin

Po tfech dnech kliceni ve tmé¢ pii 25 °C byly obilky pfeneseny do kvétinaca
obsahujicich bud’ vysevni substrat, zahradnicky substrat, zeminu, pisek nebo perlit.
V ptipadné pisku a perlitu bylo dno kvétinace vystlano f6lii propustnou pro vodu, v ptipadé
substratu a zeminy filtranim papirem. Obilky byly po tfech nebo Sesti v zavislosti na
experimentu umistény cca 2 cm pod okraj kvétinace (substrat a zemina byly ptfed vloZenim
obilek lehce udusany pro obnoveni kapilarity) a zasypany. Kvétinace byly po 24 kusech
umistény do plastovych prepravek s pevnym dnem (které byly v piipad€ experimentu
CIROK 10 vystlané cca 0,5 cm tlustou vrstvou filcu p¥ikrytého propustnou plastovou folii,
do klimatizovanych boxi (teplota 25 + 2 °C ve dne, 20 + 2 °C v noci; fotoperioda 14 hodin
den, 10 hodin; intenzita zafeni 400 umol m?-s™"). Rostliny byly obden zalévany (cca 2,5 1

na prepravku) dle nasledujiciho rozpisu.
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3. 2. 3. Poutzity substrat

v’ pisek (velikost ¢astic 1-2 mm)

v’ perlit

v komer¢éni zahradnicky substrat (Zahradnicky substrat B univerzalni, RaSelina
Sobéslav)

v zahradnicka zemina obsahujici kompost (VURV Ruzyng)

3. 2. 4. Typ zalivky

Varianty v pisku a perlitu byly zalévany bud’ roztokem VEGAFLOR (Nera Agro;
10 ml/ 5 1 vody) nebo VEGAFLOR (10 ml/ 5 1 vody) + KRISTALON (Agro CS; Sml/ 5
1 vody), varianty v pisku dale 1/3 MS roztokem nebo % Hoaglandovym roztokem. Varianty

v substratu a zemin¢ byly zalévany vodovodni vodou.
3. 2. 5. Priprava MS roztoku

1/3 MS roztok byl namichan rozpusténim pitisluSného mnozstvi komercné
dodéavanych soli zdkladniho MS média (Murashige and Skoog Basal Medium, kat. ¢.
M5519, Sigma-Aldrich) ve vodé (1,433 g/l vody).

3. 2. 6. Priprava Hoaglandova roztoku

Ya Hoaglandlv roztok byl namichdn podle prace Lastivka (1967) s vyuZitim
zasobnich roztokt se slozenim popsanym v diplomové praci Kofronova (2013). Ptipravené
zasobni roztoky byly uchovany v lednici. Pied aplikaci zalivky byl finalni roztok vzdy

ptipraven rozmichanim ptislu§ného objemu zasobnich roztokl ve vodovodni vode¢.

3. 2. 7 Prehled provedenych experimentii

KT kontrolni teplota (25 °C den / 20 °C noc)
VOT vy$$i otuzovaci teplota (13 °C den / 8 °C)
NOT niZsi otuzovaci teplota (9 °C den / 6 °C noc)
VST vy$si stresova teplota (8 °C den/ 5 °C noc)
NST nizsi stresova teplota (3,5 °C den / 2 °C)

Tabulka €. 1: Seznam zkratek vyuZitych v prehledu provedenych experimentii
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Oznaceni experimentu

CIROK I

Genotyp "Ruzrok"
Teplota a doba kontrolni rostliny: KT - 29 dnu
kultivace stresove oSetreni: KT -22 dnt; 13 °C den/ 10 °C noc - 7 dnil
Pouzity substrat a typ |perlit + zalivka roztokem VEGAFLOR nebo VEGAFLOR +
zalivky KRISTALON
pisek + zalivka roztokem VEGAFLOR nebo VEGAFLOR +
KRISTALON
komer¢ni zahradnicky substrat
zahradnicka zemina obsahujici kompost
Analyzy zhodnoceni rustu rostlin v riznych kultiva¢nich podminkach (viz

Pouzity substrat a Typ zalivky)

méreni delky listi (23. a 30. den)

optimalizace stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidu a
stanoveni podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku (odbér
30. den)

Oznaéeni experimentu |CIROK II

Genotyp "Ruzrok"”

Teplota a doba kontrolni rostliny: KT - 29 dna

kultivace stresové osetieni VOT + VST KT - 17 dnt; VOT - 4 dny; VST - 4

dny; KT - 4 dny

stresové osetieni VOT + NST: KT - 17 dnt; VOT - 4 dny; NST - 4
dny; KT - 4 dny

stresové osetieni NOT + VST: KT - 17 dnt; NOT - 4 dny; VST - 4
dny; KT - 4 dny

stresové osetieni NOT + NST. KT - 17 dnti; NOT - 4 dny; NST - 4
dny; KT - 4 dny

Pouzity substrit a typ
zalivky

pisek + zalivka roztokem VEGAFLOR, % Hoaglandovym roztokem
nebo 1/3 MS roztokem

zahradnickd zemina obsahujici kompost

Analyzy

zhodnoceni ristu rostlin zalévanych roztokem hnojiva VEGAFLOR,
Hoaglandovym roztokem nebo MS roztokem (viz Pouzity substrdt a typ

zalivky)

stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharida (odbér 17., 21.,
22.,25.,28. a29. den)

stanoveni podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku (odbér
17.,21.,22.,25.,28.a29. den)
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Oznaceni experimentu |CIROK X

Genotyp "Ruzrok" a "01Z21800012"

Teplota a doba kontrolni rostling: KT - 29 dnt

kultivace stresové osetieni VOT + VST : KT - 17 dnii; VOT - 4 dny; VST -4
dny; KT - 4 dny

stresove osetreni VST : KT - 21 dni; VST - 1 den

Pouzity substrat a typ
zalivky

komer¢ni zahradnicky substrat

Analyzy stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidi (odbér 17., 19.,
20.,21.,22.,24.,25.,26.a29. den)

stanoveni podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku (odbér
17..19..20.,21.,22.,24., 25., 26. a 29. den)

stanoveni obsahu prolinu v listech (odbér 17., 19., 20., 21., 22., 24, 25,
26. a29. den)

stanoveni osmotického potencialu pletiva listu (odbér 17., 19., 20., 21.,
22..24.,25.,26.a29. den)

stanoveni miry lipidoveé peroxidace membran (odbeér 17., 19., 20., 21.,
22.,24..25.,26.a29. den)

stanoveni listové plochy a hmotnosti kofene a nadzemni ¢ésti (odbér
17..19..20., 21., 24., 25. a 29. den)

3. 2. 8 Vypocet sumy efektivnich teplot (SET)

V experimentu CIROK X byl k uréeni pfisluiné kontroly o podobném vyvojovém

stafi vyuzit vypocet sumy efektivnich teplot dle nasledujiciho vzorce:
SET:td ° Td+tn * Tn

tq — délka dne [hod]; Tq — primérné denni teplota [°C]; tn - délka noci [hod]; Ty — primérna

nocni teplota [°C]

Po provedeni vypoctu pro jednotlivé varianty oSetfenych rostlin byla ke kazdé varianté

oSetfeni pfifazena kontrola s nejbliz$i vypocitanou hodnotou SET.

3. 3. Experimenty in vitro

Experimenty in vitro byly provedeny na Katedfe experimentalni biologie rostlin PfF
UK. Zde byly také provedeny veskeré analyzy kromé stanoveni osmotického potencidlu

pletiva listu.
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3. 3. 1. Optimalizace sterilizace obilek

Nejprve bylo provedeno nékolik experimentl s cilem zjistit vhodnou sterilizaci
obilek. Nize je uveden seznam vyzkouSenych postupd sterilizace popisujici jednotlivé
kroky ve sterilizaénim postupu v experimentu CIROK III. V dalsich experimentech jsou

uvedeny pouze kroky odlisné od experimentu CIROK III.

CIROK II1
1. odstranéni pluchy z obilek
2. 10 minut pod tekouci vodou
3. 1 minuta 70% ethanol + kapka Jaru
4. promyti v destilované vodée
5. aplikace jedné z nésledujicich variant oSetieni
a) 25 minut 20% Savo
b) 20 minut 30% Savo
¢) 15 minut 10% H>O»
d) 15 minut 15% H>0»
e) 15 minut 0,1% HgCl
6. 2 x promyti ve sterilni vod¢
7. vysev ve sterilnim prostiedi

CIROK 1V

5. - 15 minut 10% H20;

- promyti ve sterilni vodé

- 15 minut 20% Savo

6. 3 x promyti ve sterilni vod¢

CIROK V

2. 1 hodina pod tekouci vodou
5. 20 minut 15% H20»

- promyti v destilované vod¢

- 25 minut 25% Savo

6. 3 x promyti ve sterilni vodé

CIROK VI a dalsi experimenty in vitro viz podrobny popis nize

3. 3. 2. Podrobny popis sterilizace obilek a kultivace rostlin in vitro

vvvvvvvv

poskozeni obilek) byl vyhodnocen nasledujici postup. Obilky byly zbaveny pluchy a
umistény na 1 hodinu do kadinky pod tekouci vodu. Odplaveni obilek bylo zabranéno

pfichycenim gazy ptfes hrdlo kadinky. Poté byly obilky 1 minutu protfepavany v 70%
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ethanolu s kapkou Jaru, promyty v destilované vod¢ a 20 minut protfepavany na tfepacce
(IKA KS 130) v kadince s 20% H>0O,. Poté byly obilky promyty v destilované vod¢ a 25
minut protfepavany na ttepacce s 25% roztokem Sava. Nasledovalo promyti ve sterilni
vodé¢ (3x ve sterilnim prostfedi ve flow-boxu Heraeus LaminAir® TL2448, kde byly
provadény 1 vSechny nasledujici operace. Pouzivané nastroje byly pfed pouzitim
sterilizovany v autoklavu (Tuttnauer 2540EK-N, Chirana PS20A nebo Systec DX-23) a
mezi jednotlivymi tkony ponofenim do 96% ethanolu a zapalenim. Nasledné byly obilky
pomoci sterilni pinzety preneseny do plastovych Petriho misek (primér 6 cm) s MS
médiem bez sacharosy (1 obilka na misku). Poté byly Petriho misky zape€etény pomoci
Parafilmu a vlozeny v igelitovych saccich do papirové krabice, ktera byla ptenesena do

kultivacni mistnosti. Zde byly obilky ponechany tfi dny klicit pti teploté 25 °C.

Nakli¢ené obilky byly pfeneseny do sklenénych zkumavek (délka 20 cm, primér 3
cm) s MS médiem s 3% sacharosou, pfipadné variantou s ptidanym 7,5% PEG 4000.
Zkumavky byly wuzavieny prekrytim hrdla prihlednou autoklavovatelnou
polypropylenovou f6lii, umistény do kultivaéni mistnosti a péstovany pii fotoperiod¢ 16
hodin (kromé& CIROK VII a XV — zde byly rostliny péstovany pii fotoperiodé 14 hodin) a
ozéfenosti v priméru 100 pmol m™2-s! (570 Lux). Teplota a délka kultivace v jednotlivych

experimentech je uvedena nize v kapitole Pfehled provedenych experimenti.
3. 3. 3. Priprava MSS média
MS médium pro vysev obilek (bez sacharosy)

Do kadinky s destilovanou vodou bylo pfiddno piislusné mnozstvi komercné
dodavanych soli zdkladniho MS média (Murashige and Skoog Basal Medium, M5519,
Sigma-Aldrich) (4,3 g/l vody). Kadinka s michaci ty¢inkou byla umisténa na magnetické
michadlo. Po rozmichéni bylo pfidano ptislusné mnozstvi slozky D (vitaminy-viz tabulka
¢. 2). Médium bylo v odmérném vélci doplnéno destilovanou vodou na poZadovany objem.
Poté bylo pomoci pH metru (pH metr Orion 410 A+) upraveno pH pfidanim roztoku KOH
nebo HCl na finalni hodnotu pH 5,8. Nésledné byl ptidan agar (7 g/l média) a médium bylo
rozlito do 0,51 autoklavovatelnych sklenénych lahvi s plastovym vickem. Lahve s médiem
byly sterilizovany v autoklavu (121 °C, tlak 0,144 MPa, 20 minut). Po sterilizaci bylo
médium rozlito ve sterilnim prostfedi flow-boxu do Petriho misek. Po ztuhnuti média byly

Petriho misky vloZeny do polyethylenovych sackii a uchovany do pouZiti na vysev obilek.

MS médium se sacharosou
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Stejné jako u ptfedchozi varianty média bylo do kadinky s destilovanou vodou
pridano ptislusné mnozstvi komeréné dodavanych soli zédkladniho MS média (4,3 g/l vody)
a pfiddna slozka D (vitaminy). Poté bylo za pokracujiciho michani pfidano pfislusné
mnozstvi pufru MES (2[N-Morpholino]ethanesulfonic acid) (300 mg/l roztoku) a
sacharosy (30 g/l roztoku). Po rozpusténi sacharosy bylo upraveno pH na finadlni hodnotu
5,8. Nasledn¢ byl ptidan agar (7 g/l média) a médium bylo dvakrat pfivedeno k varu
v mikrovinné troubé. Pfevarené médium bylo nalito do zkumavek, ty byly uzavieny

piekrytim hrdla alobalem a sterilizovany.
MS médium se sacharosou a PEG 4000

Byl pouzit stejny postup jako pii pfipravé MS média se sacharosou, pouze po

piidani pufru MES a sacharosy bylo navic pfidano odpovidajici mnozstvi PEG 4000 (75

g/l roztoku).
Navazka na objem 500
Fasobni Slovka rasobniho Aasobni roztok na
ml zisobniho roztoku
roztok roztoku ® litr média (ml)
Myo-inositol - 10
D Kyselina nikotinova 0,05 5
Pyridoxin- HCl 0.05
Thiamin-HCl 0,05
Tabulka €. 2: SloZeni zasobniho roztoku D
3. 3. 4. Prehled provedenych experimenti
MSO MS médium bez sacharosy
MS MS médium s 3% sacharosou
PEG MS médium s 3% sacharosou a 7,5% PEG 4000
NCH nocni chlad (25 °C den / 10 °C noc)

Tabulka €. 3: Seznam zkratek vyuZitych v prehledu provedenych experimentii
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Oznaceni experimentu

CIROK IIL, IV

Genotyp "Ruzrok"
Teplota a doba
. 25°C-3d
kultivace ny
Kultiva¢ni médium a
doba kultivace MS0 - 3 duy
Analyzy zjisténi poctu vyklicenych, nevyklicenych a kontaminovanych obilek

Oznaceni experimentu

CIROK V, VI, VIII, IX

Genotyp "Ruzrok"
Teplota a doba
. 25°C - 10 dni
kultivace m
Kultivaéni médium a  |kontrolni rostliny: MS0 - 3 dny; MS - 7 dni
doba kultivace stresove osetreni: MSO - 3 dny, PEG - 7 dni
Analyzy stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidii (odbér 10. den) -

CIROK V, VI

stanoveni podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku (odbér
10. den) - CIROK V, VI

stanoveni hmotnosti kofene a nadzemni &4sti (odbér 10. den) - CIROK
VI

stanoveni obsahu prolinu v listech (odbér 10. den) - CIROK VIIL, IX

stanoveni osmotického potencialu pletiva listu (odbér 10. den) -
CIROK VIII, IX

Oznaceni experimentu |CIROK VII, XV

Genotyp "Ruzrok"

Teplota a doba a) kontrolni rostliny: 25 °C - 9 dni
kultivace b) stresove osetreni: (PEG) 25 °C - 9 dni

c) stresove osetieni: (nocni chlad) 25 °C - 6 dni; NCH - 3 dny

d) stresové osetreni: (no¢ni chlad + PEG) 25 °C - 6 dni; NCH - 3 dny

Kultivaéni médium a

a) kontrolni rostliny: MSO - 3 dny; MS - 6 dni

doba kultivace b) stresove osetreni: MSO - 3 dny, PEG - 6 dni
c) stresové osetreni: MSO0 - 3 dny; MS - 6 dni
d) stresové osetreni: MSO - 3 dny. PEG - 6 dni
Analyzy stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidi (odbér 9. den) -

CIROK VIL, XV

stanoveni podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku (odbér
9. den) - CIROK VII, XV

stanoveni hmotnosti kofene a nadzemni ¢sti (odbér 9. den) - CIROK
VII
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Oznaceni experimentu CIROK XI, XII, XIIL, XIV

Genotyp "01Z1800012"
Teplota a doba
. 25°C - 10 dni
kultivace m
Kultivaéni médium a  |kontrolni rostliny: MS0 - 3 dny; MS - 7 dni
doba kultivace stresove osetreni: MSO - 3 dny, PEG - 7 dni
Analyzy stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidii (odbér 10. den) -

CIROK XI, XII

stanoveni podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku (odbér
10. den) - CIROK XI, XII

stanoveni obsahu prolinu v listech (odbér 10. den) - CIROK XIII, XIV

3. 4. Odbér materialu pro analyzy

3. 4. 1. Odber materialu pro stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidii, prolinu

a osmotického potencialu pletiv

Listy nebo stonky byly ustfihnuty, vlozeny do mikrozkumavky (3 ml) s dvakrat
prodéravénym vickem, kterd byla pfedem zvéazena na analytickych laboratornich vahach
(Sartorius). Pro stanoveni obsahu a zastoupeni rozpustnych sacharidii bylo odebirano 0,1 —
0,2 mg Cerstvé hmotnosti, pro stanoveni obsahu prolinu cca 1 g Cerstvé hmotnosti a pro
stanoveni osmotického potencialu pletiv dva listy na mikrozkumavku. Rostlinny material
ve zkumavce byl zvazen na analytickych laboratornich vahach a co nejrychleji ponoien do
tekutého dusiku v termosce. Poté byly vzorky uchovavany hluboce zmrazené¢ v mrazicim

boxu pfii -80 °C.

3. 4. 2. Odber materidlu pro stanoveni poméru hmotnosti susiny korene a nadzemni cdsti

(R/S pomeér)

Rostliny péstované v podminkach in vitro byly vytazeny z agaru, oplachnuty a
vysuSeny mezi papirovymi ubrousky. Rostliny péstované v nddobach v substratu byly
pfestfihnuty na rozhrani stonku a hypokotylu. Kofeny a hypokotyl byly zbaveny substratu

promytim ve vod¢ v sitku a vysuSeny mezi papirovymi ubrousky.
3. 4. 3. Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu nestrukturnich sacharidu

Odebrané vzorky v mikrozkumavkach byly pfeneseny do lyofilizatoru (Lyovac GT
2, Finn-Aqua) a mrazové vysuSeny (cca 20 hodin). Poté byly zvdzeny na analytickych

laboratornich vahach a ke kazdému vzorku bylo pfidano 0,5 ml 80% methanolu. Vzorky
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s methanolem byly umistény do termobloc¢ku (Grant QBT1 nebo CS Cleaver TCDB-02)
predem zahtatého na 75 °C. Vzorky byly 30 minut zahtivany a poté byl methanol vakuové
odpafren v ptistroji SpeedVac Plus SC110A, Savant (program V-AL, 45 °C, 3 hodiny). Ke
vzorkim bylo poté v zavislosti na obsahu susiny pfidano odpovidajici mnozstvi
demineralizované vody (Mili Q, Millipore) (viz tabulka ¢. 4). Vzorky s demineralizovanou
vodou byly na 15 minut vloZzeny do vodni ultrazvukové 1dzn¢ (BANDELIN Sonorex) a po
vyjmuti centrifugovany 10 minut pii 14 000xg (centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 D).
Poté byl supernatant odebran injek¢ni stitkaCkou s jehlou a ptefiltrovan pres filtr (Millex
Milipore, velikost portt 0,22 um) do nové mikrozkumavky. Pro kazdy vzorek byl pouzit
novy filtr, stfikacka s jehlou byly po kazdém pouziti vyplachnuty demineralizovanou

vodou a vysuSeny. Mikrozkumavky se vzorky byly skladovany v mrazéaku pii -20 °C.

DW / mg ml H,O
<5 0,2
5-10 0,3
10-20 0,5
20-30 1
30-40 1,5

40 -50 2

Tabulka €. 4: MnoZstvi pridavané ultracisté vody v zavislosti na hmotnosti suSiny

3. 4. 4. Stanoveni obsahu a zastoupeni nestrukturnich sacharidu

Stanoveni obsahu a zastoupeni nestrukturnich sacharidi probihalo pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s refraktometrickou detekci. Méfeni
probihalo za nésledujicich podminek - mobilni faze: ultracistd (MiliQ) voda, pritokova
rychlost: 0,5 ml za minutu, objem injikovaného vzorku: 50 pl, teplota kolony: 80 °C,
kolony: Shodex Ca®" nebo Watrex Pb** s piislusnymi piedkolonkami, isokratickd pumpa:
SISw HPI-300 nebo Delta Chrom SDS 030, detektor: Shodex RI-71, standardy: Sigma-
Aldrich, software: CLARITY.

3. 4. 5. Stanoveni obsahu prolinu

Obsah prolinu v listech byl stanovovan podle upravené metodiky vychazejici

z Bates (1973). 0,5 g mrazenych listti bylo pomoci tlou¢ku homogenizovano v tfeci misce
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s tekutym dusikem. Vzorek byl vyplachnut 4 ml destilované vody do 15ml plastové
zkumavky. Ke vzorku byl pfidan 1 ml 15% kyseliny sulfosalicylové a obsah byl promichan.
Po ptl hoding byl vzorek centrifugovan 5 minut pfi 5000 otackach za minutu (centrifuga
Hettich universal 32 R). Poté byl (z piiblizné stejné vysky sloupce) odebran 1 ml
supernatantu a pfenesen do sklenéné zkumavky. K supernatantu byl pfiddn 1 ml roztoku
ninhydrinu (sloZeni viz tabulka ¢. 5) a 1 ml kyseliny octové (99,8%). Obsah zkumavky byl
promichdn na Vortexu, nasledn¢ byly zkumavky ve vhodném stojanu vloZzeny do hrnce
s vafici vodou a zahtivany 60 minut. Poté byly zkumavky vlozeny do krabice s ledem
(zastavenireakce), do kazdé zkumavky byly ptiddny 3 ml toluenu a promichany na Vortexu
(20 sekund). Poté byly zkumavky ptfeneseny do lednice a zde ponechdny 12 hodin. Obsah
prolinu v horni vrstvé vzorku byl poté stanoven spektrofotometricky (spektrofotometr
Unicam Helios a) pfi vlnové délce 520 nm. Jako blank byl pouzit toluen. Pro kvantitativni
stanoveni obsahu prolinu ve vzorku bylo nutné ptipravit kalibra¢ni kiivku prolinu. Do
plastovych zkumavek bylo ptfeneseno pipetou odpovidajici mnozstvi 1mM roztoku prolinu
a 3% kyseliny sulfosalicylové (viz tabulka €. 6), nasledujici postup ptipravy se shoduje

s vySe popsanym postupem piipravy vzorka od kroku po centrifugaci.

1mM roztok | 3% Kkyselina

prolinu [pl] | sulfosalicylova [pl]

0 2000

20 1980

40 1960 slouceniny mnoZstvi
60 1940 ninhydrin lg

80 1920 kyselina octova (99,8%) 24 ml
100 1900 kyselina 6,096 ml
200 1800 trihydrogenfosfore¢na

300 1700 destilovana voda 9,904 ml
400 1600 Tabulka €. 5

500 1500

Tabulka €. 6
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3. 4. 6. Stanoveni poméru hmotnosti susiny korene a nadzemni casti

Kofeny a nadzemni ¢ast byly zvazeny na analytickych laboratornich vahach (Cerstva
hmotnost), vloZzeny do obalek z alobalu a umistény do susarny (130 °C, 16 hodin). Po ususeni

byly kotfeny a nadzemni ¢ast opét zvazeny (susina).
3. 4. 7. Stanoveni listové plochy

Listy byly osttihany, rozprostieny do prihledné folie, opatfeny métitkem pro kalibraci

a oskenovany. Jejich plocha byla poté ur¢ena pomoci softwaru ImageJ.
3. 4. 8. Stanoveni osmotického potencidlu pletiva listu

Zmrazené listy byly rozmraZeny pii pokojové teploté (20 minut). Poté byly vlozeny do
injekéni stfikacky a do pfipravené mikrozkumavky byl vytlaen roztok z pletiva listu.
Osmoticky potencidl roztoku byl stanoven pomoci hygrometrické metody determinace tlaku
vodni pary (piistroj Wescor Vapro 5600). Tento typ analyzy probihal na pracovisti VURV

v Praze Ruzyni.
3. 4. 9. Zpracovani dat

Grafy a tabulky byly vytvoteny v programu Microsoft Office Excel, ktery byl téz vyuzit
k vypoctu primért, urceni smérodatnych odchylek a vysledki jednoduchych rovnic. Data byla
statisticky vyhodnocena v programu NCSS97 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA). Pro
porovnani souboru kontrolnich rostlin se souborem rostlin vystavenych ptisobeni stresu byla
vyuzita analyza rozptylu jednoduchého tfidéni — One-Way ANOVA. Normalné rozdélena data
byla srovndna pomoci Tukey-Kramer testu, nenormalné¢ rozdélena data pomoci

Kruskal-Wallis Z testu. Srovnani byla provedena na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05.
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4. Vysledky

4. 1. Nadobové experimenty

4. 1. 1. Vybér vhodného substratu, zjisteni rychlosti riistu rostlin ¢iroku, optimalizace stanoveni

obsahu a spektra rozpustnych sacharidit

Cilem experimentu CIROK I bylo zjistit vhodny substrat pro kultivaci rostlin, rychlost
jejich rlstu a otestovat moznou teplotu vhodnou k otuzovacimu oSetteni rostlin. Na zakladé
posouzeni vzhledu rostlin a srovnani zmétené délky listl u jednotlivych variant byly jako
vhodné k péstovani vyhodnoceny komeréni zahradnicky substrat a standardni zahradnicka
zemina obsahujici kompost. Cést rostlin péstovanych v téchto substratech pii kontrolni teploté
(KT: 25 °C den / 20 °C noc) byla 22. den po vysevu pienesena na tyden do nizsi teploty (CH:
13 °C den/ 10 °C noc). Tyto rostliny se po tydnu nelisily v délce listi od rostlin péstovanych
pii kontrolni teploté, nicméné u nich doslo k mirnému opozdéni vyvoje. Po tydnu péstovani
piinizsi teploté byly rostliny ve fazi vyvijejiciho se 3. pravého listu. U kontrolnich rostlin byl
tfeti pravy list jiz vyvinuty a u nékterych jedincti za¢inal prorustat 4. pravy list. Nizsi teplota
téz u rostlin vyvolala zmény v obsahu rozpustnych sacharidt v listech a stonku (Graf €. 1).
Z diavodu nizkého poctu vzorkli nebylo provedeno statistické srovnani. U vSech vzorki
odebranych z rostlin vystavenych nizsi teploté je ovSem patrny homogenni trend ke zvysSeni
obsahu rozpustnych sacharidii proti vzorkim odebranym z rostlin péstovanych v kontrolni
teploté. Graf ¢. 2 zobrazuje rozdil mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami vystavenymi
pusobeni nizsi teploty v zastoupeni jednotlivych rozpustnych sacharidii na celkovém obsahu
rozpustnych sacharida v listech a stonku. Pro analyzu obsahu a spektra rozpustnych sacharida

byl odebirdn 1. a 2. pravy list.
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Graf €. 1: Vliv sniZeni teploty na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin. Genotyp
»Ruzrok“, experiment CIROK 1. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin: KT — 7 dnti, CH — 7 dn. Pred
oSetienim byly rostliny péstovany 22 dnti pii KT. Jednotlivé sloupce v tomto piipade vyjimecne znacéi obsah
rozpustnych sacharida v jednotlivych vzorcich (biologickych replikatech).
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Graf ¢. 2: Vliv sniZeni teploty na podil jednotlivych rozpustnych sacharidi na celkovém obsahu
rozpustnych sacharidi v listech a stonku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK I. Jednotlivé
varianty oSetfeni rostlin: KT - 7 dnli, CH — 7 dnt.. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 22 dnii pii KT.
Jednotlivé sloupce v tomto piipadé vyjimecné znaci podil jednotlivych rozpustnych sacharidi na celkovém
obsahu rozpustnych sacharidtl v jednotlivych vzorcich (biologickych replikatech).

4. 1. 2. Vliv riznych variant otuzovaci a stresové teploty na rist, vyvoj a sacharidovy

metabolismus rostlin ¢iroku

V experimentu CIROK 1II byla testovana reakce rostlin na dal§i varianty otuZovaci
teploty a zjiStovana vhodna stresova teplota. Dale byla testovana moZnost péstovani rostlin
v pisku ptfi vyzivé 1/3 MS roztokem nebo 4 Hoaglandovym roztokem. Péstovani rostlin

v pisku se zalivkou MS nebo Hoaglandovym roztokem se ukazalo jako nevhodné. Rostliny
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pestované timto zplisobem nejspis trpély nedostupnosti nékterého z prvkil, coz se projevilo

chlorézou listd (viz Obr. €. 6).

Obrazek &. 6: Fotografie rostlin ¢iroku 17. den po vysevu. Genotyp ,,Ruzrok*, experiment CIROK II.
Jednotlivé varianty oSetieni: a) rostliny péstované v substratu, b) rostliny péstované v pisku a zalévané MS
roztokem, c¢) rostliny péstované v pisku a zalévané Hoaglandovym roztokem. Rostliny byly péstovany pii
kontrolni teploté (KT: 25 °C den /20 °C noc).

Jako vhodnéjsi se ukazala vys$si varianta otuZovaci teploty (VOT: 13 °C den/ 8 °C noc).
Proti niZsi varianté otuzovaci teploty (NOT: 9 °C den / 6 °C noc) nedochézelo u rostlin k tak
vyraznému omezeni ristu a usychani lista (viz Obr. €. 7). Dv€ varianty stresové teploty (VST:
8 °Cden/ 5 °C noc nebo NST: 3,5 °C den/ 2 °C noc) byly testovany na rostlinach, které byly
pfedtim vystaveny plsobeni otuZovacich teplot po dobu 4 dnli (viz vySe). Podobné jako
v ptipad¢ otuZovacich teplot byla pro dalsi pouziti zvolena varianta s vy$si stresovou teplotou.
Rostliny vystavené piedchozimu otuzovani byly schopné tuto zvolenou teplotu snaSet se
zachovanim dostatecné listové plochy umoziujici provést odbéry vzorkl na analyzu obsahu

rozpustnych sacharidi.
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Obrazek ¢&. 7: Fotografie rostlin ¢iroku vystavenych riiznym variantam otuZovaci a nasledné stresové
teploty. Genotyp ,,Ruzrok*, experimentngROK I1. Jednotlivé varianty oSetfeni: a) KT — 5 dnti; b) VOT
+ NST: VOT - 4 dny, NST - 1 den; ¢) VOT + VST: VOT - 4 dny, VST - 1 den; d) NOT + NST: NOT - 4
dny, NST - 1 den; ¢) NOT + VST: NOT - 4 dny, VST - 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17
dni pii KT.

Podobné jako v pfedchozim experimentu reagovaly rostliny péstované pii VOT
zvySenim obsahu rozpustnych sacharidd v listech 1 stoncich. Po plsobeni NOT se obsah
rozpustnych sacharidi ve srovnani s kontrolou vyznamné neli$il (viz Graf ¢. 3). Podil
jednotlivych rozpustnych sacharidii na celkovém obsahu se v listech vyrazné¢ nezménil,
zatimco ve stonku oSetfenych rostlin je patrna tendence ke zvySeni podilu sacharosy na ukor
ostatnich sacharidii (viz Graf €. 4). Graf €. 5 graficky zndzoriiuje pribéh zmén celkového
obsahu rozpustnych sacharidl v listech od za¢atku plisobeni otuZovaci teploty az po ukonceni
pusobeni stresové teploty. Jako srovndni jsou uvedeny hodnoty celkového obsahu rozpustnych
sacharidl u kontrolnich rostlin. Z divodii nizkého poctu opakovani neni provedeno statistické

srovnani oSetfenych rostlin s kontrolnimi, a proto je tfeba tento graf brat pouze jako orienta¢ni.
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Graf ¢. 3: Vliv rozdilnych otuZovacich teplot na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin
¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK II. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT - 4 dny; VOT
- 4 dny; NOT - 4 dny. Pied osetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky zndzornuji
smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidi. Rtizna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny
rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladin€é vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n = 3, varianta
»NOT — stonek™ n= 2.
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Graf¢. 4: Vliv rozdilnych otuZovacich teplot na podil jednotlivych rozpustnych sacharidi na celkovém
obsahu rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin ¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment
CIROK II. Jednotlivé varianty o$etieni rostlin: KT - 4 dny; VOT - 4 dny; NOT - 4 dny. Pied o$etfenim
byly rostliny péstovany 17 dni pti KT. n = 3, varianta ,,NOT — stonek* n = 2.
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Graf ¢. 5: Vliv otuZovaci a stresové teploty na celkovy obsah sacharidi v listech rostlin ¢iroku.
Genotyp ,,Ruzrok*, experiment CIROK II. Osa x zndzorfiuje priibéh experimentu. Oranzové body —
varianta KT — 9 dnli; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 1 den). Pfed oSetfenim
byly rostliny péstovany 17 dni pfi KT. Chybové Gsecky znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu
sacharidii. Varianty ,,den pfed otuzovanim* a ,,4. den otuzovani n = 3, zbyvajici varianty n = 2.

Pted vystavenim otuzovaci teploté byly rostliny ve stadiu vyvijejiciho se 2. pravého
listu. Na zacatku periody plisobeni stresové teploty mély otuzované rostliny plné vyvinuty 2.
pravy list, u kontrolnich rostlin jiz zacinal riist 3. pravy list. Na konci periody stresové teploty
byl vyvojovy stav stresovanych rostlin stejny jako na zacatku, u kontrolnich rostlin se vyvijel
3. pravy list. Ctyfi dny po ukoneni stresu a péstovani pii KT byly stresované rostliny stale ve
fazi vyvinutych 2 pravych listii. U kontroly zac¢inal rtist 4. pravy list. K analyzam byl odebiran
1. a 2. pravy list.

4. 1. 3. Vliv otuzovaci a stresové teploty na riist, vyvoj, osmoticky potencial, obsah prolinu a

sacharidovy metabolismus rostlin ciroku

Cilem experimentu CIROK X bylo zopakovat experiment CIROK II a rozsitit ho o dal§i
analyzy. Kromé genotypu ,Ruzrok® byl vtomto experimentu pouzit dalSi genotyp —
,01Z1800012%. Na zaklad€ pfedchoziho experimentu byly vybrany tyto varianty otuZovaci a
stresové teploty - VOT: 13 °C den/ 8 °C noc a VST: 8 °C den/ 5 °C noc. V tomto experimentu
byly oSetfené rostliny srovnavany s kontrolnimi rostlinami v podobné vyvojové fazi, nikoli o
stejném stafi. Pfislusnd kontrola k dané varianté stresového oSetfeni byla ur¢ena pomoci
modifikovaného vypoctu sumy efektivnich teplot (SET). Zplisob vypoctu je uveden v kapitole

Materidl a metody. V Tabulce ¢. 7 je uvedena doba kultivace pii variantach otuZovaci a
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stresové teploty s odpovidajici dobou kultivace pti KT (kontrolni teplota, 25 °C den / 20 °C

noc).
Typ a doba oSetteni rostlin Odpovidajici doba kultivace pti KT
4 dny pti VOT 2 dny
4 dny pt1 VOT, 1 den pii VST 2 dny
4 dny pt1 VOT, 4 dny pti VST 3 dny

4 dny pt1 VOT, 4 dny pti VST, 1 den pti KT | 4 dny
4 dny pti VOT, 4 dny pii VST, 4 dny pii KT | 7 dnd
1 den pi1 VST 0 dnil

Tabulka ¢. 7: Doba kultivace rostlin pri KT odpovidajici dobé kultivace pri otuZovaci a stresové
teploté.

Na obrézku €. 8 jsou zobrazeny rostliny vystavené 4 dnim VOT a nasledné 1 dnu VST,
prislusnd kontrola je na Obr. ¢. 9. Déle jsou prezentovany fotografie rostlin vystavenych 4
dntim VOT, nasledné¢ 4 dniim VST a 1 dni KT (viz Obr €. 10) spolu s kontrolou [viz Obr. €. 11
—a), b)]. Na Obr. ¢. 11 je dale vidét srovnani kontrolnich - a), b) a oSetfenych rostlin — ¢), d)

ve stejny den (stejné stari).
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Obrazek ¢. 8 (na predchozi stran€): Fotografie rostlin ¢iroku vystavenych piisobeni otuZovaci a
nasledné stresové teploty. a) genotyp ,,01Z1800012%, b) genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK X.
Osetieni rostlin: VOT + VST: VOT - 4 dny, VST - 1 den. Pfed osetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii
KT.

Obrazek ¢. 9: Fotografie rostlin ¢iroku péstovanych 19 dni pri KT. a) genotyp ,,01Z1800012¢, b)
genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK X.

Obrazek ¢. 10: Fotografie rostlin ¢iroku vystavenych pisobeni otuZovaci a nasledné stresové teploty.
a) genotyp ,,01Z1800012%, b) genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK X. Osetieni rostlin: VOT + VST:
VOT - 4 dny; VST 4 dny; KT — 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pri KT.
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Obrazek ¢. 11: Fotografie porovnavajici kontrolni rostliny ¢iroku s rostlinami vystavenymi pusobeni
otuZovaci teploty. Experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oetfeni rostlin a genotypy: a) KT — 4 dny,
genotyp ,,Ruzrok®; b) KT — 4 dny, genotyp ,,01Z21800012%; ¢) VOT - 4 dny, genotyp ,,Ruzrok*; d) VOT -
4 dny, genotyp ,,01Z1800012%. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT.

V listech 1 stoncich rostlin obou genotypti ¢iroku byla v pribéhu vystaveni VOT
nasledované VST patrnd tendence ke zvySovani podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti
vzorku oproti kontrole (Graf €. 6). Po ukonceni VST a pteneseni rostlin do KT se rozdily mezi
oSetfenymi rostlinami a kontrolou témét vyrovnaly a 4. den po pieneseni do KT se ani jeden
z oSetfenych genotypt vyznamné nelisil od kontrolnich rostlin (Graf €. 7). Grafy znazorujici
rozdil oSettenych rostlin v podilu susiny na celkové hmotnosti vzorku proti kontrole ze vSech

odbért (viz tabulka €. x v kapitole Materidl a metody) jsou umistény v ptiloze.
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Graf¢. 6: Vliv otuZovaci a stresové teploty na podil hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku listi
a stonkii rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X.
Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT — 2 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST - 1 den. Pied oSetfenim byly
rostliny péstovany 17 dni pti KT. Chybové usecky zndzornuji smerodatnou odchylku podilu hmotnosti
susiny na celkové hmotnosti vzorku. Riznd pismena nad sloupci zna¢i statisticky vyznamny rozdil v podilu
hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku na hladin€ vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n = 6.
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Graf¢. 7: Vliv otuZovaci a stresové teploty na podil hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku listi
a stonku rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X.
Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT — 7 dnti; V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pted
oSetienim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové tisecky znazornuji smérodatnou odchylku podilu
hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku. Rlizna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny
rozdil v podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku na hladiné vyznamnosti a = 0,05; One-Way

ANOVA; n=6.

V tomto experimentu byl stanoven pomér hmotnosti suSiny podzemni a nadzemni ¢ésti
(R/S — root/shoot). Kviili velké variabilité ve zjiSténych hodnotach R/S zplsobené velkym
rozptylem hmotnosti susSiny kofent u jednotlivych variant nebylo mozné z vysledki vyvodit
7zadné zavéry. Dlvodem velkého rozptylu hmotnosti suSiny kofenil je nejspi§ nevhodnost
zvolené metodiky (promyvani kofenl) pro substrat obsahujici velké mnoZstvi organickych

zbytk.

Hodnota osmotického potencidlu pletiva listu u kontrolnich rostlin se v prib&hu

experimentu neménila (viz Graf €. 14, 15). U rostlin obou genotypl vystavenych 4 dniim
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otuzovaci teploty doslo k vyznamnému snizeni hodnoty osmotického potencidlu proti kontrole.
Pfi nasledném vystaveni stresové teploté si rostliny udrzovaly stile podobnou hodnotu
osmotického potencialu, kterd se zvysila az 4. den po ukonceni pisobeni VST a kultivaci v KT
(viz Grafy ¢. 8-12). Hodnotu osmotického potencidlu pletiva listu u kontrolnich i oSetfenych
rostlin v pribéhu experimentu dale zobrazuji Grafy ¢. 14 (genotyp ,,Ruzrok®) a 15 (genotyp
,01Z1800012). Ke snizeni hodnoty osmotického potencidlu doslo i v pletivu listu rostlin

ptenesenych z KT rovnou do VST (viz Graf ¢. 13).
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Graf ¢. 8: Vliv otuZovaci teploty na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin ¢iroku. a)
genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty o3etfeni
rostlin: KT - 2 dny; VOT - 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pti KT. Chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku hodnoty osmotického potencialu pletiva listu. Rtizna pismena nad sloupci
znadi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladin€¢ vyznamnosti a = 0,05; One-Way
ANOVA; n = 3, varianta ,,b) VOT“ n=2.
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Graf ¢. 9: Vliv otuZovaci a stresové teploty na hodnotu osmotického potenciilu pletiva listu rostlin
¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetfeni rostlin: KT - 2 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17
dni pii KT. Chybové useCky znazoriiuji smeérodatnou odchylku hodnoty osmotického potencialu pletiva
listu. Rizna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladiné
vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n= 3.
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Graf ¢. 10: Vliv otuZovaci a stresové teploty na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin
giroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetieni rostlin: KT - 3 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17
dni pfi KT. Chybové usecky znazorniuji smérodatnou odchylku hodnoty osmotického potencidlu pletiva
listu. Rtizna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladiné
vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n=3.
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Graf ¢. 11: Vliv otuZovaci a stresové teploty na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin
¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
osetfeni rostlin: KT - 4 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny, KT — 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny
péstovany 17 dni pfi KT. Chybové usecky znazoriiuji smérodatnou odchylku hodnoty osmotického
potencialu pletiva listu. Rtizna pismena nad sloupci znaéi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
sacharidi na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n= 3.
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Graf ¢. 12: Vliv otuZovaci a stresové teploty na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin
¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetfeni rostlin: KT — 7 dnd; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny, KT — 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny
péstovany 17 dni pfi KT. Chybové usecky znazornuji smerodatnou odchylku hodnoty osmotického
potencialu pletiva listu. Rizna pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
sacharidi na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n = 3, varianta ,,b) VOT + VST“ n= 2.
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Graf ¢. 13: Vliv stresové teploty na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin ¢iroku. a)
genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty o3etfeni
rostlin: KT — 0 dndi; VST: - 1 den. Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku hodnoty osmotického potencialu pletiva listu. Rtizna pismena nad sloupci
znadi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladiné vyznamnosti a = 0,05; One-Way
ANOVA; n =3, varianta ,,b) VST“ n=2.
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Graf ¢. 14: Vliv otuZovaci a stresové teploty na hodnotu osmotického potencidalu pletiva listu rostlin
giroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK X. Osa x znazorfiuje prib&h experimentu. Oranzové
body — varianta KT — 12 dnil; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed
oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky znazoriiuji smérodatnou odchylku
hodnoty osmotického potencidlu pletiva listu. n = 3.
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Graf ¢. 15: Vliv otuzovaci a stresové teploty na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin
¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Osa x znézorfiuje prib&h experimentu. Oranzové
body — varianta KT — 12 dntl; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed
oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku
hodnoty osmotického potencialu pletiva listu. n = 3, varianta ,,4. den otuzovani“ a ,,4. den pii KT“ n=2.

Celkovy obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin obou genotypl se
statisticky vyznamné zvysil proti kontrole po 4 dnech péstovani pii VOT (Graf €. 16). ZvySeni
tohoto parametru v listech a stonku rostlin obou genotypi bylo statisticky vyznamné jesté 1. a
4. den pti VST (Grafy ¢. 18, 20). Po ukonceni stresu a péstovani pii KT (1. a 4. den KT) jiz

v tomto parametru v listech ani ve stonku nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil proti
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kontrole (Grafy ¢. 22, 24). Celkovy obsah rozpustnych sacharidii v listech kontrolnich rostlin
byl v pribé¢hu experimentu pomérné stabilni u obou genotypii (Grafy ¢. 28, 29). V tomto
experimentu doslo i ke zméndm v podilu jednotlivych rozpustnych sacharidii na celkovém
obsahu rozpustnych sacharidt v listech nebo stonku rostlin. Konkrétné ve stonku rostlin obou
genotypi je 4. den pti VOT, 1. den pii VST a 4. den pti VST patrné snizeni podilu fruktosy na
celkovém obsahu rozpustnych sacharidii oproti kontrole, které je kompenzovano zvySenim
podilu sacharosy (Grafy €. 17, 19, 21). Dale je 4. den pti VST a nasledujici dny pti KT v listech
osetfenych rostlin obou genotypli ve srovnani s kontrolou patrna tendence ke snizeni podilu
sacharosy a zvySeni podilu glukosy a fruktosy na celkovém obsahu rozpustnych sacharidi
(Grafy €. 21, 23, 25). U rostlin obou genotypu pienesenych z KT piimo do VST nedoslo po 1
dni pti VST k vyznamné zmén€ v celkovém obsahu rozpustnych sacharid (Graf €. 26). Pti
tomto oSetieni je ve stonku rostlin obou genotypti a v listech genotypu ,,01Z1800012 patrny
trend ke snizeni podilu glukosy a fruktosy a zvySeni podilu sacharosy na celkovém obsahu
rozpustnych sacharida proti kontrole (Graf ¢. 27). V tomto (a nékolika dalSich experimentech)
nebyla kvantifikace mnozstvi inositolu a sacharidu komigrujiciho s rafinosou mozna kvtili
interferujicim latkdm na pozadi, proto zde nejsou uvedeny. To plati i pro latku s retenénim

c¢asem (RT) 24,9 v experimentech in vitro.
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Graf ¢. 16: Vliv otuZovaci teploty na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin ¢iroku. a)
genotyp ,,Ruzrok, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oSetieni
rostlin: KT - 2 dny; VOT - 4 dny. Pied oSetienim byly rostliny péstovany 17 dni pfi KT. Chybové tsecky
znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidd. Riizna pismena nad sloupci znaci statisticky
vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidi na hladiné vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n =
6.
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Graf & 17: Vliv otuZovaci teploty na podil jednotlivych sacharidii na celkovém obsahu sacharidii
v listech a stonku rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok*, b) genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK
X. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT - 2 dny; VOT - 4 dny. Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 17

dni pii KT. n= 6.
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Graf ¢. 18: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin
¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetieni rostlin: KT - 2 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17
dni pti KT. Chybové tisecky znazornuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidii. Rlizna pismena
nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladin€ vyznamnosti a =
0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf ¢. 19: Vliv otuZovaci a stresové teploty na podil jednotlivych sacharidii na celkovém obsahu
sacharidi v listech a stonku rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%,
experiment CIROK X. Jednotlivé varianty ofetieni rostlin: KT - 2 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 1 den.
Ped oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. n = 6.
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Graf €. 20: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin
¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetieni rostlin: KT - 3 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17
dni pti KT. Chybové tisecky znazornuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidil. Rtizna pismena
nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladiné vyznamnosti o =
0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf ¢. 21: Vliv otuzovaci a stresové

teploty na podil jednotlivych sacharidd na celkovém obsahu
sacharidi v listech a stonku rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%,
experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oSetieni rostlin: KT - 3 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny.
Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. n = 6.
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Graf €. 22: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin
¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetieni rostlin: KT - 4 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny, KT — 1 den. Pfed oSetienim byly rostliny
péstovany 17 dni pii KT. Chybové ise¢ky znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharida.
Riznad pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladiné
vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf ¢&. 23: Vliv otuZovaci a stresové teploty na podil jednotlivych sacharidi na celkovém obsahu
sacharidua v listech a stonku rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012¢%,
experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oietieni rostlin: KT - 4 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny,
KT —1 den. Pfed osetienim byly rostliny péstovany 17 dni pfi KT. n= 6.
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Graf €. 24: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah rozpustnych sacharidi v listech a stonku rostlin
giroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty
oSetfeni rostlin: KT - 7 dnti; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny, KT — 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny
péstovany 17 dni pii KT. Chybové tisecky znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidi.
Rizna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladin¢
vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf ¢. 25: Vliv otuZovaci a stresové teploty na podil jednotlivych sacharidi na celkovém obsahu
sacharidi v listech a stonku rostlin Ciroku. a) genotyp , Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012¢,
experiment CIROK X. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin: KT - 7 dnti; V+V: VOT - 4 dny, VST — 4 dny,
KT — 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. n= 6.
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Graf €. 26: Vliv stresové teploty na obsah rozpustnych sacharidu v listech a stonku rostlin ¢iroku. a)
genotyp ,,Ruzrok*, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty o3etieni
rostlin: KT — 0 dnii; VST — 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 21 dni pfi KT. Chybové Gsecky
znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidi. Riznd pismena nad sloupci znaci statisticky
vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharid na hladiné vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n =

6.
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Graf ¢. 27: Vliv stresové teploty na podil jednotlivych sacharidi na celkovém obsahu sacharida
v listech a stonku rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK
X. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT — 0 dn(i; VST — 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany
21 dni pfi KT. n=6.
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Graf ¢. 28: Vliv otuZovaci a stresové teploty na celkovy obsah rozpustnych sacharidi v listech rostlin
giroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK X. Osa x znizorfiuje pribéh experimentu. Oranzové
body — varianta KT — 12 dnil; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed
oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku
celkového obsahu sacharidii. n = 6.
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Graf ¢. 29: Vliv otuZovaci a stresové teploty na celkovy obsah rozpustnych sacharidi v listech rostlin
¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK X. Osa x znazorfiuje priibéh experimentu. Oranzové
body — varianta KT — 12 dnti; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed
oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky zndzornuji smérodatnou odchylku
celkového obsahu sacharidii. n = 6.

Dalsi sledovanou charakteristikou byl obsah prolinu v listech rostlin. Po vystaveni
rostlin otuZovaci teploté se obsah prolinu zvysil (viz Graf ¢. 30) a udrzoval na podobné urovni
1 po vystaveni stresové teploté (viz Grafy ¢. 31, 32). Po ukonceni stresu (genotyp
,01Z1800012%) a prvnim dnu péstovani pii KT (genotyp ,,Ruzrok®) se u oSetfenych rostlin

obsah prolinu zacal snizovat (viz Grafy €. 33, 34). Na Grafech ¢. 36 a 37 je zndzornén obsah
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prolinu v listech rostlin v prib&hu experimentu ve srovnani s kontrolou (Graf ¢. 36 — genotyp
,»Ruzrok®, Graf ¢. 37 - genotyp ,,01Z1800012%). U rostlin ptenesenych z KT do VST je po 1

dnu patrnd tendence ke zvySeni obsahu prolinu pouze u genotypu ,,Ruzrok* (viz Graf ¢. 35).
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Graf ¢. 30: Vliv otuZovaci teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok®, b)
genotyp ,,0121800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin: KT - 2 dny; VOT -
4 dny. Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pti KT. Smésny vzorek z 12 rostlin.
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Graf €. 31: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. a) genotyp
»Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT -
2 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST - 1 den. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Smésny
vzorek z 12 rostlin.
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Graf ¢. 32: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. a) genotyp
»Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin: KT -
3 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Smésny
vzorek z 12 rostlin.
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Graf ¢. 33: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. a) genotyp
»Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT -
4 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 1 den. Pfed oSetienim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT.
Smésny vzorek z 12 rostlin.
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Graf ¢&. 34: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. a) genotyp
,»Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty o$etieni rostlin: KT -
7 dnti; V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT.
Smésny vzorek z 12 rostlin.
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Graf & 35: Vliv stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok*, b)
genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oSetieni rostlin: KT — 0 dnii; VST —

1 den. Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 21 dni pti KT. Smésny vzorek z 12 rostlin.
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Graf ¢. 36: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. Genotyp
,»Ruzrok®, experiment CIROK X. Osa x znazorfiuje priibdh experimentu. Oranzové body — varianta KT —
12 dnti; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed oSetienim byly rostliny
péstovany 17 dni pti KT. Smésné vzorky z 12 rostlin.
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Graf ¢. 37: Vliv otuZovaci a stresové teploty na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. Genotyp
,01Z1800012¢, experiment CIROK X. Osa x znazorfiuje prib&h experimentu. Oranzové body — varianta
KT - 12 dnti; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed oSetfenim byly
rostliny péstovany 17 dni pti KT. Smésné vzorky z 12 rostlin.

Velikost listové plochy u rostlin péstovanych 4 dny pii VOT byla ve srovnani s
kontrolou statisticky vyznamné niz§i pouze u genotypu ,,01Z1800012“ (Graf ¢. 38). Po
nasledujicim vystaveni rostlin 4 dnim VST jiz byla velikost listové plochy statisticky
vyznamn¢ niz$i proti kontrole u obou genotypti (Graf ¢. 39). To se nezménilo ani po ukonceni
VST a kultivaci rostlin 4 dny pii KT (Graf ¢. 40). Tyto vysledky jsou shrnuty v Grafech ¢. 41
a42.

140 140 A
120 E 120
[&] Q
= 100 A = 100
< 80 A _g 80 B
o
2 60 2 60
'S 40 s 40
2 20 e 20
8 Rz
0 =0
a KT VOT b KT VOT

Graf ¢. 38: Vliv otuZovaci teploty na velikost listové plochy rostlin ¢iroku. a) genotyp ,,Ruzrok*, b)
genotyp ,,0121800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin: KT - 2 dny; VOT -
4 dny. Pred oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové usecky zndzoriuji smérodatnou
odchylku velikosti listové plochy. Rlizna pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil velikosti
listové plochy na hladin€ vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n= 4.
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Graf ¢ 39: Vliv otuZovaci a stresové teploty na velikost listové plochy rostlin ¢iroku. a) genotyp
»Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin: KT -
3 dny; V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT. Chybové
usecky zndzorfiuji smérodatnou odchylku velikosti listové plochy. Riznd pismena nad sloupci znaci
statisticky vyznamny rozdil velikosti listové plochy na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA;
n=4.
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Graf ¢. 40: Vliv otuZovaci a stresové teploty na velikost listové plochy rostlin ¢iroku. a) genotyp
»Ruzrok“, b) genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK X. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: KT -
7 dnti; V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT - 4 dny. Pied oSetfenim byly rostliny péstovany 17 dni pii KT.
Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku velikosti listové plochy. Riizna pismena nad sloupci
znadi statisticky vyznamny rozdil velikosti listové plochy na hladiné vyznamnosti a = 0,05; One-Way
ANOVA; n=4.
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Graf ¢. 41: Vliv otuZovaci a stresové teploty na velikost listové plochy rostlin ¢iroku. Genotyp
,»Ruzrok®, experiment CIROK X. Osa x znazorfiuje priibdh experimentu. Oranzové body — varianta KT —
12 dn@i; modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pted oSetienim byly rostliny
péstovany 17 dni pti KT. Chybové tsecky znazornuji smérodatnou odchylku velikosti listové plochy; n = 4.
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Graf ¢. 42: Vliv otuzovaci a stresové teploty na listovou plochu rostlin ¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012¢,
experiment CIROK X. Osa x znazorfiuje priibéh experimentu. Oranzové body — varianta KT — 12 dni;
modré body - varianta V+V: VOT - 4 dny, VST - 4 dny, KT — 4 dny. Pfed oSetfenim byly rostliny péstovany
17 dni pti KT. Chybové usecky znazoriuji smeérodatnou odchylku velikosti listové plochy; n =4.

Rostliny pted zacatkem otuZovani byly ve stadiu vyvijejiciho se 3. pravého listu, coz
se béhem 4 dnti pii VOT nezménilo. Pfislusnd kontrola (na zakladé SET) k 4. dnu VOT m¢la
Jiz vétSinou 3. pravy list pln€ vyvinuty. Na konci VST byly rostliny stéle ve stadiu vyvijejiciho
se 3. pravého listu, u rostlin pfislusné kontroly jiZz zacinal prorlstat 4. pravy list. Stresované

rostliny mély po ukonceni stresu a péstovani 4 dny pii KT plné vyvinuty 3. pravy list a u
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nékterych jiz prorustal 4. pravy list. Rostliny ptislusné kontroly jiz mély plné€ vyvinuty 4. pravy
list. Odebiran byl 2. pravy list.

Béhem tohoto experimentu doslo k zdvad¢ na spinaci svétla v kultiva¢ni mistnosti, kde
byly péstovany rostliny v otuzovaci teploté. Neni mozné vyloucit, ze tyto rostliny byly kvili
zavade¢ vystaveny kontinudlnimu osvétleni po dobu tii nasledujicich dnti a noci. K vysledkiim
tohoto experimentu (kromé varianty, ve které byly rostliny preneseny z KT rovnou do VST) je
proto tfeba pfistupovat opatrné a pocitat s tim, Ze mohou byt pisobenim kontinualniho

osvétleni vyznamné ovlivnény.

4. 2. Experimenty in vitro

Cilem téchto experimentll bylo ovétit chovani rostlin pi1 plisobeni stresovych faktora
v kontrolovanych podminkéach. Vzhledem k typické stavbé téla trav se osvédcila kultivace

v Sirokych zkumavkach (délka 20 cm, primér 3 cm) uzavienych priihlednou folii (Obr. €. 12).

Odbéry v téchto experimentech probihaly z devitidennich (CIROK VII a XV) nebo
desetidennich (CIROK V, VI, VIII, IX, X, XI, XII, XIII a XIV) rostlin. VétSina rostlin byla ve
fazi plné vyvinutého 1. pravého listu (ktery byl odebiran), ptipadné se u nékterych jedinct

zaCinal vyvijet 2. pravy list.

Obr. ¢. 12: Fotografie rostliny ¢iroku
péstované 10 dni.. Genotyp ,,Ruzrok*,
experiment CIROK VI. Rostlina byla

péstovana na MS médiu s 3% sacharosou.

56



4. 2. 1. Vybér metody sterilizace obilek

Cilem experimentti CIROK III a IV bylo vybrat vhodny postup sterilizace obilek
zajistujici co nejvyssi pocet vyklicenych obilek bez kontaminace, které zaroven nejsou
poskozené pftili§ silnou sterilizaci. Sterilizaci u ¢iroku komplikuje fakt, ze obilky jsou kryty
pluchami pouze c¢éastecné, coz umoziuje prunik kontaminace k obilkdm. V téchto
experimentech bylo vyuzito osivo Ciroku sklizené ve dvou nésledujicich rocich, coz mélo téz
vliv na mnoZzstvi kontaminovanych obilek. Podil vyklicenych obilek bez kontaminace a
morfologickych abnormalit vii¢i celkovému poétu obilek v experimentech CIROK III, TV a

nékolika dalSich experimentech je uveden v Tabulce €. 8

Experiment Podil pouzitelnych obilek
CIROK III 13 %
CIROK IV 23 %
CIROK V 55 %
CIROK VI 72 %
CIROK VII 75 %
CIROK VIII 65 %

Tabulka €. 8: Podil vykli¢enych obilek bez kontaminace a morfologickych abnormalit vii¢i celkovému
poctu sterilizovanych obilek

4. 2. 2. Vliv osmotického stresu na podil susiny na celkové hmotnosti a sacharidovy

metabolismus rostlin ciroku

V experimentech CIROK V, VI, XI a XII byl testovan vliv osmotického stresu na podil
hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku a na obsah a zastoupeni rozpustnych sacharidt
v listech a stonku rostlin. Krom& toho byl v experimentu CIROK VI stanovovan pomér
hmotnosti podzemni a nadzemni ¢asti rostliny. Osmoticky stres byl vyvolan pfidani PEG 4000
do média. V experimentech CIROK V a VI byl pouzit genotyp ,,Ruzrok®, v experimentech
CIROK XI a XII genotyp ,,01Z1800012%,

Podil hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku byl u rostlin obou genotypt
vystavenych osmotickému stresu statisticky vyznamné vyS$si oproti kontrole v ptipad¢ vzorki

odebranych ze stonku (Grafy €. 43, 44). V ptipadé vzorkl odebranych z listu byl tento parametr
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u obou genotypt statisticky vyznamné vyssi vzdy pouze v jednom ze dvou experimentt (Grafy

€. 43 a, 44 b). V druhé poloving experimentl je patrnd tendence ke zvyseni podilu, kterd vSak

diky vysokému rozptylu stanovenych hodnot neni statisticky prukazna (Grafy ¢. 43 b, 44 a).
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Graf ¢. 43: Vliv osmotického stresu na podil hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku listi a
stonki rostlin ¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, a) experiment CIROK V; b) experiment CIROK VI.
Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybové usecky
znédzoriyji smérodatnou odchylku podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku. Riizn4 pismena
nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidi na hladin€ vyznamnosti a =
0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf ¢. 44: Vliv osmotického stresu na podil hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku listi a
stonki rostlin ¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012%, a) experiment CIROK XI; b) experiment CIROK XII.
Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku podilu hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku. Rlizna pismena
nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidii na hladin€¢ vyznamnosti a =

0,05; One-Way ANOVA; n= 6.

V experimentu CIROK VI byl stanoven pomér hmotnosti susiny podzemni a nadzemni
¢asti. U rostlin péstovanych na MS médiu s pfidanym PEG byla patrnd mirnd tendence ke

zvySeni hodnoty R/S.
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Celkovy obsah rozpustnych sacharidt v listech se u stresovanych rostlin obou genotypt
statisticky vyznamné zvysil proti kontrole v piipad¢ vSech experimentti (Grafy €. 45 a, 46 a,
47 a, 48 a). Ke zvyseni obsahu sacharidl u stresovanych rostlin doslo i ve stonku, statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrole byl oviem zjitén pouze v experimentu CIROK VI
provedeném na genotypu ,,Ruzrok® (Grafy ¢. 45 a, 46 a, 47 a, 48 a). Podil jednotlivych
sacharidd na celkovém obsahu se v pfipad¢ genotypu ,,Ruzrok* zasadn¢ neménil (Grafy €. 45
b, 46 b), zatimco u stresovanych rostlin genotypu ,,01Z1800012* se ptiblizné dvakrat zvysil
podil fruktosy na celkovém obsahu rozpustnych sacharidi v listech (Grafy ¢. 47 b, 48 b).
V experimentech in vitro byl v sacharidovém spektru stabilné identifikovan peak o reten¢nim

¢asu 24,9 minut, ktery nekomigroval s Zzadnym z dostupnych obvyklych sacharidi.
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Graf ¢. 45: Vliv osmotického stresu na obsah (a) a zastoupeni (b) rozpustnych sacharidu v listech a
stonku rostlin &iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK V. Jednotlivé varianty o3etieni rostlin:
K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku celkového
obsahu sacharidi. Riznd pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
sacharidii na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf ¢. 46: Vliv osmotického stresu na obsah (a) a zastoupeni (b) rozpustnych sacharidi v listech a
stonku rostlin &iroku. Genotyp ,,Ruzrok*, experiment CIROK VI. Jednotlivé varianty osetfeni rostlin:
K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybov¢ usecky znazornuji smérodatnou odchylku celkového
obsahu sacharidii. Rznd pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
sacharidii na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n= 6.
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Graf €. 47: Vliv osmotického stresu na obsah (a) a zastoupeni (b) rozpustnych sacharidi v listech a
stonku rostlin ¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012%, experiment CIROK XI. Jednotlivé varianty o3etfeni
rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku
celkového obsahu sacharidii. Rlizna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu

celkovych sacharidti na hladiné vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n = 6.
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Graf ¢. 48: Vliv osmotického stresu na obsah (a) a zastoupeni (b) rozpustnych sacharidi v listech a
stonku rostlin ¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012¢, experiment CIROK XII. Jednotlivé varianty oSetfeni
rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku
celkového obsahu sacharidi. Riznd pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu
celkovych sacharidli na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n = 6.

4. 2. 3. Vliv osmotického stresu na osmoticky potencial a obsah prolinu v listech rostlin ciroku

Cilem experimenttt CIROK VIII, IX, XIII a XIV bylo zjistit vliv osmotického stresu na
obsah prolinu v listech rostlin. Kromé toho byl v experimentech CIROK VIII a CIROK IX
stanovovan osmoticky potencial pletiva listu. Osmoticky stres byl vyvolan ptidani PEG do
média. Experimenty CIROK VIII a IX byly provedeny na rostlinich genotypu ,,Ruzrok®,
experimenty CIROK XIII a CIROK XIV na rostlinach genotypu ,,01Z1800012¢.

Stresované rostliny se v experimentech CIROK VIII a CIROK IX vyznamné neligily
v hodnoté osmotického potencialu pletiva listu od kontroly, pouze v experimentu CIROK VIII

je patrnd tendence ke snizeni hodnoty osmotického potencialu u stresovanych rostlin proti

kontrole (Graf ¢. 49).
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Graf ¢. 49: Vliv osmotického stresu na hodnotu osmotického potencialu pletiva listu rostlin ¢iroku.
Genotyp ,,Ruzrok*, a) experiment CIROK VIII; b) experiment CIROK IX. Jednotlivé varianty odetieni
rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Chybové usecky znazortiuji smérodatnou odchylku
hodnoty osmotického potencialu v pletivu listu, riznd pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil
v hodnoté osmotického potencialu pletiva listu na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n=3.

Mezi rostlinami v jednotlivych experimentech byly pomérné velké rozdily v obsahu
prolinu v listech. Ve vSech experimentech je ovSem patrna tendence ke zvyseni obsahu prolinu

u stresovanych rostlin oproti kontrole (Graf ¢. 50, 51).
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Graf €. 50: Vliv osmotického stresu na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok*, a)
experiment CIROK VIII; b) experiment CIROK IX. Jednotlivé varianty oSetieni rostlin: K: MS médium,
P: MS médium + 7,5% PEG. Smésny vzorek z 30 rostlin, primér ze 2 technickych replikati.
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Graf ¢. 51: Vliv osmotického stresu na obsah prolinu v listech rostlin ¢iroku. Genotyp ,,01Z1800012%,
a) experiment CIROK XIII; b) experiment CIROK XIV. Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: K: MS
médium, P: MS médium + 7,5% PEG. Smésny vzorek z 30 rostlin.

4. 2. 3. Vliv kombinace osmotického stresu a nocniho chladu na podil hmotnosti susiny na

celkové hmotnosti a sacharidovy metabolismus rostlin ciroku

Experimenty CIROK VII a XV byly zaméfeny na zjisténi vlivu osmotického stresu,
noc¢niho chladu a kombinace téchto stresovych faktorii na rostliny ¢iroku genotypu ,,Ruzrok*.
Sledované charakteristiky byly podil hmotnosti susiny na celkové hmotnosti vzorku, obsah a
zastoupeni rozpustnych sacharidii a v experimentu CIROK VII pomér hmotnosti susiny

podzemni a nadzemni ¢asti.

V obou experimentech se v podilu hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku listu
lisila od kontroly pouze varianta vystavena kombinovanému stresu (viz Graf ¢. 35 a 36).
V piipadé vzorku stonku se v experimentu CIROK VII liila od kontroly opét pouze varianta
vystavena kombinovanému stresu (viz Graf &. 35), v experimentu CIROK XV se od kontroly
odligovaly obé varianty vystavené no¢nimu chladu (viz Graf ¢&. 36). V experimentu CIROK
VII byl déle stanoven pomér hmotnosti suSiny podzemni a nadzemni ¢asti. U varianty ,,P* byla
patrnd mirna tendence ke zvysSeni R/S proti kontrole u variant ,,CH* a ,,P+CH* byla tato

tendence vyrazngjsi.
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Graf €. 52: Vliv osmotického stresu, no¢niho chladu a jejich kombinace na podil hmotnosti suSiny na
celkové hmotnosti vzorku listii a stonki rostlin ¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok*, experiment CIROK VII.
Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG, CH: MS médium +
pusobeni noc¢niho chladu 10 °C tii po sob¢€ nasledujici noci, P+CH: MS médium + 7,5 % PEG + ptisobeni
noc¢niho chladu 10 °C tfi po sobé nasledujici noci. Chlad byl aplikovan na 6 dni staré rostliny pienesené 3
dny po vysevu na MS médium (var. K, CH) nebo MS médium s PEG (var. P, P+CH). Chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidii. Riizna pismena nad sloupci znaci statisticky
vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidi na hladiné vyznamnosti o = 0,05; One-Way ANOVA; n =
6.
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Graf ¢. 53: Vliv osmotického stresu, no¢niho chladu a jejich kombinace na podil hmotnosti suSiny na
celkové hmotnosti vzorku listii a stonkii rostlin &iroku. Genotyp ,,Ruzrok*, experiment CIROK XV.
Jednotlivé varianty oSetfeni rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG, CH: MS médium +
pusobeni noc¢niho chladu 10 °C tii po sobé nasledujici noci, P+CH: MS médium + 7,5 % PEG + ptisobeni
nocniho chladu 10 °C tfi po sob¢ nasledujici noci. Chlad byl aplikovan na 6 dni staré rostliny pienesené 3
dny po vysevu na MS médium (var. K, CH) nebo MS médium s PEG (var. P, P+CH). Chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku celkového obsahu sacharidi. Riizna pismena nad sloupci znaci statisticky
vyznamny rozdil v obsahu celkovych sacharidti na hladin€ vyznamnosti a = 0,05; One-Way ANOVA; n=
3.

Celkovy obsah rozpustnych sacharidl v listech se proti kontrole statisticky vyznamné

zvysil u rostlin vystavenych kombinovanému stresu v obou experimentech (Grafy ¢. 54, 56).
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V experimentu CIROK VII se v tomto parametru od kontroly statisticky vyznamné odliSovaly
jeste rostliny vystavené samotnému ptisobeni chladu (Graf €. 54). V obou experimentech byl
celkovy obsah rozpustnych sacharida v listech rostlin varianty ,,P+CH* statisticky vyznamné
vys$$i nez obsah sacharidii v listech rostlin ostatnich variant (Grafy ¢. 54, 56). Ve stonku
stresovanych rostlin doslo téz ke zvySeni celkového obsahu rozpustnych sacharidii proti
kontrole, a to u varianty ,,P+CH* v experimentu CIROK VII a ,,CH* v experimentu CIROK
XV (Grafy €. 54, 56). V obou experimentech je proti kontrolnim rostlindm patrny trend ke
zvySeni poméru glukosy vici sacharose ve stoncich rostlin varianty ,,CH (Grafy ¢. 55, 57).
Dale je v listech rostlin vystavenych kombinovanému stresu proti kontrole patrny mirny trend
ke zvySeni podilu glukosy a fruktosy na celkovém obsahu rozpustnych sacharidi, ktery je
kompenzovan snizenim podilu sacharidu ,,RT 24,9 (experiment CIROK VII, Graf ¢. 55) nebo
sacharosy (experiment CIROK X, Graf &. 57).
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Graf ¢. 54: Vliv osmotického stresu, nocniho chladu a jejich kombinace na obsah rozpustnych
sacharidi v listech a stonku rostlin ¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK VII. Jednotlivé
varianty oSetfeni rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG, CH: MS médium + pisobeni
no¢niho chladu 10 °C tfi po sobé& nasledujici noci, P+CH: MS médium + 7,5 % PEG + pasobeni no¢niho
chladu 10 °C tfi po sob¢ nasledujici noci. Chlad byl aplikovan na 6 dni staré rostliny pfenesené 3 dny po
vysevu na MS médium (var. K, CH) nebo MS médium s PEG (var. P, P+CH). Chybové isecky znazornuji
smérodatnou odchylku celkového obsahu rozpustnych sacharidd. Riiznd pismena nad sloupci znaci
statisticky vyznamny rozdil v celkovém obsahu rozpustnych sacharidii na hladiné vyznamnosti a = 0,05;
One-Way ANOVA; n=6.
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Graf ¢ 55: Vliv osmotického stresu, nocniho chladu a jejich kombinace na podil jednotlivych
rozpustnych sacharidi na celkovém obsahu rozpustnych sacharidii v listech a stonku genotypu rostlin
¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok*, experiment CIROK VII. Jednotlivé varianty osetien rostlin: K: MS médium,
P: MS médium + 7,5% PEG, CH: MS médium + ptsobeni no¢niho chladu 10 °C tfi po sob& nasledujici
noci, P+CH: MS médium + 7,5 % PEG + ptisobeni no¢niho chladu 10 °C tfi po sob¢ nasledujici noci. Chlad
byl aplikovan na 6 dni staré rostliny pienesené 3 dny po vysevu na MS médium (var. K, CH) nebo MS
médium s PEG (var. P, P+CH). n= 6.
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Graf ¢. 56: Vliv osmotického stresu, no¢niho chladu a jejich kombinace na obsah rozpustnych
sacharidi v listech a stonku rostlin ¢iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK XV. Jednotlivé
varianty oSetfeni rostlin: K: MS médium, P: MS médium + 7,5% PEG, CH: MS médium + plsobeni
nocniho chladu 10 °C tfi po sobé nasledujici noci, P+CH: MS médium + 7,5 % PEG + plsobeni no¢niho
chladu 10 °C tfi po sobé nasledujici noci. Chlad byl aplikovan na 6 dni star¢ rostliny pfenesené 3 dny po
vysevu na MS médium (var. K, CH) nebo MS médium s PEG (var. P, P+CH). Chybové Gsecky znazornuji
smérodatnou odchylku celkového obsahu rozpustnych sacharidd. Riiznd pismena nad sloupci znaci
statisticky vyznamny rozdil v celkovém obsahu rozpustnych sacharidii na hladiné vyznamnosti a = 0,05;
One-Way ANOVA; n = 3, varianta ,,stonek P+CH*“ n=2.
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Graf ¢ 57: Vliv osmotického stresu, no¢niho chladu a jejich kombinace na podil jednotlivych
rozpustnych sacharidi na celkovém obsahu rozpustnych sacharidi v listech a stonku genotypu rostlin
&iroku. Genotyp ,,Ruzrok®, experiment CIROK XV. Jednotlivé varianty o$etieni rostlin: K: MS médium,
P: MS médium + 7,5% PEG, CH: MS médium + plsobeni no¢niho chladu 10 °C tfi po sob& nasledujici
noci, P+CH: MS médium + 7,5 % PEG + ptisobeni no¢niho chladu 10 °C tfi po sob¢ nasledujici noci. Chlad
byl aplikovan na 6 dni staré rostliny pienesené 3 dny po vysevu na MS médium (var. K, CH) nebo MS
médium s PEG (var. P, P+CH). n = 6, varianta ,,stonek P+CH* n = 2.
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5. Diskuse

Reakce ciroku na pasobeni nizké teploty jsou po fyziologické strance v soucasnosti
pomérné¢ malo prozkoumdny, pficemz informace o reakcich na urovni sacharidového
metabolismu zcela chybi. Védomosti o odpovédi ¢iroku na rizné kombinace stresovych
faktord je publikovano jest¢ méné. Tato diplomova prace popisuje reakci mladych rostlin
¢iroku na plsobeni nizké teploty, nizsi dostupnost vody a jejich kombinaci, se zaméfenim na
reakce na trovni sacharidového metabolismu rostlin, které jsou davany do souvislosti s dal§imi
vybranymi fyziologickymi charakteristikami. Déle je diskutovan potencial zjiSténych reakci na

nizkou teplotu ve vztahu ke zvySeni odolnosti k naslednému ptisobeni chladu.

V ¢asti experimentil byly rostliny péstovany v klimatizovanych boxech v kvétina¢ich
v substratu. Tento zplsob kultivace se v ur€itych ohledech blizi péstovani v pfirozenych
podminkéch, a zaroven umoziiuje odfiltrovat vliv nahodnych jevt jako mnoZstvi dopadajiciho
slune¢niho zafeni nebo Uhrn srazek. Druhd ¢ast experimentli byla provedena na rostlinach
kultivovanych v kontrolovanych podminkach in vitro. Cilem téchto experimentii bylo potvrdit
robustnost trendi zjisténych v naddobovych experimentech s vylouenim faktort jako
variabilni sloZzeni pudy nebo pfitomnost dalSich organismt, které mohou reakci rostlin
vyznamn¢ ovlivnit. Pro ovéfeni obecnéjsi platnosti zjisténych reakci byly experimenty

provedeny na dvou genotypech Ciroku (,,Ruzrok*a ,,01Z1800012°).

5. 1. Reakce ¢iroku na nizsi dostupnost vody

Odpovéd’ ciroku na niz§i dostupnost vody byla zjiStovdna u mladych rostlin
pestovanych v podminkéch in vitro na tuhém MS médiu s pfidanym PEG 4000. Tento zptisob
navozeni niz8i dostupnosti vody byl zvolen vzhledem k nutnosti zajistit piisobeni stejné trovné
stresu ve vSech experimentech. Osmoticky stres se u obou pouzitych genotypll projevil
zvySenim podilu hmotnosti suSiny na celkové hmotnosti vzorku odebrané¢ho z rostliny.
V ptipadé této charakteristiky reagovaly oba genotypy srovnatelné, a to statisticky vyznamnym
zvySenim podilu hmotnosti suSiny stonku ve vSech provedenych experimentech, zatimco
v listech doSlo ke statisticky prukaznému zvySeni tohoto parametru pouze v poloviné
provedenych experimentli (ve druhé poloving experimentl byla ovSem patrna tendence ke
zvySeni podilu hmotnosti suSiny, ktera nebyla statisticky vyznamna diky velkému rozptylu

hodnot). Z téchto vysledki je mozné usuzovat, Ze zvolené genotypy ¢iroku se nijak vyrazné
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nelisi ve strategii hospodareni s vodou. Toto zjisténi je tieba brat v uvahu pfi interpretaci
dalsich vysledki, nebot jednotlivé genotypy Ciroku se mezi sebou v ramci hospodaieni
s vodou za sucha mohou vyznamné lisit. V pfedchozich studiich bylo zjisténo, ze u genotypt
oznacovanych jako anizohydrické dochazi béhem plisobeni sucha k vyraznému snizeni obsahu
vody v rostlin€, zatimco u genotypt izohydrickych se obsah vody zasadné neméni (Mutava et
al.,2011; Ogbaga et al., 2014; Qazi et al., 2014; Sutka et al., 2016; detailn¢ shrnuto v kapitole
2. 2. 1. Sucho).

Jednim z cilti téchto experimentti bylo zjistit, zda mladé stresované rostliny zareaguji
na snizenou dostupnost vody akumulaci kompatibilnich solutd, jak jiz bylo u rostlin ¢iroku
vystavenych suchu popsano dfive v literatufe (napt. Chen et al., 2015; Nxele et al., 2016;
Ogbaga et al., 2014; Pavli et al., 2013; Qazi et al., 2014; Zegada-Lizarazu et Monti, 2013). Co
se tyka rozpustnych sacharidi, tak v listech rostlin obou genotypt bylo ve vétS§in€¢ experimentt
zjisténo statisticky vyznamné zvySeni celkového obsahu rozpustnych sacharidii oproti
kontrole. Jedinou vyjimkou byl experiment CIROK VII, kde byl zji§tén pouze trend ke zvyseni
obsahu rozpustnych sacharidii. Zde je ovSem tieba brat v tivahu, Ze ptisobeni osmotického
stresu na rostliny v tomto experimentu bylo z technickych divodii o 1 den kratsi nez v ptipadé
ostatnich experimentti (10 dnil), a rostliny tak mély mén¢ Casu na akumulaci rozpustnych
sacharidii. Zjisténd akumulace rozpustnych sacharidi v listech je v souladu s vysledky
piedchozich studii, podobny jev v listech ¢iroku popisuji napt. Chen et al. (2015), Ogbaga et
al. (2014), Pavli et al. (2013) nebo Zegada-Lizarazu et Luna (2014). V piipadé stonku byl
celkovy obsah rozpustnych sacharidli oproti kontrole statisticky vyznamné vyssi jen v jednom
experimentu provedeném na genotypu ,,Ruzrok®. V ostatnich experimentech je u obou
genotypil patrnd pouze tendence ke zvySeni celkového obsahu rozpustnych sacharidii ve
stonku. Srovnani sjiz provedenymi studiemi poncékud komplikuje fakt, Ze v mych
experimentech byly vyuzity velmi mladé rostliny, zatimco v ostatnich studiich byl zjistovan
stav rozpustnych sacharidii ve stonku rostlin starSich. Qazi et al. (2014) popisuji zvySeni
koncentrace rozpustnych sacharidli ve Stave ziskané ze stonku u vétSiny z testovanych
genotypl vystavenych suchu po dobu 20 dni, pficemZ uvadi, ze u rostlin muselo dochéazet
k akumulaci rozpustnych sacharidl, protoze pouha ztrata vody k tak vyraznému zvySeni
koncentrace vést nemohla. Zegada-Lizarazu et Monti (2013) zjistili statisticky vyznamné
zvySeni celkového obsahu rozpustnych sacharidl ve stonku pouze u rostlin v generativni fazi
vystavenych 40 dnlim sucha, zatimco u mladSich rostlin nebo po kratsi dobé piisobeni sucha

(20 dnti) byla patrna pouze tendence ke zvyseni obsahu.
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Zajimavou otazkou feSenou v mych experimentech bylo, zda se na stresové reakci
popisovana sacharosa, glukosa a fruktosa. Sledovanim kompletniho spektra rozpustnych
sacharidl u ¢iroku se v minulosti zabyvala pouze jedna studie, ve které bylo zjiSténo napf.
zvySeni obsahu trehalosy, lyxosy, rafinosy a dal$ich rozpustnych sacharidii v listech rostlin
¢iroku (Pavli et al., 2013). Vzhledem k pouzité metodice stanoveni (citlivost detekce pouzitého
systétmu) v mych experimentech nicméné nebyl detekovan kromé sacharosy, glukosy a
fruktosy dalsi rozpustny sacharid, jehoz obsah by se za stresu vyznamné a opakované ménil.
To je mozné vysvétlit vyuZitim odlisné metodiky rozdéleni a detekce jednotlivych rozpustnych
sacharidii nez ve studii provedené Pavli et al. (2013), kde byl obsah jednotlivych rozpustnych
sacharidii stanovovan pomoci plynové chromatografie v kombinaci s hmotnosti spektrometrii
(GC-MS). Podil jednotlivych rozpustnych sacharidi na celkovém obsahu rozpustnych
sacharidii ve stonku rostlin obou genotypt se nijak vyrazné neménil. V piipadé listti nebyla u
rostlin genotypu ,,Ruzrok* téz patrna zadna vyrazna zména, ovSem u genotypu ,,01Z1800012
doslo ke zdvojnasobeni podilu fruktdézy na celkovém obsahu rozpustnych sacharida. Zda se
tedy, Ze reakce na urovni jednotlivych rozpustnych sacharidi mtze byt specificka pro urcity
genotyp. Tomu nasvédCuji 1 vysledky Zegada-Lizarazu et Luna (2014), kteti v listech rostlin

¢iroku vystavenych suchu zjistili proti kontrole zvySeny obsah sacharosy a glukosy, ale

fruktosy nikoli.

Kromé rozpustnych sacharidii byl zjistovan téz obsah prolinu, dal§iho vyznamného
kompatibilniho solutu v listech rostlin. Ve vétSiné dosud provedenych praci bylo u rostlin
¢iroku stresovanych suchem zjisténo zvyseni obsahu prolinu (Nxele et al., 2016; Ogbaga et al,
2014; Reddy et al., 2015; Su et al., 2011; Wood ef al., 1996), ale existuje 1 nékolik vyjimek,
kdy autofi Zadnou zménu v obsahu prolinu nezaznamenali (Ogbaga et al, 2014; Pavli et al.,
2013). V mych experimentech byly zjistény pomérné velké rozdily v obsahu prolinu v listech
rostlin mezi jednotlivymi experimenty. Nicméné ve vSech experimentech je u obou genotypi
patrna tendence ke zvySeni obsahu prolinu u stresovanych rostlin oproti kontrole. I kdyz nelze
zvySeni obsahu prolinu u stresovanych rostlin oznacit jako obecny trend pro vSechny genotypy
druhu Sorghum bicolor, je mozné ptedpokladat, Ze alesponn u nckterych genotypl (vcetné
genotypil ,,Ruzrok* a ,,01Z21800012%) se zvySeni obsahu prolinu ucastni ptizpisobeni rostliny

na snizenou dostupnost vody.

Ponékud prekvapivé je zjiSténi, Ze i1 pres zjisténé zvyseni obsahu osmoticky aktivnich

latek (rozpustnych sacharidii a prolinu) v listech ¢iroku nedoslo u rostlin k vyznamnému
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snizeni osmotického potencialu listd. Osmoticky potencidl byl stanovovan ve dvou
experimentech provedenych na genotypu ,Ruzrok®, pficemz v jednom se osmoticky
potencialu stresovanych rostlin nelisil od kontroly, a ve druhém byla patrna mirnd, statisticky
nevyznamnd tendence ke snizeni osmotického potencidlu za stresu. Je mozné, ze v tomto
ptipad¢ byly rostliny ovlivnéné péstovanim in vitro na standardnim, na minerdlni latky
bohatém kultivaénim médiu s pfidanou 3% sacharosou, coz mize rostlinAm samo o sobé
navodit urcitou hladinu osmotického stresu. Podobné piekvapivé vysledky ovSem zjistili ve
sve studii 1 Sutka ef al. (2016), ktefi ve stonku rostlin ¢iroku vystavenych suchu zjistili
vyznamné snizeni hodnoty vodniho potencialu oproti kontrole, ale osmoticky potencidl ztistal
nezménén. Z toho autofi vyvozuji, ze se na sniZzeni vodniho potencidlu v tomto piipadé

nepodilela akumulace kompatibilnich solutti (Sutka ez al., 2016).

5. 2. Reakce ¢iroku na piusobeni nizké teploty

Vliv ptsobeni nizkych teplot na rostliny ciroku byl zjistovan v nadobovych
experimentech, pii kterych byly rostliny kultivovany v substratu v klimatizovanych boxech.
Celkem jsem proved] dva experimenty vénujici se tomuto tématu (CIROK II a CIROK X),
kterym piedchéazela pilotni studie (CIROK I). V t&chto experimentech byly rostliny vystavené
pusobeni nizdich teplot sledovany po delsi dobu. V experimentu CIROK II bylo zji§téno
zpomaleni riistu a vyvoje oSetienych rostlin ve srovnani s kontrolou o stejném stafi. Proto bylo
v nasledujicim experimentu CIROK X zvoleno srovnani s kontrolou o podobném vyvojovém

stafi stanoveném na zéklad¢ vypoctu sumy efektivnich teplot.

Ve vétsiné odberi provedenych z rostlin vystavenych urcité dobé plsobeni nizké
teploty bylo zjiSténo statisticky vyznamné zvySeni podilu hmotnosti susSiny na celkové
hmotnosti vzorku proti kontrole nebo alesponi tendence k jeho zvySeni. Tyto vysledky
naznacuji, Ze niz8i teplota vede ke zhorSeni schopnosti rostlin hospodaftit s vodou. V souladu
stim je zjiSténi Bekele et al. (2014), ktefi pozorovali vadnuti mladych rostlin ¢iroku
vystavenych chladu a Razmi et al. (2013), ktefi u stresovanych rostlin popisuji zvySeni poméru
délky kotfene vi¢i nadzemni ¢asti. Po ukonceni stresu a péstovani rostlin pti kontrolni teploté
(KT) doslo v experimentu CIROK X k pomérné& rychlému vyrovnani rozdilu mezi o$etfenymi
a kontrolnimi rostlinami. Data z experimentu CIROK II pro toto obdobi nelze vyuZit ke

srovnani z divodu nizkého poctu opakovani vzorku.
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V literatufe zatim neni dostupny zadny daj, zda rostliny ¢iroku reaguji na zhorSenou
moznost hospodafit s vodou vyvolanou chladem (a na dalsi slozky stresového ptisobeni nizké
teploty) zvySenim obsahu kompatibilnich solutti v pletivech. Vysledky mych experimentt
naznacuji, ze alesponn rozpustné¢ sacharidy a prolin jsou za nizké teploty akumulovany.
V experimentech CIROK II a X doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni celkového obsahu
rozpustnych sacharidt v listech i stonku rostlin ¢iroku proti kontrole po ptsobeni otuzovaci
teploty (VOT: 13 °C den / 10 °C noc). Tendence ke zvySeni obsahu rozpustnych sacharidi
v listech a stonku byla patrna i po ptisobeni podobné otuzovaci teploty (13 °C den/ 10 °C noc)
v piipadé experimentu CIROK I. U rostlin vystavenych ptisobeni nizsi teploty (NOT: 9 °C den
/ 6 °C noc nebo VST: 8 °C den / 5 °C noc) ovSem ke zvySeni obsahu rozpustnych sacharid
v listech a stonku rostlin nedoslo. Zde je tieba brat v uvahu, e v piipadé experimentu CIROK
X byly rostliny pisobeni VST vystaveny pouze 1 den a reakce se u nich po tak kratkém
pusobeni nemusela projevit. V priabéhu experimenti byl nejvyssi obsah celkového obsahu
rozpustnych sacharidi v pletivech oSetfenych rostlin zjistén bud’ na konci periody pii VOT
nebo po 1 dni pii VST (kterému ptedchazela kultivace piti VOT). Béhem dalsiho ptsobeni
stresové teploty se obsah sacharidli u oSetienych rostlin snizil, 4. den pii VST byl vSak stale
statisticky vyznamné vysSi nez obsah sacharidi u kontroly. Po ukonceni stresu, ve fazi
zotaveni, se obsah rozpustnych sacharidli u osetifenych rostlin dale snizoval, a jiz po prvnim
dni péstovani pi1 KT se osetfené rostliny vyznamné neliSily v celkovém obsahu rozpustnych
sacharidii od kontroly. Reakce rostlin vystavenych chladu neni na Urovni rozpustnych
sacharidii dostate¢n¢ prozkoumdna ani u rostlin blizce ptibuznych ¢iroku. Z vysledka studii
provedenych na kukufici (Riva-Roveda et al., 2016), cukrové titin€ (Uehara et al., 2009) a ryzi
(Zhao et al., 2013) lze shrnout pouze to, ze akumulace rozpustnych sacharidii neni obecné
platnych jevem pii vystaveni rostlin z této skupiny nizké teploté, a Ze tento fenomén nejspis
zalezi na fad¢ specifickych faktort (druh rostliny, genotyp, rostlinny organ, mira stresu a doba

jeho aplikace apod.).

Kromé celkového obsahu rozpustnych sacharidi se ménil u oSetfenych rostlin i podil
jednotlivych sacharidd na jejich celkovém obsahu. Ve stonku rostlin bylo 4. den pti VOT, 1.
den pii VST a 4. den pti VST zjisténo proti kontrole zvySeni poméru sacharosy ku fruktose.
V listech oSetfenych rostlin byla ve srovnani s kontrolou zjisténa tendence ke zvyseni poméru

redukujicich sacharidii vii¢i sacharose 4. den pii VST a nasledujici dny pii KT.

Jak v reakcich na urovni celkového obsahu sacharidi, tak v reakcich na Grovni zmén

zastoupeni jednotlivych rozpustnych sacharidi nebyl mezi odpovédi obou genotypil zadny
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rozdil. Obecnou platnost zjisténého trendu akumulace rozpustnych sacharidii u rostlin ¢iroku
vystavenych chladu mohou podporovat i vysledky experimenttt CIROK VII a XV, ve kterych
byla u rostlin péstovanych v podminkach in vitro po tfidennim ptisobeni no¢niho chladu
v listech i stoncich patrna tendence ke zvySeni celkového obsahu rozpustnych sacharidu, ktera

byla v poloviné experiment statisticky vyznamna.

Podobné jako u rostlin vystavenych osmotickému stresu vyvolanému pomoci PEG i
v pripad€ vystaveni nizké teploté doSlo u rostlin péstovanych v substratu ke zvySeni obsahu
prolinu v listech. V porovnani s celkovym obsahem rozpustnych sacharidii dosahl obsah
prolinu v listech stresovanych rostlin maxima pozdéji. V ptipadé genotypu ,,Ruzrok* to bylo
1. den pti KT po ukonceni stresu, v piipadé genotypu ,,01Z21800012“ o den diive. 4. den po
ukonceni stresu a pestovani pii KT jiz doslo k poklesu obsahu prolinu, stale v§ak byl vyssi nez
u kontrolnich rostlin. Zde je opét patrny rozdil proti Casovému pritbéhu zmén celkového obsahu
rozpustnych sacharidii v listech oSetfenych rostlin, ktery byl 4 dny po ukonceni stresu jiz témét
shodny s obsahem sacharidl v listech kontroly. Ani u rostlin blizce ptibuznych ¢iroku se mi
nepodafilo dohledat dostatek praci zabyvajicich se zménou obsahu prolinu pii vystaveni
chladu. Z divodu naprosto rozdilnych experimentalnich uspotadani nelze z praci provedenych
na kukufici (Chen et al., 2002; Chen et al., 2014), cukrové titiné¢ (Jain et al., 2007) a ryzi
(Hussain ef al., 2016) vyvodit zddné obecné zavery.

V experimentu CIROK X byla dale stanovovana hodnota osmotického potencidlu
pletiv listu. Na rozdil od vysledk experimentti s PEG popsanych vyse dosSlo soucasné se
zvy$enim obsahu osmoticky aktivnich latek u oSetfenych rostlin v experimentu CIROK X ke
statisticky vyznamnému snizeni hodnoty tohoto parametru proti kontrole. Hodnota
osmotického potencidlu byla u oSetfenych rostlin obou genotypt statisticky vyznamné nizsi
proti kontrole od 4. dne péstovani pii VOT az do 4. dne po ukonceni stresu (genotyp ,,Ruzrok*)
nebo do 1. dne po ukonceni stresu (genotyp ,,01Z21800012%). 4. den po ukonceni stresu jiz
oviem bylo u oSetfenych rostlin obou genotypli patrné zvySeni tohoto parametru proti
pfedchozim dniim. Hodnota osmotického potencidlu pletiv listu se ve srovnani s kontrolou
statisticky vyznamné sniZila i u rostlin genotypu ,,Ruzrok* vystavenych 1 dnu plisobeni VST,
do které byly rostliny pfeneseny rovnou k KT. U druhého genotypu byla v tomto ptipadé€ patrna
tendence ke sniZeni tohoto parametru, avSak kvili malému mnozstvi vzorkd nebylo mozné

provést statistické srovnani.
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Piisobeni nizsi teploty vedlo u oSetfenych rostlin ke zpomaleni rlstu a vyvoje, které je
dokumentovéano statisticky vyznamnym snizenim velikosti listové plochy (kromé rostlin
genotypu ,,Ruzrok® 4. den pti VOT, kde je patrna pouze statisticky nevyznamna tendence ke
snizeni velikosti listové plochy) proti kontrole. Rozdil ve velikosti listové plochy mezi
oSetfenymi rostlinami a kontrolou se v pritbéhu experimentu zvySoval. Na konci experimentu
se oSetfené a kontrolni rostliny liSily i v poctu vyvinutych listti, v piipad¢ oSetfenych rostlin to
byly 3 plné vyvinuté listy, zatimco v ptipadé kontroly 4. Zpomaleni rlstu a vyvoje bylo u
mladych rostlin ¢iroku vystavenych chladu zjisténo 1 v predchozich studiich (Maulana et

Tesso, 2013; Razmi ef al., 2013, Zegada-Lizarazu et al., 2016).

Vyse popisované experimenty potvrzuji, ze i1 v piipadé stresového plisobeni nizké
teploty reaguji rostliny ciroku zvySenim obsahu kompatibilnich solutd. Akumulace
rozpustnych sacharidii je ovSem zavisld na mife stresu (po pifeneseni rostlin do VOT
k akumulaci dochdzelo, po preneseni do NOT ne). V piipad¢€ prolinu nebylo zjisStovano, zda
dochazi k jeho akumulaci 1 po pieneseni z KT piimo do NOT. Nicméné tendence ke zvySeni
jeho obsahu zjisténa 1 den po pteneseni rostlin z KT do VST naznacuje, Ze obsah prolinu
v listech rostlin by se mohl zvySovat i po vystaveni teplotam nizSim nez VOT. Zajimav¢ je
zjisténi, Ze rostliny udrzuji zvyseny obsah prolinu v listech po ukonceni stresu déle nez zvyseny
obsah sacharidii. Prolin by tudiz mohl hrat vyznamnou roli ve zvySeni efektivity reakce rostlin
¢iroku na ptsobeni nasledujiciho stresu i v ptipad¢ delsiho casového useku mezi jednotlivymi

stresovymi pusobenimi.

5. 3. Reakce ¢iroku na kombinovany stres

Cilem experimenti bylo zjistit reakci mladych rostlin ¢iroku na kratkodobé plisobeni
snizené teploty v kombinaci se snizenou dostupnosti vody. Zadna podobna studie, ktera by se
zabyvala vlivem kombinace sucha a chladu na rostliny ¢iroku, dosud nebyla publikovéna.
Odpovéd’ na kombinovany stres byla zjiStovana po tfech dnech plisobeni no¢niho chladu
(teplota snizena na 10 °C po dobu 3 za sebou nasledujicich temnych period) na rostliny ¢iroku
genotypu ,,Ruzrok® péstované¢ v podminkach in vitro na standardnim MS médiu s 3%

sacharosou nebo MS médiu s 3% sacharosou a 7,5% PEG 4000.

V obou opakovanich tohoto experimentu doSlo u rostlin ¢iroku vystavenych
kombinovanému stresu ke statisticky vyznamnému zvyseni podilu hmotnosti susiny na celkové

hmotnosti vzorku listl a stonkll proti kontrole. V pfipadé samostatnych stresovych oSetieni
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doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni tohoto parametru proti kontrole pouze v jednom
experimentu ve stonku rostlin vystavenych no¢nimu chladu. Zda se, ze v tomto piipad¢ je
snizend dostupnost vody zpisobend PEG dile umocnéna zhorSenou schopnosti rostlin

hospodafit s vodou pii nizké teploté (viz vyse).

Hlavni otdzkou téchto experimenti bylo, zda stejné¢ jako v ptipadé¢ plsobeni
samostatnych stresovych faktorl zareaguji rostliny vystavené kombinovanému stresu zménou
na urovni rozpustnych sacharidi, a jestli se pfipadna zména bude liSit od reakci na pisobeni
jednotlivych stresovych faktorti aplikovanych samostatné. V obou experimentech doslo u
rostlin vystavenych kombinovanému stresu ke zvySeni celkového obsahu rozpustnych
sacharidil v listech 1 stonku proti kontrole, které bylo statisticky vyznamné (kromg varianty ve
stonku rostlin v experimentu CIROK XV, kde nebylo kvili nizkému mnoZstvi vzorkii mozné
provést statistické srovndni). V piipadé listi byla hodnota tohoto parametru statisticky
vyznamn¢ vysSi dokonce 1 ve srovnani s rostlinami vystavenymi bud’ niz$i dostupnosti vody
nebo no¢nimu chladu samostatnég. V listech rostlin vystavenych kombinovanému stresu je proti
kontrole patrna mirnd tendence ke zvySeni podilu glukosy a fruktosy na celkovém obsahu
rozpustnych sacharidl, ktera je kompenzovana snizenim podilu latky ,,RT 24,9* (experiment
CIROK VII) nebo sacharosy (experiment CIROK X). Vzhledem k velmi vyrazné reakci rostlin
na urovni obsahu rozpustnych sacharidi lze uzavtit, Ze rozpustné sacharidy nejspiS hraji

podstatnou roli v reakci rostlin ¢iroku na pisobeni kombinovaného stresu.

V literatuife se mi nepodafilo dohledat studii, kterd by se zabyvala vlivem
kombinovaného stresu sucha a nizké teploty na sacharidovy metabolismus rostlin blizce
ptibuznych ciroku. Zrostlin fylogeneticky vzdélenéjSich ciroku byla tato problematika
studovéna napf. na rostlinach pistacie (Sperling ef al., 2017) nebo zeli (Sasaki et al., 1998). Ve
studii provedené na pistacii (Pistacia) autoii zjistili, Ze rostliny vystavené pusobeni sucha
snasely lépe ptipadné plisobeni mrazu nez rostliny pravidelné zalévané. Tuto odolnost autofi
piipisuji zvySenému obsahu rozpustnych sacharidii a prolinu ve stonku rostlin vystavenych
suchu. Zajimavé je téZ zjisténi, Ze stejné jako v pfipadé mych experimentl, vystaveni rostlin
kombinovanému stresu vyvolalo statisticky vyznamné zvySeni obsahu rozpustnych sacharidt
1 proti varianté vystavené samotnému piisobeni sucha (Sperling ef al., 2017). Podobné vysledky
byly zjistény ve studii provedené na rostlindch zeli (Brassica oleracea), kde u rostlin
vystavenych kombinaci sucha a nizké teploty doslo v listech ke zvySeni obsahu rozpustnych

sacharidi ve srovnani se zalévanymi rostlinami vystavenymi piisobeni nizké teploty. To se dle
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autord podilelo na vyssi odolnosti téchto rostlin proti rostlindm pravidelné zalévanym (Sasaki

et al., 1998).

6. Zavéry

v

Akumulace rozpustnych sacharidii a pravdépodobné i prolinu je soucasti reakce
rostlin ¢iroku na snizenou dostupnost vody 1 na pisobeni nizké teploty.

Rostliny ¢iroku reaguji v listech na kombinaci sniZené dostupnosti vody a no€niho
chladu dalSim statisticky vyznamnym zvySenim celkového obsahu rozpustnych
sacharidi.

Pti vystaveni rostlin ¢iroku pfili§ nizké teploté k akumulaci rozpustnych sacharidi
nedochazi.

Otuzovani rostlin niz8§i Grovni chladového stresu vede na urovni akumulace
sacharidii k plnému rozvinuti stresové odpovédi charakteristické pro individualni
stres.

Po ukonceni piisobeni nizké teploty se ve fazi zotaveni obsah rozpustnych sacharid
v listech rostlin ¢iroku snizuje rychleji nez obsah prolinu.

Rostliny genotypu ,,Ruzrok a ,,01Z1800012* reagovaly na ptisobeni osmotického
stresu nebo chladu podobné. U Zadného z genotypii nebyla zjisténa reakce, ktera

by indikovala vy$§i odolnost nebo odlisny mechanismus stresové odpovédi.
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