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Abstract

Abiotic stress factors, primarily those which distyplant water balance, cause extensive
crop losses. With regard to sessile lifestyle, mamchanisms how to cope with these
unfavourable conditions were developed during eiaiuof plants. As common impact of
many of these stresses like drought, salinity @ar femperatures is of osmotic nature, the
osmotic adjustment represents important part ohtplstress response. Mostly, this
component of stress reaction is provided by organmpounds, which are referred to as
compatible solutes, including polyhydroxyl composir{ducrose, sugar alcohols, cyclitols,
and oligosacharides) and nitrogen-containing comgsumainly proline). The effect of
these solutes is not only osmotic, but also osnteptiwve as they are able to preserve
integrity of membranes and macromolecules by mimgktheir water envelope. The
compatible solutes also contribute to quenchingeattive oxygen species overproduced
under these stress conditions. This study is fataeseapple ¥alus domestica) producing,
beside sucrose, sugar alcohol sorbitol as primaptgsynthetic product and transporting
these carbohydrates along with raffinose familgadaccharides (RFO) for a long distance.
In vitro tissue cultures derived from leaves of tapple cultivars differing in stress
sensitivity (cv. Sampion Red and cv. Idared) weseduto investigate possible connection
between differences in stress tolerance and péaticoluble carbohydrate accumulation.
Salinity caused an increase of total soluble caybaite content in more tolerant cv.
Sampion Red, whilst the same stress cause oppeaitton in less tolerant cv. Idared. For
the observed increase of soluble carbohydrate$ish dase hexoses were preferentially
responsible. More severe growth inhibition of @ared under this treatment was observed
as well. Osmotic stress induced by nonpermeableotisam - PEG - caused the decrease
of soluble carbohydrate content in contrast witke ttase of permeable osmoticum -
mannitol, where the increase of soluble carbohgd@intent was observed, although
accumulation of the osmoticum itself was mainlyp@ssible for this change. Interestingly,
significant accumulation of sorbitol was not obsetwinder any stress treatment in both
cultivars. The content of raffinose, in raffinoagsported cultures, increased substantially
under low temperature treatment in both cultivargdidating a role of these
oligosaccharides in response to this specific stréke results proved the value of the use
of plant tissue cultures in the studies of stresponse as it enables to distinguish the

stress responses at the cell level from thosenieguwrgan or whole plant organisation.
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Uvod

1. Uvod

Rostliny jsou vzhledem kifsedlému zpsobu Zivota vystaveny neustale senfoim
Zivotnim podminkam, které nejsou vzdiizmivé. Asi nej¢tSi dopad na roz&ni rostlin a
celos¥tovou zengdélskou produkci maji abiotické stresy, zejména suctinké teploty a
zasoleni. Tyto stresové faktory vedle svych spegifiedstavuji pro rostlinu osmoticky
stres, a z & vyplyvajici zhorSenou dostupnost vody pro rostlirJ rostlin se proto
vyvinula fada mechanisin jak se s osmotickym stresem vyadat na morfologické i
fyziologické urovni. Jednim zideZitych mechanist je syntéza kompatibilnich sotut
Tyto osmoticky aktivni latky se mohou hromadit \ikach ve vysokych koncentracich a
presto nenaruSovat b&gny metabolismus. Vedle samotného osmotickétinpfisobeni
maji tyto latky osmoprotektivni vlastnosti a jakbasei volnych radikah zabezpéuji
ochranu bu&nych slozek fed oxidativnim poskozenim. Vyznamnymi zastupci
kompatibilnich solut jsou neredukujici sacharidy. Zajimavou skupinéhto sacharidl
jsou cukerné alkoholy. &tSina poznatk o roli cukernych alkohdl ve stresovych reakcich
prameni ze studia metabolismu nejréadijSiho zastupce, manitolu. V nasi laboratylo

v predchazejicich letech sledovano oviimh cukerného metabolismu abiotickym stresem
na @ikladu dvou producefitmanitolu a to celeruApium graveolens L.) a olivy Olea
europaea L.). Pro tuto diplomovou praci byla jako pokusnaterial zvolena jabio (Malus
domestica Borkh.), producent dalSiho cukerného alkoholu isolth Jabla vedle toho, ze
je zastupcem i@vin, sdili solivou dalSi spaley rys, kterym je syntéza sachdrid
rafindzovérady. Sacharidy rafinézov@dy se podohinjako cukerné alkoholy uplabji pfi
stresovych reakcich u mnoha diulostlin, zejména ip stresu nizkych teplot. Pro
pochopeni Ulohy sachatidpti navozeni odolnosti k abiotickém stresu u jabldayly
pouzity dva @izné kultivary liSici se odolnosti ke stresueatarym chorobam.



Cile

Cilem této diplomové prace je pispét k poznani zmén cukerného metabolismu i
stresovych reakcich u jablog (Malus domestica Borkh.) a porovnat piripadné rozdily
téchto charakteristik u dvou kultivar @ s riznou odolnosti ke stresu.

Dil¢i cile:

» Odvodit tkaové kultury jablog a najit optimalni médium pro jejich kultivain
vitro.

» Porovnat schopnostiznych exogennich sachaikidslouzit jako zdroj uhliku a
energie pro tkdove kultury jablog in vitro.

» Stanovit, zda tkiové kultury jablog mohou vyuzivat manitol jako zdroj uhliku a
energie.

» Sledovat vliv zasoleni naist, obsah a spektrum endogennich sactdki@hovych
kultur obou kultivad.

» Porovnat vliv osmotického stresu vyvolaného pelieira a nepenetrujicim
osmotikem natrst, obsah a spektrum endogennich sachak@hovych kultur obou
kultivara.

» Sledovat vliv nizkych teplot naist, obsah a spektrum endogennich sacharid

tkanovych kultur obou kultivar v zavislosti na zasobeniiznym exogennim

sacharidem.

Testovat moznost simulace stresu aplikaci kysedibgcisové na Urovniastu, obsahu a

spektra endogennich sachartdaiovych kultur obou kultivat.
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2. Literarni Gvod

2.1 Zakladni rozd€leni stresovych faktori

Rostliny jsou po cely sy Zivot vystaveny nefiznivym Zivotnim podminkam, se kterymi
se musi vzhledem kigedlému zpsobu Zivota vyrovnat. Podldipodu se stresové faktory

déli na abiotické a biotické.

Rozdéleni stresovych faktomi (Prochazka et al., 1998)
Abiotické faktory :

« fyzikalni

- mechanické &inky vétru

- nadngrné zdeni (UV, viditelné)

- extrémni teploty (horko, chlad, mraz)
» chemickeé

- nedostatek vody (sucho)

- nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
- nedostatek zivin viulé

- nadbytek ioni soli a vodiku v fidé

- toxické kovy a organické latky vage

- zn&isténi ovzdusi

Biotické faktory :

* herbivorni zivo¢ichové

* patogenni mikroorganizmy (viry. mikrobi, houby)

* vzdjemné ovliviiovani (alelopatie, parazitizmus)

Abiotické stresory jsou nejvyragjn limitujici faktory pro rostlinnou produkci. Bragt al.
(2000) odhaduje, Ze celadové je 50-80 % potencialniho vynosu z&ddskych plodin
ztraceno vlivem fisobeni abiotickych stresovych fakioZ abiotickych stresovych fakiior
maji nej\tsSi dopad na Zivot rostlin ty, které owuiji vodni bilanci rostlin (sucho, zasoleni,
teplotni extrémy). Voda tweci vice neZz 90 % rostlinnéhdld je zcela nepostradatelna pro
Zivot rostlin. Diky svym unikatnim biofyzikalnim agtnostem (vysoké vyparné teplo,
vysoka dielektricka konstanta a povrchové d@pse vyskytuje v kapalném skupenstvi
v Sirokém rozmezi teplot a je také dobrym rozp@létm. Voda je také nezbytnym
donorem elektroin pii fotosyntéze. Jerejmé, Ze dostupnost vody je tim nejvyznajiim
faktorem ovlivaujicim rozsieni rostlin na Zemi. U rostlin se proto vyvinutkda pasivnich
mechanismi s dlouhodobym charakterem (avoidance) omezujiciahuSeni vnihiho
prostedi rostliny jak v souvislosti s vodnim stresenk tadalSimi stresovymi faktory
(zesileni kutikuly, impregnace beimych stn, rezervoary vody). Po {miku stresoru do
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vnitiniho prostedi rostliny a naslednému spiriitkaskady procéssouhrng oznaovanych
jako stresova reakce se uplgf z fyziologického hlediska zajim&gi mechanismy aktivni

odolnosti (tolerance).

2.2 Salinita

Jednim z vyznamnych stresovych fakttimitujicich Zivot a fist rostlin je zvySeny obsah
soli v prostedi. Riblizn¢ 10 % pevniny je virzné mie zasazeno zasolenim, nebo sodicitou
(zvySenym obsahem sodiku). Z celkového rozsahd® ba zenidslsky vyuZivané pdy

je takto zasazeno 23 % (Rhoades a Loveday, 199@asKlovani fad dochazi primamh
piirodni cestou, kdy se ze é&rwalych hornin uvaluji soli do prostdi. Neméa
vyznamnymi¢initeli vedoucimi k sekundarnimu zasolovanidpje pgredevsim nevhodné
unmglé zavlazovani, odlésvani gid a nadmirné spasani rostlinného kry(Bessarakli and
Szabolcs, 1999

2.2.1 Toxické &inky zasoleni

U senzitivnich rostlin probiha reakce ndt@mnost soli v pdé ve dvou fazich. Nejprve se
projevuje zvySeny osmoticky tlak v okoli demi rostliny vyraznym zpomalenimistu
prytu. Krome osmotického stresu ma hlavni wiepivy dopad na fyziologicky stav rostliny
toxicky efekt Na iont, nastupujici ve druhé fazi potpiku ionti do rostliny (Munns a
Tester, 2008). Jejich toxicita je dana jejich vetkyndbojem vzhledem k malé velikosti
iontu a @i velké koncentraci mohou naruSovat hydrofobniraitee a hydratai obaly
makromolekul. Sodikové ionty se také vazi do intmhih mist gkterych enzym, u jinych
zase kompetuji s Kionty, které jsou nezbytné pro jejich aktivaci.séka koncentrace 'K
iontd je také nezbytna pro vazbu tRNA na ribozatinppoteosyntéze (Dajic, 2006).

2.2.2 Obranné mechanismy

Podle odolnosti kifitomnosti soli v prosedi Ize rostliny rozélit na glykofyty, které jiz pi
obsahu soli v pdé vySSim nez 0,01 % vykazuji zpomalef$tu a na halofyty, které jsou
schopny viizné mife snaSet obsah solijfeplevSim NaCl vidé, nékdy v pongrné
vysokych koncentracich (az 20%) (Strogonov, 19@nzymaticky aparat halofiyt i
glykofytd je velmi citlivy na gitomnost N ionti. Pro halofyty je nezbytné udrZovat jejich
nizkou koncentraci v cytoplazm
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Hlavni mechanismy ifzptsobeni rostlin protust v zasolenych fwlach jsou na drovni
anatomické, fyziologické i biochemické a lze jeddliz do n¢kolika skupin (Dajic, 2006):
omezeni fijmu ionti koreny

omezeni piniku ionti do fotosyntetickych pletiv

aktivni vylutovani ionti solnymi vldsky a solnymi zldzami

sukulence

sekvestrace iofta jejich akumulace ve vakuole

S T o

biochemicka fizpisobeni organel a makromolekul na vysSi obsah dmlivee

7. akumulace kompatibilnich saiut
Omezeni vstupu iofitdo rostliny zavisi fedevSim na selektiwit korenovych busk,
prednostnim nakladani *Kpred Nd do xylému a odstivani ionft Na~ z xylému
v kofenech a stonku (Munns et al., 2002). Vstup todo rostliny je pasivni, hlavni
bariérou pro jejich gmik do xylému je proto endodermis, ktera je u hgloich rostlin vice
suberinizovana nez u glykofytCést ionfi proniklych do xylému mize byt oderpavana
zpst Na'/H" antiportery na povrchu xylémovych parenchymatitkiparek. Bylo zjistno,
Ze rostliny s nizkou odolnosti k zasoleni postiaddg’/H* transportéry na vakuolarni
membrag a nemohou tedy efekti¥n sekvestrovat Na ionty, které se hromadi
v cytoplazn¥. Tyto rostliny pouze odv&fl Na’ ionty zpmt do kdeni, kde mohou byt
vylouceny za dasti Na/H" antiported (Blumwald et al., 2000). 8které halofytni rostliny
(Aster tripolium) reguluji gisun soli do rostliny z&enim pfiduchi v pritomnosti vysSi
koncentrace Naionti v apoplastu list (Kerstiens et al., 2002Také z tohoto @lvodu se u
halofyti vyskytuje gedevSsim CAM a C4 typ fotosyntézy uniiofici efektivni fixaci
uhliku i pii zawenych ptidusich (Larcher, 1995). Dalsim mechanismem je @klatNaCl
do starych lisi, které nasledhodpadnou (Munns, 1993). Wkterych halofytnich rostlin
se vyvinuly specifické anatomické struktury proudgdvani soli. Do solnych Zlazek, které
pokryvaji epidermis celych nadzemnickiasti, jsou aktivh pumpovany ionty
z palisadového parenchymu. Vedle iontovych kasélu solnych Zlazekegmeé uplatuje i
symplasticky transport Cl(Echeverria, 2000). Jejich funkci je odvési sa povrch
rostliny, kde krystalizuje a fize byt nasledhsmyta de&m. Aktivni pumpovani soli do
omezené oblasti apoplastického prostoru vyvolawinadny tok vody do této oblasti a
rostliny spolu se soli ztraci i velké mnozstvi vo8plné Zlazky jsou tak omezeny pouze na
rostliny rostouci v biotopech s dostatkem vody. tRos z aridrgjSich oblasti maji na
povrchu epidermis solné vlasky, dvoub&émé struktury, ve kterych se akumulujél s

(Tester a Davenport, 2003).
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Velké mnozstvi soli je u halofytnich rostlin sekvesano do vakuoly, kde #ie jejich
koncentrace dosahovat az 500 mM. U halofytnicHinosé se starnutim zvySuje obsah soli
v pletivech. U mnoha z nich se proto vyvinula seke, diky které mohouipnout velké
mnozstvi vody a snizit tak vysokou koncentraci solostline (Dajic, 2006). Dlezitym
mechanismem, ktery rostlindAm pomaha omezit negatiepady druhotného osmotického
stresu a zvySenou produkci reaktivnich forem kysl{ROS) vyvolaného zasolenim, je
syntéza kompatibilnich solut o kterych bude pojednano v samostatné kapitole (v
kapitola 2.6). Ke zvySeni obsahu neredukujicicthaad: vliivem zasoleni dochazi jak u
glykofytnich, tak i gkterych halofytnich rostlin. ZvySeni celkového disaacharitl bylo
zaznamenano u stonkovych segnejatbloré (Malus domestica) in vitro vystavenych
zasoleni (Sotiropoulos, 2007). Ke zvysSeni obsalkerrych alkohal dochazi v listech
jitrocele Plantago major), celeru Apium graveolens) nebo stonkovych segmentech olivy
(Olea europaea) (Pommerenig et al., 2007; Stoop a Pharr, 19945kQea et al., 2007).
K ochrarg burg¢nych struktur napomaha syntéza LEA proiein polyamiri (Tester a
Davenport, 2003).

2.3 Chladovy stres

Teplota je dalSim faktorem vyrazovliviiujicim rozsfeni rostlin a pstovani zerédélskych
plodin. Citlivost rostlin k nizkym teplotdm se ligiodle podnebného pasu, ale takeé
nadmdské vysky, ze které dand rostlina pochazi. U tigmi rostlin se projevuji zndmky
poskozeni chladem jiz v rozmezi 12-15°@tSina zemidélskych plodin z mirného pasma
snasi kratkodobé poklesy teplot k 0°C. Citlivosstlia k nizkym teplotam se také lisi
v ramci vyvojoveho stadia rostliny. Procedi gterém se postugnpiirozere zvysuje
odolnost rostlin k teplotdm pod bodem mrazu, segveazhladova aklimace. Signalem pro
jeji navozeni je, f@devsim u tkvin, zkracovani fotoperiody v kombinaci s nizkeplobtou
nebo misobeni nizkych teplot kolem 5°Ggvazujici u bylin (Welling et al., 1997; Beck et
al., 2004).

2.3.1 Dopady nizkych teplot na rostlinu

Dopady stresu nizkych teplot na rostlinu jsou riv#&lpodle toho, zda je rostlina vystavena
pusobeni teplot nad bodem mrazu v rozmezi 0-15°Gy pell bodem mrazu. Teploty vysSi

nez 0°C vyrazé ovliviuji zejména funkci biologickych membran, u kterydbchazi
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k prechodu ze stavu tekuté mozaiky do stavu pevnéhg gdly miZze dojit k nevratnému
poSkozeni membrany projevujiciho se vytokem sotubuiky. Hraniéni teplota, pi které
dochéazi k tomuto fiechodu je v fimé souvislosti s nasycenogéitzci mastnych kyselin

v molekulach fosfolipid. Rostliny odol®jSi k nizkym teplotam maji vysSi podil cis-
nenasycenych mastnych kyselin v molekulach fosthliphez rostliny citlivé (Murata a
Los, 1997). Bsobenim nizkych teplot také klesa rychlost fotoSymt Se zpomalenim
n¢kterych reakci, zejména fixace g@ fotorespirace inhibici Rubisca, klesa schopnost
Zpracovavat excitani energii, coZz ma za nasledek oxidativni poSkozetvisytemu Il pi
vétSi ozdenosti (Allen a Ort, 2001). Dochazi také ke sniZzmitézy sachardzy vedouci
k hromadni triozafosfat v chloroplastu. To ma za nasledek nedostatek astatu (Pi)
nezbytného pro regeneraci ATP v chloroplastu (Ale®rt, 2001). Vlivem nizkych teplot
dochéazi také k ovlivni aktivity nekterych dalSich protein Velmi citliva je vakuolarni
ATPéaza zprosedkovavajici oderpavani H ionti z cytoplazmy do vakuoly. Zatimco u
odolnych rostlin aistava vakuolarni ATPaza aktivni i za nizkych teplomér odolnych
rostlin dochazi k jeji inaktivaci a naslednému enizpH cytoplazmy (Yoshida et al., 1999).
Pti teplotach pod bodem mrazu se jiz mohou wkach vytvdet nukleg&ni centra ledu a
rast krystali ledu uvnit burek vede kjejich nevratnému poSkozeni. Krystaly ledu
vznikajici extracelularh vyvolavaji druhotny osmoticky stres, a wikéach se tak

s odvadnou vodou zvySuje koncentrace sélut

2.3.2 Obranné mechanismy

U rostlin vystavenych isobeni nizkych teplot dochazi k akumulaci komphitih solufi,
zejména sacharnid glycinbetainu, prolinu, ale iékterych proteig (LEA), které funguji
jako kryoprotektanty a osmotika pomahajici vyroveats druhotnym osmotickym stresem
(Crowe et al., 1990; Bartels a Nelson, 1994; Kesfiitet al., 1994). U &kterych rostlin,
zejména obilovin byla zji8ha gitomnost tzv. anti-freeze protéirv apoplastu, které maji
schopnost vazat se na povrch vznikajicich ledowgitalki a inhibovat jejich dalSitst
(Moffatt et al., 2006).

Signaliz&ni drahy uplatujici se @i chladovém stresu nejsou dosud detapopsany. Je
ztejmé, Ze vyznamnou Ulohu hraje MAPkinazova sigaatizzprosedkovana CH ionty,
jejichz koncentrace v cytoplaznvyrazré vzrasta g poklesu teploty. Transgenni rostliny
se zvysenou sekvestraci’Canti do vakuoly jsou k nizkym teplotam velmi citlivéuigy
et al., 2003).

10
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2.4 Osmoticky stres

Osmoticky stres vznikd nejen visledku nedostatku vody, ale jetpodnim jevem
piedchozich dvou popsanych sfregasoleni a nizkych teplot.agobenim zmignych
stresof dochazi k podstatnym zmam vodniho potencialu omezujicim dostupnost vody
pro rostlinu. Odpo&d” rostliny na nedostatek vody zavisi naiist@stliny, vyvojovém
stadiu a mze se liSit vramci jednotlivych orgénV patateini fazi dochazi ke ztrét
turgoru a zastavenistu nadzemndasti, které napomaha akumulaci sélatosmotickému
prizptsobeni rostliny. Keny pokr&uji v rastu, a rostlina tak fZe ziskat vodu z hlubSich
vrstev mdy. Fi prohlubovani vodniho deficitu iie dojit az k plazmolyze bgk
Nasledkem nedostatku vody u#e také dochézet ke zvySeni koncentrace ®ohut
naslednému naruSeni hydratech obalh makromolekul. Vlivem vodniho deficitu je takeé
vyznammié omezena fotosyntézaii pnirném vodnim deficitu zejména zanim phduchi,
pii silném stresu se jiz vyragnprojevuje omezeni aktivity fotosyntetickych enZym
(Rubisco) (Lawlor a Cornic, 2002; Bota et al., 20Q%dnou z podstatnych adaptaci rostlin
na nedostatek vody je akumulace kompatibilnich tdplaejména sachairig prolinu a
glycinbetainu (Ramanjulu a Bartels, 2002). Vyznérse také zvySuje produkce chapéron
a LEA proteini zaji'ujicich stabilitu proteitia membran (Wang et al., 2004fi ®nezené
dostupnosti vody se také zvySuje exprese akvapausnadujicich buikdm zasobeni
vodou (Sarda et al., 1999). Wkterych rostlin dochazi vlivem nedostatku vody, ale
zasoleni k akumulaci polyaniinjak bylo zjiS€no u ryze Qryza sativa), neboA. thaliana.
Polyaminy se uplauji jako zhas& ROS (Bartels a Sunkar, 2005). Velkdst gei, jejichz
produkty se podileji na reakciipsmotickém stresu je aktivovana kys. abscisovB),
¢ast z nich je aktivovana alternativni drahou nesdéuina ABA.

2.5 Oxidativni stres

Produkcesaste&ne redukovanych forem kysliku (ROS) je nevyhnutelngmivodnim jevem
aerobniho metabolismu vSech Zivych orgariisino této skupiny volnych radikélpaki
singletovy kyslik t0,), superoxidovy radikal (©), hydroxylovy radikal (OF a peroxid
vodiku (HO,). Kjejich produkci dochazi ip metabolickych pochodech spojenych s
dychanim a fotosyntézou (Couée et al., 2006). &nyrh podminek je jejich produkce
udrzovana na po#mné nizké Udrovni, ta se vSak vyrazrevySuje vlivem druhotného

pusobeni abiotickych (nedostatek vody, nizké tepla@soleni, nadsmna ozéenost) i
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biotickych (napadeni patogeny) stresovych faktddadmérnd produkce ROS v Hoe
muze vést k peroxidaci fosfolipid buré¢nych membran, oxidaci protéin ale také
poSkozeni RNA a DNA (Mittler, 2002). Kyslikové radly jsou také satasti signalnich
drah aktivujicich obranné mechanismy gtresové reakci (Knight a Knight, 2001).
Minimalizace oxidativniho  poSkozeni hi#kn se (@astni rkteré enzymy
(superoxiddismutaza, askorbatperoxidaza, glutagemxidaza, katalaza), kys. askorbova,
glutathion a v neposleditade kompatibilni soluty. U mnoha kompatibilnich salutylo
experimentalsé prokazano, ze se vyznampodileji na zhaseni volnych radikéin situ,

piestoze pesny reakni mechanismus neni znam (Cuin a Shabala, 2007).

2.6 Kompatibilni soluty

Jednou z cest, jak se organizmy mohou branit negati dopadm abiotickych stresovych
faktori popsanych vigdchozich kapitolach je akumulace kompatibilniclut§éo Jedna se
o heterogenni skupinu latek, které se mohouncéuromadit ve vysokych koncentracich,
a pesto nenaruSovat metabolické pochody wdeu(Nuccio et al., 1999; Hasegawa et al.,
2000). Jejich molekuly jsouipbéZném pH v cytoplazgbuiky elektroneutralni a vysoce
rozpustné ve vafd Mezi tyto latky zahrnujeme neredukujici sachandgtre cukernych
alkoholi, kvarterni amoniové sl@aniny (glycinbetain, prolinbetain), aminokyseliny
(prolin) a terciarni sulfoniové sloéaniny. Funkci d&hto latek je vedle osmotického
piizptisobeni buék pri nedostatku vodygi nadneérné koncentraci soli v prasdi také
stabilizace makromolekul (Rhodes a Hanson, 1998)eTumoZzino vysokou hydroxylaci
molekul kompatibilnich soldt diky které se mohou vazat na bBtmé povrchy a
makromolekuly a stabilizovat tak jejich trojrozmou strukturu (Hasegawa et al., 2000).
Nékteré kompatibilni soluty se tak&astni zhaSeni volnych kyslikovych radikdROS),
které vznikaji druhothipii pasobeni abiotickych stresovych fakidCuin a Shabala, 2007).

2.6.1 Sachar6za

Vv s

rostlin se vyskytuje také tas a gkterych sinic. K jeji syntéze dochazi ve fotosyiatet
aktivnich pletivech, odkud je transportovanatSinou s dalSimi sacharidy, do sinkovych
pletiv, ve kterych slouZzi jako zdroj uhliku a eriergsachar6za jéasto ve velkém mnozZstvi

skladovana jako zasobni sacharid vek@ch (cukrovéepa), stoncich (cukrovéina) nebo

12
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plodech. Sacharéza je tak@e¥itou signalni molekulou ovlitujici expresi gkterych ge
dulezitych pro buicné dleni, diferenciaci a dkteré vyvojové procesy (kveteni,
diferenciace cév) (Lunn a MacRae, 2003). V nepasléadk se sacharoza upiafje (i
abiotickém stresu jako osmoprotektant, ale sloaié jako energeticka rezerva pro rychlé

obnoveni metabolizmuipzlepSeni podminek (Strand et al., 2003).

2.6.1.1 Syntéza sacharézy

Sachar6za je syntetizovana v cytoplézmtrizafosfal transportovanych z chloroplastu.
Ztrioz je za dasti fruktoza-1,6-bisfosfataldolazy syntetizovanukidza-1,6-bisfosfat.
Frukt6za-1,6-bisfosfat je nasledrdefosforylovan na frukt6za-6-fosfat. V nasleduyici
kroku je z UDP-glukézy a frukt6za-6-P syntetizov&@achar6za-6-P za katalyzy
sachardzafosfatsyntazy (SPS). Tento enzym je aidsge aktivovan gluk6za-6-P a
inhibovan anorganickym fosfatem. Jeho aktivitagkeét ovliviovana fosforylaci, ktera je
fizena vejSimi faktory (osmoticky stres, &to) i vnitinimi faktory (Lunn a MacRae,
2003). V nasledujicim kroku je odpen fosfat za dasti sacharézafosfatfosfatazy (SPP).
Oba enzymy spoluigjmé mohou vytvéet komplex (Lunn et al., 2000).

2.6.1.2 Sacharoza ve stresovych reakcich

Vzhledem k pitomnosti sachar6zy vestsi ¢i mensi mife u vSech zastupaostlinnétise,
vyvinuly se u gkterych rostlin regukéni mechanismy umaiijici efektivni vyuziti jejich
osmotickych a osmoprotektivnich¢ioka pii stresovych reakcich. U ragte Solanum
lycopersicum cv. Volgogradskij) byla prokdzanaiméa souvislost mezi odolnosti kultivaru
k zasoleni a obsahem sachar6zy. Akumulace sachamgley zapicinéna pFedevsSim
posilenim syntézy aktivaci SPS vlivem zasoleni (Kie al., 2007). U kultivak titiny
(Saccharum sp.) odolnych k nizkym teplotam byl zaznamenan 3,8obay naiist obsahu
sachardzy v listech po vystaveni rostlin 10°C, mati u citlivych kultivafi se obsah
sachar6zy nez#énil (Du a Nose, 2002). Aktivace biosyntetické drgdng sachar6zu je takeé
podstatna pro navozeni odolnosti k mrazA. shaliana. Jiz 30 minut po vystaveni rostlin
A. thaliana 4°C byla posttransta¢ aktivovana SPS. Pogddoslo také ke zvySeni exprese
SPS a fruktéza-1,6-bisfosfatdzy (FBPazy) vedoupodileni syntézy sachardzy (Stitt a
Hurry, 2002; Strand et al., 1999). Posttratisiaaktivace SPS nizkymi teplotami byla
popsana i u semetidi brukve (Sasaki et al., 2001). U mutaesi-1 odolného k mrazu byl
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zjistéen étSi nanst obsahu celkovych sacharich pedevSim sacharézytipchladové
aklimaci nez u ménodolného ekotyplLer a mutantufrs-1 citliveho k nizkym teplotam.
Spolu s akumulaci sachafiidoSlo u tohoto mutantu ke sniZzeni teploty kperé se zé&inaji
vytvaret nukleg&ni centra ledu. Obsah sachar6zy se zvySil nejegmpkastu, ale i
apoplastu. Pravapoplasticka akumulace sachardzy byla vyaarssi u nejvice odolnych
rostlin mutantwesk-1 (Reyes-Diaz et al., 2008). Také transformovandimgsA. thaliana se
zvySenou expresi SPS vykazovaly vySSi odolnostdzmmpo chladové aklimaci. Takto
transformované rostliny po aklimactipb°C bez problér odolavaly -9°C, zatimco linie
s potl&enou expresi SPS, nebo FBPazgzivaly i nejnizSi teplat -5°C. U rostlin se
zvySenou expresi SPS také nedochéazelo k vyraznidnifiotosyntézy jako u ostatnich
linii, u kterych byl i obsah sachardzy v délsgh listech nizsi (Strand et al., 2003).

2.6.1.3 Signalizéni role sachar6zy

Pri stresovych reakcich je sachamial prisuzovana fedevsSim osmoticka a osmopratek
funkce, rékteré vysledky z posledni doby &ki o jejich regulani Uloze v navozeni
odolnosti. Vlivem nizkych teplot dochazi u mnohastlia k akumulaci rozpustnych
sacharid a nasledné chladové aklimaci. U bamych kultur j€mene Hordeum vulgare)
byla prokdzano silné ovlivmi chladové aklimace koncentraci sachar6zy v médara se
pohybovala od 1 do 30 d.| Fii vys&ich koncentracich sachar6zy v médiu dochékelo
zvysSeni exprese genu dhnl pro dehydrin u kuléstgvanych fi 25°C. Tento dehydrin je
exprimovan p chladové aklimaci. Takto ofené kultury vykazovaly odolnost k nizkym
teplotdm srovnatelnou s aklimatizovanymi kulturarkieré rovez exprimovaly dhnl.
Tento &inek je specificky pro sacharézuji ppouziti manitolu ke zvySeni chladové
odolnosti nedoSlo (Tabaei-Aghdaei et al., 2003ddboych vysledk bylo dosazeno také
rostlin A. thaliana, které gijimaly exogenni sachar6zu z média s obsahem sachér40
mM. U celistvych rostlin je pro navozeni odolndstchladu nezbytné stlo (Gray et al.,
1997). Rostliny, kterym bylo exogetidodavano vysSi mnozstvi sacharozy byly ogsin
k nizkym teplotam i P kultivaci ve tn€. Tyto rostliny nély také zvySenou expresi genu
cor78 kédujiciho LEA protein, ktery byl vyuzZit jako mask chladové aklimace. Bylo
Zjisténo, Ze tato reakce je specificka pro sacharozuw fieggulace v firodnich podminkach
muze rostlindm napomahatipchladové aklimaci v podminkach, kdy séidd sételna
perioda s chladjSi temnostni periodou. Sachar6za akumulovathé@m s¥telné faze dne
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pietrvavajici v chladjSi temnostni faziiejmé slouzi jako signal, ktery ovliwje zvySeni
odolnosti k nizkym teplotam (Rekarte-Cowie et 2008).

2.6.2 Trehal6za

DalSim zastupcem neredukujicich sachanglatiujicich se fi stresovych reakcich u
rostlin je trehal6za. Jedna se o disacharid skiéids¢ ze dvou glukdézovych podjednotek
(a-D-glucopyranosyl-1,-D-glucopyranosid). Na rozdil od sachar6zy, kter&pecificka
pouze pro rostlinnotiSi a fotosyntetizujici prokaryota, trehal6za sskwyuje u prokaryot
(bakterie) i ekukaryot (rostliny, houby, bezobafEoddijn a Smeekens, 1998). Schopnost
syntetizovat trehalézu je takejmé evolwné mnohem starsi, nez je tomu u sacharézy. U
téchto organizm se trehald6za uplatje pri abiotickém stresu jako osmoprotektant, dale
jako zasobni sacharid (houby), je i hlavnim sackan hemolymfy u hmyzu (Elbein et al.,
2003).

2.6.2.1 Metabolizmus trehaldzy

Syntéza trehal6zy u rostlin probihd ve 2 krociclejpiNe z gluk6za-6-fosfatu (G6P) a
UDP-glukézy (UDPG) vznikd trehal6za-6-fosfat (T6PJa katalyzy trehal6za-6-

fosfatsyntazy (TPS). Trehal6za-6-fosfat je nasteddefosforylovan trehal6za-6-

fosfatfosfatazou (TPP). |. thaliana a Oryza sativa bylo nalezeno 9iznych gei pro TPS

a TPP (lordachescu a Imai, 2008). Obsah trehamrpstlinach udrzovan na velmi nizké
arovni jeji pomalou syntézou a vysokou aktivitoehalazy ve vSech pletivech. Tento
enzym trehal6zu &bi na d¥ molekuly glukézy (Mller et al., 2001).

2.6.2.2 Trehal6za a stres

U rostlin byla trehaléza zji&ha pongrné nedavno nejprve u tzv. ,rostlin vidkeni®, které
odolavaji uplné desikaci pletiv. Wahto rostlin je v pl& dehydratovaném stavu obsah
trehal6zy v pletivech poénné vysoky. U vrangku Selaginella lepidophylla tvori 10-12 %
susiny, uMyrothamnus flabellifolius a Soorobolus stapfianus, zastupé cévnatych rostlin
tvoii trehal6za fiblizné 3 % suSiny (Drennan et al., 1993; Bianchi et H893; Moore et
al., 2007). AZ na¢chto rekolik vyjimek piitomnost trehalézy u vysSich rostlin dlouho

unikala pozornosti vzhledem k jeji velmi nizké kentraci v pletivech. WMedicago sativa
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a Oryza sativa dochazi k mirnému zvySeni obsahu trehal6zyremkech po vystaveni stresu
zasoleni, nicménjeji obsah je staleifliS nizky na uplaténi osmoprotektivnich dinka
(Fougere et al.,, 1991; Garcia et al.,, 1997). Zlaoe mezi hladinou T6P a indukci
nékterych gel Gcastnicich se reakce na bioticky i abioticky strgplywa, Ze uUloha
trehal6zy a zejména T6Ri stresovych reakcich je spiSe signalidga(Schluepmann et al.,
2004). Analyzou genové exprese Al thaliana byly zaznamenany vyznamné rozdily
v expresi enzyri pro syntézu trehaldzy (TPS a TPR)zasoleni, chladovém i osmotickém
stresu (lordachescu a Imai, 2008).

Transformace pouze jednim genemftro TPS nebo TPP vedla ke zpomalenéfisiur,
Zloutnuti listi a sterilig rostlin (Goddijn et al., 1997; Pilon-Smits et &4P98). U ryzZe
transformované fuznim genem kodujicim TPS i TPE.cali se stresavinducibilnim
promotorem se Zadné negativni dopady neprojevibgangformované rostliny dinngji
vylugovaly N& v podminkéach zasoleni, coz vedlo k udrzeni gonNa' /K™ srovnatelného
s rostlinami, které nebyly stresu vystaveny. Teudoxr je klicovy pro navozeni odolnosti
k zasoleni. U netransformovanych rostlin byl temoonsr vyrazré posunut ve prosggh Na
(Garg et al., 2002; Jang et al., 2003). ZvySenilrati k nizkym teplotam, zasoleni a
nedostatku vody bylo dosazeno také u rostlin tabafNicotiana tabacum)
transformovanyctAtTPS (Almeida et al., 2005). Ro¥# vneseni genu pro TPSIEzcoli
do chloroplast vedlo ke zvySeni odolnosti k nedostatku vody begativnich dopad
produkce trehaldézy u takto transformovanych rostlimansformované rostliny ochan
Klicily a rostly i v podminkach silného osmotickéhcestr, zatimco u kontrolnich rostlin
doSlo k zastaveniistu véasnych fazich vyvoje semetké, nasleds k rozpadu tylakoid a
ztrag chlorofylu. Vtomto pipad trehaléza v chloroplastechiegmé funguje jako
osmoprotektant chranici tylakoidni membrany (Lealt2003). Rové&Z analyzou exprese
nativnich TPS a TPP A. thaliana bylo prokazano, Ze trehal6za hraje podstatnouptoli
stresovych reakcich. Ke Zmam exprese &Siny z 9 gefi pro TPS a TPP doslo po
vystaveni rostlin chladu, osmotickému stresu, zdplnedostatku vody, oxidativnimu
stresu, UV-B i vysokym teplotdami&sny mechanismusigobeni trehal6zy ve stresovych

reakcich u rostlin vSakistava otazkou (lordachescu a Imai, 2008).

2.6.3 Fruktany

Fruktany jsou ve vat rozpustné polymery fruktozy vyskytujici se gkterych druli

rostlin, zejména ZelediPoaceae, Liliaceae a Asteraceae. U tchto rostlin se uplauji jako
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dulezité zasobni sacharidy, ale také jako kompafibéimiuty (Spollen a Nelson, 1994;
Pilon-Smits et al., 1999). Tyto sacharidy jsou syimbvany ve vakuole ze sacharézy za
Gcasti fruktosyltransferaz.

U ryze, kterd sama fruktany neprodukuje, bylo desazzvySeni odolnosti k nizkym
teplotdm po transformaci 2 geny kodujicimi fruktiesynsferdzy Zriticum aestivum. U
transformovanych rostlin bylo zaznamenano zvySé&sabu oligo- a polysachatidktery
se v dosplych listech pohyboval mezi 3,7-16,2 md.gkromé osmoprotektivni funkce,
muze akumulace frukta@nve vakuole vedouci ke zvySeni osmotického tlaksiopit jako
signal vedouci k indukci gérpodilejicich se na stresové reakci (Kawakami.e2a08). U
nékolika dalSich rostlirBeta vulgaris (Pilon-Smits et al., 1999)rifolium repens (Jenkins
et al., 2002) bylo dosazeno zvySeni odolnosti lostatku vody po transformaci geny pro

fruktosyltransferazy.

2.6.4 Cukerné alkoholy

Vyznamnou skupinou sachaiigyuzivanych mnoha rostlinami ve stresovych redkggou
cukerné alkoholy. Cukerné alkoholy (polyoly) jsadukované formy ald6z, nebo ketoz.
Jejich uhlikatyfettzec mize byt lineérni (acyklické polyoly neboli aldito)y)ebo cyklicky
(cyklické polyoly neboli cyklitoly). Cukerné alkohojsou kéZnymi sacharidy u mnoha
prokaryot i eukaryot. Bylo vypitano, Zze fiblizné 30 % veSkerého uhliku fixovaného
rostlinami tvdi praw cukerné alkoholy (Bieleski, 1982). Nejra&stjSim je manitol, ktery
byl zjis€n u vice nez 100 rostlinnych diuhzejména zeledi Rubiaceae (kavovnik),
Oleaceae (pt&i zob, jasan, oliva) #piaceae (celer, mrkev, petrzel). Vyskytuje se i u
n¢kterych parazitickych rostlingrobanche, Striga, Thesium) (Robert et al., 1999; Simier et
al., 1998). DalSimi jsou sorbitol, o kteréem budgegaano v samostatné kapitole, a z této
trojice nejmén bezny galaktitol znamy @eledi Celestraceae a Scrophulariaceae. U vySe
zmirgnych rostlin jsou polyoly, spolu se sachar6zou primmi produkty fotosyntézy.
Vedle zdroje energie a uhlikatych skélete polyoly také uplatji jako kompatibilni
soluty. Diky vysoké hydroxylaci molekuly se mohdektivné vazat na povrchy membran
a proteirii, a nahrazovat tak hydratd obaly za nedostatku vody. Metabolizmus cukernych
alkoholi je také vyhod§Si z energetického hlediska # jejich rozkladu se uvalje wtsi

mnoZzstvi ATP neziprozkladu stejného mnozstvi sacharozy.
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2.6.4.1 Sorbitol

R4

Sorbitol (D-glucitol) je po manitolu druhym nejré&EnsjSim cukernym alkoholem u
vysSich rostlin. Tento Sestiuhlikaty polyol jélefitym transportnim sacharidemcaledi
Rosaceae, zahrnujici hospodsky vyznamné ovocnéielviny — jabla (Malus), hruSe
(Pyrus), broskva (Prunus), treSé (Prunus), a Plantaginaceae (Plantago) (Loescher,
1987).

U rostlin produkujicich tento cukerny alkohol je risitol mnohdy pevazujicim
transportnim sacharidem. Bylo z§ig8b, Ze u jablo& tvoii 65-70 % celkového obsahu

sacharid transportovanych floémem (Klages et al, 2001).

2.6.4.1.1 Syntéza sorbitolu

Nejvice poznatk o biosyntéze sorbitolu pochazi ze studia metafmolitohoto cukerného
alkoholu u jablod. Prekurzorem pro syntézu sorbitolu je, podoljako u sachardzy
glukbza-6-fosfat (G6P). Glukoza-6-fosfat vznika neeraci fruktéza-6-fosfatu (F6P) za
Gcasti cytosolické fosfoglukoizomerazy (PGI). Vlassyntéza sorbitolu potom probiha ve
dvou krocich. G6P je nejprvergamenén na sorbitol-6-fosfat (S6P) za katalyzy NADPH-
dependentni aldbza-6-fosfatreduktazy (A6PR) (Nedmescher, 1981, Zhou et al., 2003).
V néasledujicim kroku je S6P defosforylovan sorb@dbsfatfosfatazou (S6PP) za vzniku
sorbitolu. Bylo zjistno, Ze pro aktivitu S6PP je nezbytnét@mnost Mg* (Zhou et al.,
2003). Ritomnost M@" také zvySuje afinitu A6PR ke G6P (Negm a Loesch8gl). Z
experimeni in vitro sizolovanou cytosolickou PGI vyplyva, Ze S6P jénymn
kompetitivnim inhibitorem tohoto enzymu. Vzhledemedtké mfe konzervovanosti PGI u
raiznych drulii rostlin autdi predpokladaji, Zze tento enzymuge hrat dlezitou roli

v rozcElovani uhliku mezi sachar6zu a sorbitol. Syntézdnaedzy u sorbitol produkujicich
rostlin tak nize byt zgtné ovliviovana produkci S6P (Zhou a Cheng, 2008). Syntéza
sorbitolu probiha, podoknjako u manitolu, v dosiych listech, odkud je tento cukerny
alkohol transportovan do sinkovych pletiv. Analyinyracelularniho roz&leni sorbitolu u
mezofylovych buik jitrocele Plantago major, P. maritima) a broskvos (Prunus persica)
ukazuji, Ze wtSina celkového obsahu sorbitolu je ve vakuole §60%), kam je f&jme
aktivre transportovan z cytosolu. Nejvyssi koncentracettmpolyolu vSak byla zjigsha ve

stromatu chloroplast Jestli zde dochazi Kimé syntéze sorbitolu, nebo je do tohoto
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kompartmentu aktivh transportovan z cytosoluigtava otazkou. Sorbitol se ve stromatu

chloroplast ziejm¢ uplatiuje pri osmoregulaci (Nadwodnik a Lohaus, 2008).

2.6.4.1.2 Transport sorbitolu

Prestoze sorbitol¢asto tvaéi vyznamny podil transportnich sacharicu sorbitol-
produkujicich drufa rostlin, o mechanismech jeho transportu ze zdgmjovlisti do
sinkovych pletiv bylo donedavna znamo minimum inaci. Teprve v poslednich letech
byly charakterizovany transportéry, které s&asini nakladani sorbitolu do floému ve
zdrojovych listech a jeho nasledného vykladani nkevych organech. U &Siny
razovitych devin (Rosaceae) se vyskytuje fechodny typ floému sipvladajicim
symplastickym planim floému, coZ bylo zatim prokazano u broskv@runus) a jablor
(Malus) (Gamalei, 1989; Moing et al., 1997, Reidel et2009).

U jablore (Malus domestica Borkh cv. Fuji) byly identifikovany 3 transportéryMdSOT3,
MdSOT4 a MdSOTS5, které s€astni nakladani sorbitolu do floému. Tyto transgyrisou
piitomny ve velkém mnozstvi ve floému nejmensich kzildrojovych listi. Uloha
MdSOT4 je nejasna, vzhledem kvelmi nizkému trartspcsorbitolu u kvasinek
transformovanych genem pro tent@mpaseé. Prenasée MdSOT3 a MdSOTS5 se vyznamn
liSi svoji afinitou k sorbitolu, coz by umbdvalo efektivni regulaci nakladani floémi p
riznych koncentracich sorbitolu (Watari et al., 20@)stava vSak otazkou, do jaké miry
se tyto transportérycastni nakladani floému. Reidel et al. (2009) vzéhedk mnohem
vySSimu obsahu sorbitolu v mezofylu, nez je tomudruhi rostlin s apoplastickym
nakladanim floému fedpoklada, Ze sorbitol je u jablbnnakladan pedevSim
symplastickou cestou a transportéry g Ucastni pouze navraceni uniklého sorbitolu
z apoplastu zf do floému (Reidel et al., 2009). U jitrocelBldntago), jako zastupce
bylinnych sorbitol-produkujicich rostlin je situaceliSna. Vyskytuje se zde uzawny typ
floému s minimem plazmodezmatickych spojeni mezofylpfivodnimi bukami, tedy
s prevazujicim apoplastickym nakladanim floému (GamadleB9; Nadwodnik a Lohaus,
2008). U jitrocele byly charakterizovany 2 trangpoy pro sorbitol, PmPLT1 a PmPLT2.
Jedn& se o Hsymportéry s posné nizkou specifitou (jsou schopny transportovat i
manitol) a nizkou afinitou k sorbitolu v porovnasitransportéry u jabl@n coz by
napovidalo rozdilnému mechanismu nakladani floér#chto rostlin (Watari et al., 2004).

Tyto transportéry jsou lokalizovany viwmodnich buikach sitkovic zdrojovych lit kde
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spolu s transportéry pro sachardzu zpemitovavaji nakladani floém@mito sacharidy.
Analyzou floémovych exuddtjitrocele bylo zjis¢éno, Ze obsah sachar6zy ve floému
piiblizné 4krat gevysuje obsah sorbitoluiiRrystaveni rostlin zasoleni tento pénklesa
na polovinu ve prosich sorbitolu (Pommerrenig et al., 2007).

Ponerné malo informaci je zndmo o mechanismech transpedibitolu z floému do
sinkovych pletiv. U vis#é (Prunus cerasus L. cv Montmorency) bylo zjigho, Ze sorbitol
pii vykladani z floému fechazi do apoplastu, odkud je ak#vtransportovan zj to
symplastu. Z plodl visr¢, kde dochazi k vyrazné akumulaci sorbitokthdm zrani byl
izolovan transportér sorbitolu PcSOT1, jehoz stgapaladina koreluje se zvySujicim se
obsahem sorbitolu. Vyrazna exprese gee80T1 byla zaznamenéna i ve vyvijejicich se
listech. Ta se s dospivanim listu postummizuje. Druhy popsany transportér sorbitolu
PcSOT2 se uplatje pouze v raném stadiu vyvoje plodu. Oba tytogpartéry jsou H
symportéry s vysokou specifitou pro sorbitol (Gaalg 2003). VySe zmimé transportéry
MdSOT4 a MdSOTS5 sergjmeé také @astni transportu sorbitolu do sinkovych pletiv u
jablorg. MdSOT4 i MdSOT?5 se silré exprimuji v kwtech, které jsou vyznamnym sinkovym
organem. Vysoka expresddSOT5 byla zaznamenana v dormantnich pupenech japlon
kde mize akumulovany sorbitol slouZzit jako ochrartagpchladovym stresem. Watari et al.
(2004) usuzuiji, Ze se oba tyto transportéry motmatiovat v ranych stadiich vyvoje listu,
kdy se @astni transportu sorbitolu do mladych disfako sinkového organu, pogd
dochazi kutlumeni jejich exprese, ktera se nasledpit zvySuje v souvislosti

s dospivanim listu. To by mohlo souviset s postuppienenou listu véase ze sinkového
na zdrojovy orgén, kde se tyto transportégpsini importu sorbitolu do vyvijejicich se
listt, tak nasled&i jeho exportu z dosiych listia (Watari et al., 2004). Reidel et al. (2009)
vSak apoplastickou cestu nakladani sorbitolu dénflo u jabloa zpochyliuji.

U pronistajicich vegetativnich pupémroskvor (Prunus persica L. Batsch cv. Redhaven)
bylo zjiS€no, Ze pi oSeteni exogennimi hexézami (glukézou a fruktézou) report
sorbitolu do tohoto silného sinku inhibovan na membveé Urovni, #jmeé posttranslani
regulaci penasée. Experimenty se substratovymi analogy hexokindazn&uji, Ze tato
selektivni inhibice je zprostdkovana hexokinazovou signalni drahou (Maurel. e2@04).
Nedavno byly uArabidopsis thaliana identifikovany geny s vysokou mirou podobnosti
s transportéry sorbitolu i manitolujfgstoZze vyuziva jako transportni sacharidy pouze
sachar6zu a v malém mnozstvi rafin6zu. Analyzoudgktu jednoho zéchto ger,

AtPLTS5, bylo zjistno, Ze se jedna o transportér schopfgnpset Siroké spektrum polyol
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cyklitoli i nékterych monosachanid Tento gen je exprimovan v malém mnoZstvi v celé

rostling, jeho funkce je vSak nejasna (Klepek et al., 2005)

2.6.4.1.3 Metabolizmus sorbitolu v sinku

Klicovym enzymem pro utilizaci sorbitolu je NAD-depentig sorbitoldehydrogenaza
(SDH) katalyzujici pemeénu sorbitolu na fruktozu (Negm a Loescher, 1979)uHou
cestou, jakou rive byt sorbitol metabolizovan je jehdepena na glukozu za katalyzy
sorbitoloxidazy (SOX). Tento enzym, narozdil od SbBélyzaduje fitomnost NAD jako
kofaktoru. Jeho aktivita v rostlinnych pletivechyjgak velmi nizka, atpdpoklada se, ze
v metabolizmu sorbitolu se tento enzym vyzngjnneuplatiuje (Yamaki, 1980; Loescher
a Everard, 1996). SDH je vysoce aktivni v sinkovptdtivech, jako jsou vyvijejici se listy,
apex, kaéeny nebo vyvijejici se plody (Loescher e al., 19B®rlo a Passera, 1991,
Archbold et al., 2004; McQueen a Minchin, 2005)lalalizovana v cytoplaz# vakuole,
ale i ve stromatu chloropldstVzhledem k fitomnosti vysoké koncentrace sorbitolu ve
stromatu chloroplagt a jeho nespornémuiippvku k osmotickému potencialu této
organely niZzeme usuzovat na podil SDH fi p osmoregulaci chloroplast
Sorbitoldehydrogenaza se vtéto organelézen podilet na regulaci syntézy Skrobu
preménou sorbitolu na fruktézu (Wang et al., 2009).

Aktivitu SDH ovliviiuje fada vijSich i vnitnich faktofi. K vyraznym zmdnam aktivity
tohoto enzymu dochaztipreméne sinku ve zdroj u list. V pocateEnim stadiu vyvoje listu
jablorg (Malus domestica) je SDH vysoce aktivni. S postupujicim vyvojentdia zvysujici
se fotosyntetickou produkci se aktivita SDH utluejujaopak nasta aktivita A6PR a list
se stava zdrojovym. Na podzim kdy dochazi k pokliegasyntetické produkce aktivita
A6PR klesa, zarove opét narista aktivita SDH az do opadu listu, umajci S€peni
akumulovaného sorbitolu na fruktézu (Loescher gt1#182). Bylo zji&no, Zze SDH je ve
vakuolach mezofylovych bk piitomna v elektrondenznich granulich, které jsou
povaZzovany za zasobni proteiny. UwsinSDH z &chto granuli je #ejmé zodpowdné za
narist aktivity SDH na podzimipsenescenci listu (Wang et al., 2009). Vzajemulece
metabolizmu sachardzy a sorbitolu byla zkoumanansgenni jablah(Malus domestica)

s potl&enou expresi A6PR, tedy sniZzenou syntézou sorbitdliechto rostlin doSlo ke
snizeni aktivity SDH v sinkovych listech a zardvarySeni aktivity SuSy. Po exogennim
dodéani sorbitolu se aktivita SDH zvysSila, coZz ukazua regulaci exprese a aktivity tohoto

enzymu dostupnosti substratu. Exogenni fegétsachar6zou naopak vedlo k péetai

21



Literarni ivod

aktivity SDH a transkripce ifslusného genu. To ukazuje na vzajemné propojeail ob
metabolickych drah pro utilizaci sorbitolu a sadzyr (Loescher et al., 1982; Merlo a
Passera, 1991; Zhou et al., 2006fitdMnost dvou metabolickych systéna jejich
vzajemna regulace u rostlin produkujicich cukeldkélely s sebou ifinasi vyssi plasticitu

v zajistni stalého fisunu sachariddo sinki (Zhou et al., 2006).

2.6.4.1.4 Regulace transportu a metabolizmu sorbilio v reakci na stres

Sorbitol se podolhjako manitol také uplatje @i reakcich na abioticky stres. U jitrocele
(Plantago major) doSlo i oSeteni 400 mM NaCl ke zvySeni exprese @dmPLTL i
PmPLT2 kodujicich transportéry pro sorbitol v izolovanycBvnich svazcich. ZvySeni
hladiny mMRNAPmMPLT2 bylo zaznamenéano jiz 2 hodiny po d@gef, proPmPLT1 to bylo 6
hodin. Hladina obou transkript zistdva zvySena po celou dobuispbeni stresoru.
Vzhledem Kk rychlejSimu a vyraZ8imu nastupu expres€mPLT2 Ize usuzovat na
podstatijSi (Cast tohoto transportéru na zvySeném nakladani tetrbdo floému p
zasoleni. Nasleandochézi ke sniZzeni expreBenSUC2, genu pro transportér sacharozy.
Dochazi také ke snizeni aktivity PmSDH1¢&liého enzymu pro utilizaci sorbitolu. Tyto
zmeény nasleda vedou ke zvySeni koncentrace sorbitolu v mezaffloému. Vziista také
vzajemny pordr sorbitolu a sachardzy ve floému z 20 % sorbitokontrolnich rostlin az
na 40 % u rostlin vystavenych stresu. To jésgbeno pednostnim nakladanim sorbitolu
do floému vlivem zvySeni exprese geRodujicich transportéry PmPLT1 a PmPLT2
v privodnich bukach sitkovic (Pommerrenig et al.,, 2007). U ddbggh listd rostlin
jablorg vystavenych nedostatku vody dochazi kiear obsahu sorbitolu, zatimco obsah
sachar6zy stava nezmmén (Sircelj et al., 2005). Nast obsahu sorbitolu v doslgch
listech mize byt zapicinén poklesem aktivity SDH v sinkovych listech. U tost
broskvoré vystavenych nedostatku vody dochazi k poklesuviéktiSDH v sinkovych
listech vedouci k nasledné akumulaci sorbitolu. h#a¢ také k omezeni transportu
sorbitolu ze zdrojovych lifta poklesu aktivity S6PDH. Sorbitol se naskedkumuluje

v sinkovych i zdrojovych listech atastni se tak osmotickéhdizpisobeni (Lo Bianco et
al., 2000).
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Obr. 2.1: Schéma syntézy, transportu a katabolizmu sorbiteltostlinach: 6 - nereversibilni

triozafosfatdehydrogenaza, 3PGA — 3-fosfoglycerdayde PGl — fosfoglukoizomeraza, A6PR - ald6za-6-
fosfatreduktaza, S6PP — sorbitol-6-fosfatfosfaté3®H — sorbitoldehydrogenaza, HXK — hexokinaza.
Upraveno dle Stoop et al. (1996).

Meng et al. (2008) prokazali, Ze v reakci na abigtistres u jablohivedouci k akumulaci
sorbitolu i stresu se uplatije signalizani draha kys. abscisové. Experimenty s celistvymi
rostlinami i oddlenymi listy ukazaly, Ze jak samotné exogenni i@hetkys. abscisovou
(ABA), tak i oSeteni kys. abscisovou kombinované s osmotickym stme20% PEG

v kultivatcnim médiu) vyvolavd akumulaci sorbitolu. To jEejpe zagFicinéno posilenim
syntézy sorbitolu. Mrenim enzymoveé aktivity bylo zaznamenano zvyserivial86PDH i
S6PP, s maximem u kombinovaného i&@texogenni ABA a PEGem. Dale bylo zjist
posileni transportu sorbitolu floémem a snizenivakt SDH v kofenech vedouci k jeho

akumulaci v tomto organu (Meng et al., 2008).
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2.6.4.1.5 Syntéza sorbitolu u transgennich rostlin

Pro protektivni dginky sorbitolu jako kompatibilniho solutu byla zkoana moznost jeho
vyuziti v produkci plodin se zvySenou odolnosti dteesu. U rostlin tabaku, s vnesenym
genem pro S6PDH (A6PR) se vedle zvySeni odolnogtaskleni a nedostatku vody
projevily i negativni dopady produkce sorbitolu. SRmy, které akumulovaly sorbitol
v listech v rozmezi 2-gmol/g ¢erstvé hmotnosti se fenotypowneliSily od kontrolnich. Se
vzrastajici koncentraci sorbitolu se vSak objevily cbtické leze na listech a bylo
zaznamendno zpomalenistu. Rostliny s obsahem sorbitolu mezi 1542§g cerstvé
hmotnosti jiz byly sterilni a My zhorSené regenenai schopnosti (Sheveleva et al, 1998).
U tomelu Diospyros kaki Thunb.) transformovaného genem pro S6PDH (A6PRdlbyah
sorbitolu desetkrat vy3Si nez u tabaku transformékia timto genem. Rostliny s vysSi
produkci sorbitolu vykazovaly vysSi toleranci kdesi (nEienou jako aktivita
fotosystému I1). VySSi produkce sorbitolu u tramsfovanych rostlin byla vSak spojena se
zhorSenym tistem a zkracenim internodii (Gao et al., 2001). eVg&irgné negativni
dopady produkce sorbitolu u transgennich rostliaté&samy sorbitol nesyntetizuji, mohou
byt zpisobeny inhibici aktivity PGI vlivem akumulace S@m. je zpisobeno nefitomnosti
specifické S6PP (Zhou et al., 2003). Nasledkemmigesni dostupnosti G6P (Zhou a Cheng,
2008). DalsSim moznym vystlenim je vziistajici koncentrace sorbitolu v cytoplagm
protoze tyto rostliny postradaji transportni systém ukladani sorbitolu do vakuoly. Ten
se tak hromadi v cytoplazma osmoticka nerovnovaha cytoplazmy a vakuolgenmit na
rostlinu vySe zmi#éné negativni dopady (Deguchi et al., 2004).

U rostlin tabaku transformovanych binarnim vektoreesoucim gen pro S6PDH i SDH ke
zpomaleni #istu ani tvork 1ézi nedochazelo. Moznodiginou je zachovani hladiny myo-
inositolu, jehoz obsah je u rostlin tabaku transfovanych pouze genem pro S6PDH niZsi,
vzhledem Kk nizSimu obsahu G6P jako prekurzoru pmtézu myo-inositolu. Jejich
spole&énym prekurzorem je G6P. Vnesenim dalSiho metabaticksinku oderpavajiciho
G6P tedy miZe dojit k naruSeni signalnich kaskad zavislychinmsitol-1,4,5-trifosfatu
(IP3) Tomu by nassd¢ovala nepitomnost Iézi u rostlin transformovanych pouze gene
pro S6PDH po exogennim ofati myo-inositolem (Sheveleva et al., 1998). Dalgisem
téchto rostlin byl paradoxnvyssi obsah sachardzy v sinkovych pletivech viivarizené
aktivity SuSy inhibované zvySenym obsahem frukt@zanikajici degradaci sorbitolu.

Vneseni celého metabolického aparatu jak pro suntdéak i degradaci sorbitolu
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piedstavuje &inny nastroj, jak vyuzit protektivnichéiimka sorbitolu i pusobeni stresu s
potlatenim negativnichdinku na rfist a produkci rostlin (Deguchi et al., 2006).

2.6.4.2 Pr@ se polyoly vyskytuji u rostlin, u kterych nejsou pimarnimi produkty
fotosyntézy?

PrestoZze se do nedavné doliggpokladalo, Ze schopnost syntetizovat sorbitepgcificka
pouze pro Uzky okruh rostlin ¢eledi Rosaceae a Plantaginaceae a pritomnost tohoto
cukerného alkoholu u jinych rostlin byla povazov@oaze za vyjimku, s@éasné vysledky
podobné geim pro SDH byly nalezeny v genomech rostlin aznych celedi
jednodtloZznych, dvoudloznych, ale i nahosemennych rostlin, které sorlritsyntetizuji
jako primarni fotosynteticky produkt (Ohta et a2Q05). Ohta et al. (2005) popsali
piitomnost sekvence pro SDH v genomuetg (ycopersicon esculentum) a enzymaticky
charakterizovali izolovany protein jako NAD depenteé SDH (Ohta et al.,, 2005).
Roessner-Tunali et al. (2003) udetie detekovali fitomnost malého mnoZzstvi sorbitolu.
Jednou z moznych funkci SDH udeie je odbouravani arabitolu, kteryibe také slouzit
jako substrat SDH. Arabitol se v rostliakumuluje pi infekci houbovymi patogeny, které
tento polyol produkuji jako osmotikumulgzité pro pijem vody z hostitelské rostliny
(Clark et al., 2003). Podobnu rostlin bobu VYicia faba) infikovaného houbovymi
patogeny dochazi k akumulaci arabitolu a manitditeré se Gastni zhaSeni ROS
produkovanych rostlinou fp obranné reakci (Link et al., 2005).ul@zitost polyol

v interakcich rostlina-patogen byla potvrzena utlimstabaku s vnesenym genem pro
celerovou manitoldehydrogenazu, které vykazovasvydolnost k houbovym chorobam
(Jennings et al., 2002). U ryZz®rfjza sativa) byl identifikovan dalSi enzym¢astnici se
syntézy sorbitolu, A6PR. Bylo zji&to, Zze v semenech a zejména embryich dochazi
k vyrazné akumulaci tohoto enzymu wibkhu dozravani, s maximem v desika fazi.
Dynamika naistu obsahu A6PR zde sledovalailgh akumulace ABA. Bhem Kkiteni
A6PR zcela vymizela. Tento enzym byl také detekovdnenSim mnoZzstvi ve stoncich
dosglych rostlin. Obsah A6PR v pletivech zde vyzn&nstoupl po vystaveni rostlin
osmotickému stresu, zasoleni a t&eit ABA. Jist stoji za povSimnuti, Ze tento dat byl
zaznamenan pouze u kultiias vySSi odolnosti k nedostatku vody, zatimco lvgdh
kultivarad zastal obsah enzymu na velmi nizké urovniitétnnost A6PR ve zralych
semenech byla zaznamenana také u dalSich zkoumamgspodésky vyznamnych
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zastup@ celedi Poaceae (kukurice, pSenice, jamen, ovesgirok). Stresem zainéna
akumulace A6PR v prytu vSak byla zfi8a pouze u ryze (Karuna et al., 2000).

Presna funkce cukernych alkolol rostlin, které tyto latky neprodukuji jako prima
fotosyntetické produkty, ale do nichZz byly vhesgeny pro jejich syntézu také neni zcela
ziejma. U mnohagthto transgennich rostlin se projevuji abnormalistu a vyvoje, nap
zpomalenidistu, Zloutnuti, steni listi, sterilita (Sheveleva et al., 1998; Abebe et241Q3;
Deguchi et al., 2004). Tyto negativni dopady |zeeminvnesenim geénjak pro syntézu tak
i degradaci fislusného cukerného alkoholu (Deguchi et al., 2006kto transformované
rostliny vykazuji zvySeni odolnosti Kkierym stresovym faktém, které vzhledem
k pomeérné nizkému obsahu polyibl pletivech nelzeifipisovat osmotickémuifzpisobeni
burgk (Abebe et al., 2003; Chiang et al., 2005).

2.6.4.3 Cyklické cukerné alkoholy

Druhou skupinou cukernych alkofiojsou cyklické cukerné alkoholy, neboli cyklitoly.
NejjednodusSim cyklickym hexitolem, ktery jesZmou soudasti bugk vSech Zivych
organisnii je myo-inositol. Fosfatidylinositol je vyznamnyntrigkturnim fosfolipidem
buré¢nych membran, inositolfosfaty jsoualdzitou sloZzkou signalnich kaskad. Volny
inositol a gedevSim jeho metylované derivaty D-ononitol a Dipinmaji zejména u
nékterych halofytnich rostlin funkci kompatibilnicholata (Paul a Cockburn, 1989;
Sheveleva et al., 1997). Metabolizmu&chto cyklitoli je nejlépe prozkouman u
Mesembryanthemum crystallinum. Syntéza cyklital je také Uzce spojena se syntézou
dalSich sacharid Z myo-inositolu a UDP-galaktézy vznika galaktindbnor galaktozy i
syntéze dalSich, z hlediska stresové oddbwyznamnych sacharida sice RFO (viz
kapitola 2.6.5).
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Obr. 2.2: Schéma syntézy myo-inositolu, ononitolu a pinitalygidruzeny metylovy cyklus. IMT — O-
metyltransferaza, THF — tetrahydrofolat. Upravet@Skengupta et al. (2008).

2.6.4.3.1 Syntéza cyklital

Prvnim krokem biosyntézy myo-inositolu jg¢epena G6P na myo-inositol-1-P (Ins1P)
katalyzovana myo-inositol-1-P syntdzou (Ins1P symtiq Nasled# je odSépen fosfat za
Ucasti monofosfatazy (Ins1P fosfatdzy) a vznika myasitol. U rekterych rostlin nize byt
myo-inositol metylovan na D-ononitol za&asti O-metyltransferazy (IMT). Tento enzym
vyuziva jako donor metylové skupiny S-adenosylnwetim. Ten niZze byt nasledh

epimerizovan na pinitol (Loewus a Murthy, 2000; §gta et al., 2008).

2.6.4.3.2 Znény metabolismu cyklitoli p¥i stresu

Bylo prokazano, Ze také cyklitoly jsogkierymi rostlinami vyuzivany jako kompatibilni
soluty. Podobé# jako v gipact metabolismu byly osmoprotektivni funkce cyklitggoprvé
prokazany uMesembryanthemum crystallinum. U tohoto fakultativniho halofytu dochazi
pii nedostatku vody nebo vtippmnosti NaCl v fidé ke zvySeni exprese IMT a
nasledg akumulaci ononitolu a pinitolu, které mohou iivoaz 2/3 celkového obsahu
sacharid (Paul a Cockburn, 1989; Vernon a Bohnert, 1992arfgget al., 2009). Také u
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divoké halofytni ryZzePorteresia coarctata dochazi i zasoleni ke zvySeni exprese gen
pro Ins1P syntdzu i IMT a naslednému zvySeni obsaihiiolu z 3,5 pmol.g na 30
umol.g*. Vlivem zasoleni dochazi také ke zvySeni fotomesmi, vedouci k vy3si produkci
S-adenosylmethioninu (SAM) a posileni syntézy plni{viz obr.) (Sengupta et al., 2008).
U Eucalyptus astringens je dilezitym kompatibilnim solutem dalSi zastupce metsgtoych
derivati myo-inositolu, quebrachitol. Jeho obsah v liststtbmi rostoucich v podminkéach
silného vodniho stresu je vyrazayssi (5 % suSiny) nez u stramr lesnim porostu (2 %
susiny), které vodnimu stresu vystaveny nebyly. bdw gipadech istal obsah
guebrachitolu stabilni v pbéhu celého roku. V zimnich &gicich se tak quebrachitol
ziejme uplatiuje také jako kryoprotektant (Arndt et al., 200Bprovnanim 13 druhrodu
Eucalyptus bylo zjiS€no, Ze druhy z aridnich oblasti vyuZivaji k osmddimu gizpisobeni
quebrachitol, zatimco ty z Wfch oblasti p nahlém nedostatku vodu akumuluji sacharézu,
kterd mize byt po pominuti vodniho stresu rychle metabebma. U drufi z aridnich
oblasti je quebrachitol stabilnim metabolitem, kterstlinami neni primagvyuzivan jako
zdroj uhliku a energie, ale slouziedevsim k osmotickémurippiasobeni bugk (Merchant
et al., 2006; Arndt et al., 2008).

2.6.5 Sacharidy rafin6zové-ady

Posledni skupinou sachatidre funkci kompatibilnich soldt o kterych bude v tomto
piehledu pojednano, jsou sacharidy rafin6zéady (RFO). \étSina rostlin je schopna
produkovat sacharidy rafin6zovady (RFO) alespov r¢jaké fazi svého vyvoje. &které
rostliny RFO vyuZivaji jako vyznamné transportnzasobni sacharidy (Keller a Pharr,
1996).

Chemicky jsou sacharidy rafin6zov&dy odvozeny od molekuly sacharozy, na kterou jsou
piipojeny galaktosylové zbytky a-1,6-glykosidickou vazbou. Jsou syntetizovany
v dosglych listech, i sinkovych pletivech, jako jsou magoieny a hlizy. Sacharidy
rafindzovérady se svymi chemickymi vlastnostmi podobaji sa@berJsou to neredukujici
sacharidy, doie rozpustné ve vad Rostliny vyuzivajici RFO jako transportni sactgri
pochazeji zejména &eledi Cucurbitaceae, Lamiaceae, Oleaceae a Scrophulariaceae
(Keller a Pharr, 1996). RFO jsou také vyznamnésprartni sacharidydkterych devin. Ve
floémové gaw jablore (Malus pumila) je rafindza (0,45%) po sorbitolu (9 %) a sachar6z
(6 %) sacharidem s$dti nejvyssi koncentraci (Kollar a Seemdller, 199@které rostliny

skladuji RFO ve vysokych koncentracich (25-80 % tmuosti suSiny) ve hlizactSachys
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sieboldii), semenech (soja), nebdimpo v listovém mezofylu Ajuga reptans). Kromg
zasobni a transportni funkce se RFO ufpift také jako kompatibilni soluty a

osmoprotektanty (Hoekstra et al., 2001).

2.6.5.1 Syntéza RFO

RFO jsou syntetizovany zaasti a-galaktosyltransferaz. Prvnim krokem syntézy RFO je
syntéza rafindzy ze sachardzy a galaktinolu zdkataafin6zasyntazy. DalSimiipojenim
galaktosylu vznika stachydza z&adti stachydzasyntazy (Kandler a Hopf, 1982; Kedler
Pharr, 1996). Stachydza syntetizovana v cytoptgemasleda transportovana do vakuoly.
Pro syntézu RFO je tedy nezbytrid@mnost galaktinolu, ktery vznika z UDP-galaktéy
myo-inositolu za dasti galaktinolsyntazy (GS). Galaktinolsyntaza fgdvym enzymem
pro syntézu RFO (Handley et al., 1983). Wialvce @juga reptans) bylo zjiS€no, Zze RFO
zde tvdi 2 pooly — zasobni a transportni. Stachyozastdiwligomery syntetizované
v mezofylu drahou nezavislou na galaktinolu  pomocgalaktan:galaktan
galaktosyltransferdzy (GGT) jsou ukladany ve vakusbe tvei zasobni pool. Stachyéza
syntetizovand v intermediarnich ikaéch galaktinol-dependentni drdhou ze sachar6zy
vytvéii tak transportni pool (Bachmann a Keller, 1995¢Haann et al., 1994). Molekuly
stachydzy a rafindzy vzhledem ke své velikosti neowoprochazet plazmodezmyézmlo
mezofylu. Z intermediarnich bgk je stachybéza odvéda symplastickou cestou po
koncentrégnim gradientu do sitkovic (Haritatos et al., 1986rgeon, 1996).

U zkehovce byly identifikovany 2 izoformy GS, GS-1 a @S-GS-1 je dominantni
v mezofylovych bikach. Redpoklada se, Ze s€astni syntézy zasobniho poolu, zatimco
GS-2 je exprimovana v intermediarnichikéch, kde sedastni syntézy RFO transportniho
poolu (Sprenger a Keller, 2000). DalSi prodluzou&tizce RFO (DP>4) je katalyzovano
galaktan:galaktan galaktosyltransferazou (GGT) (Bra Keller, 2000). Jedn4 se o
galaktosyltransferazu nezavislou na galaktinolwsekm pH optimem ukazujicim na
lokalizaci ve vakuole. Jako substrat je vyuzivaa@inbza i stachydza. Tento enzym je
inhibovan vysokou koncentraci sacharézy. Sachardeatejme funguje jako kompetitivni
akceptor galaktosylu vedouci k zastaveni prodludbwvétzce. DalSimi inhibitory jsou
galakt6za a galaktinol (Haab a Keller, 2002).
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2.6.5.2 Katabolizmus RFO

Katabolizmus RFO zaji§lji a-galaktosidazy. Ty se roziji do 2 skupin, na kyselé a
zésadité podle zavislosti jejich aktivity na pHoFyseléa-galaktosidazy je preferénim
substratem rafin6za, zatimco pro zasadité je tchgtea (Keller a Pharr, 1996). U ptod
Cucumis melo vSak byla popsana i zasaditagalaktosidaza, ktera prefetew Stpila

rafindzu. Kyseléi-galaktosidazy jsou siéninhibovany galaktézou (Gao a Schaffer, 1999).

v S
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Obr. 2.3: Metabolismus RFO v listéjuga reptans. F6P — fruktéza-6-fosfat, FBP — fruktéza-1,6-bsséd,
G1P - glukéza-1-fosfat, G6P — glukdza-6-fosfat, G&Tgalaktan:galaktan galaktosyltransferaza, GS —

galaktinolsyntaza, RS — rafin6zasyntaza, RuBP wldia-1,5-bisfosfat, SPS — sacharézafosfatsynfirg,—

stachyézasyntaza, TP — triozafosfat. Upraveno pedthmann a Keller (1995).

2.6.5.3 Regulace metabolizmu RFOipstresu

U topolu Populus tremuloides) bylo zjiS€no, Zze akumulace RFO v pupenech koreluje se
snizujici se teplotou v zimnich &sicich. Podle Coxe a Stushnoffa (2001) je zvySovani
obsahu RFO Zjsobeno potléenim aktivitya-galaktosidazy, ktera je zodpmma za Stpeni
rafindzy (Cox a Stushnoff, 2001). Podobna dynanblita zjiS€na i u nahosemennych
rostlin (Pinus strobus L., Juniperus virginiana L., Pinus virginiana L.), u kterych byl
meien obsah rafin6zy a sacharézy vl@hu roku. Obsah obou sachadridtoupal se

shiZujici se teplotou, s maximerahem zimnich résial (Hinesley et al., 1992). Strimbeck
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et al. (2007) prokazali zavislost odolnosti k nizkfeplotam a obsahu sacharézy a zejména
rafindzy u boroviceRinus), jedle @bies) a smrku Picea).

Vliv nizkych teplot na aktivitu a expresi GS bylakman u semen fazollPlaseolus
vulgaris) a rostlinA. thaliana. U A. thaliana vyznami vzrostl obsah GS mRNA ve vSech
¢astech rostliny jiz po 8h vystaveni rostlin 4°C. ¥aceni rostlin do pokojové teploty
obsah GS mRNA ap klesl na fivodni hodnotu (Liu et al., 1998). Pajidbyly u A.
thaliana identifikovany 3 geny pro GS, které sezmou nérou uplatiuji v reakci na stres.
ExpreseAtGolSl a 2 je indukovana $ nedostatku vody a zasoleniAGol S3 chladovym
stresem. ExpresAtGolS3 je regulovana transkidpim faktorem DREB1A, naproti tomu
AtGolS1 a 2 transkrignim faktorem DREB2. PromotoitGol Sl a2 obsahuji krord DRE
(drought responsive elementjluzného motivu také ABA-responzibilni element (ABR
jejich exprese je také narozdil atiGolS3 slak indukovana kys. abscisovou. V souladu se
zvySenou exprestol S vlivem stresu doslo k akumulaci rafindzy a staady@oz vedlo ke
zvySeni tolerance k danému stresovému faktoru (8jal., 2002). UA. thaliana byla
popsana aktivace GS1 tepelnym Sokem (37°C po 2tprelSe GS1 je indukovana HSF1
(heat shock factor 1) a HSF3 (heat shock facton&3Jeds dochazi i ke zvySeni obsahu
RFO. U mutantnich rostlin deficientnich v ger@olSL vSak nebyly zji&ny Zadné
negativni dopady teplotniho stresu oproti kontrolmdstliinam (Panikulangara et al., 2004).
Aktivita GGT neni pilis citliva k nizkym teplotam, syntéza&téich RFO tedy iive slouZzit
jako alternativni zasoba uhlikdi peplotach, kdy je syntéza Skrobu zastavena (Bacimet
al., 1994; Haab a Keller, 2002).

RFO se jako osmoprotektantyepmé uplatiuji i u ,rostlin vzkiSeni“. U listi Xerophyta
viscosa v dehydratovaném stavu byla zfi8a vyznamna akumulace rafinézy a sacharozy
(Bianchi et al., 1991; Mdller et al., 1997). S akuati rafindzy se vastajicim vodnim
deficitem v listech klesal obsah myo-inositolu. Rapétovném zaliti rostlin  byla
akumulovana rafin6za spolu se sacharézou degradovdhlikaté skelety obowdhto
sacharid jsou zejm¢ vyuzivany k opra¥ poSkozeni buftné stny a plazmatické
membrany vzniklych &hem dehydratace, jak nazoge i zvySeni obsahu myo-inositolu
(Peters et al., 2007).

U transgennich rostlin petuniePetunia x hybrida cv. Mitchell) s vnesenoua-
galaktosidazou v antisense orientaci, tedy sniZzetegmradaci rafin6zy, doslo ke zvySeni
odolnosti k nizkym teplotam z -4°C u kontrolnich 488C u transgennich rostlin. Obsah
rafindzy u transgennich rostlin byl 12-22krat vygBennycooke et al., 2003).¢cKeré
rostliny produkuji jak RFO, tak i cukerné alkohdgliva, jablai). U rostlin oliv Olea
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europaea L.) péstovanychin vitro doslo k akumulaci RFO v pafru k ostatnim sacharich

po vystaveni nizkym teplotam (4°C)i Btresu zasoleni obsah RFO naopak klesl, objevil s
vSak nafist obsahu manitolu. Zji&é vysledky ukazuji na odliSné uplatin riznych druli
sacharid u rostlin s velkou diverzitou fotosyntetickych pukti v reakci na stres
(RejSkova et al., 2007).

U rostlin Arabidopsis vystavenych oxidativnimu stresu (ROS) dochazi weeni obsahu
galaktinolu a rafin6zy. To ukazuje, Zeéotyto sloweniny pisobi v reakci na stres nejen
jako osmoprotektanty a osmotika, akastni se i zhaseni volnych radikdNishizawa et
al., 2008).

2.6.5.4 Vliv nedostatku vody na obsah RFO

U rostlin citrusu Citrus reshni) vystavenych nedostatku vody dochézi ke zvySesalob
rafindzy a zvySeni exprese rafin6zasyntazy kekech (Gimeno et al., 2009).Cbleus pri
vystaveni suchu dochazi k poklesu celkového obBaHD, Zejmé zpisobenému snizenim
fotosyntetické aktivity a poklesem aktivity GS. Biah moznym vysétlenim je posileni
syntézy O-metyl-inositolu (OMI), jehoZ syntetickéaba sdili s drahou syntézy RFO myo-
inositol jako spolény intermediat. Obsah OMI v listech u rostlin vys@aych nedostatku
vody byl 30-krat vysSi nez obsah RFO a galaktin@MI, podobr jako ostatni cyklitoly
muze fungovat jako osmotikum a osmoprotektant (Pagah a Madore, 1999). P
vystaveni rostlin Coleus stresu zasoleni jsou produkovany RFO o vy3Sim nstup
polymerace (DP 5-8). Tyto RFO, které jsou uklad&eyvakuole, slouziiejmé jako
docasna zasoba uhliku nahrazujici Skrob, jehoZ olesaligsnych fazichsobeni zasoleni
redukovan. Skladovanitsich polymeilt ve vakuoldch mezofylovych bk je pri zasoleni
vyhodné z hlediska nizSihdippivku k poklesu osmotického potencialu vakuol, kieryiz
tak dost nizky vzhledem k uloZzenym iomt. Fi puasobeni stresu byly fpvazujicimi
transportnimi sacharidy sachar6za a OMI, které jseinkovych pletivech vyuZzivany pro
syntézu RFO s vyssSim DP (Gilbert et al., 1997).

2.7 Tkanové kultury a studium stresovych reakci

Pouziti bugcénych a tkéovych kultur @i studiu stresovych reakci u rostlin uniaje na
rozdil od celistvych rostlin a organovych kultuedbvat mechanismy, které se uplgi na
burg¢né darovni. Vyhodou je homogenitaiagobeni stresového faktoru, moznost
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kvantifikace enzymovych aktivit a stupmpreziti burgk (Lutts et al., 2004). V komplexni
odpowdi celistvé rostliny na jsobeni stresovych fakiiorse vedle &chto mechanisin
uplatiuji organo¢ specifické a transportni mechanismy vyZadujici anizpvanou
strukturu pletiv. Korelace odpésli na stresovy faktor mezi tkédvymi kulturami a
celistvymi rostlinami proto zria¢ kolisa. Pouziti tkifovych a bug¢nych kultur g studiu
stresovych reakci vSakibe pomoci |épe objasni€g odehravajici se na b&mé arovni,
jak mizeme ilustrovat na ifkladu regulace metabolismu manitoliihem stresu.
V suspenznich kulturach olivy vystavenych zasotesfe exprese trasnportéru pro manitol
OeMaT a zvysSuje se takiem manitolu z média. Soasre také klesé aktivita MTD coz
vede k intracelularni akumulaci manitolu (Conde akt 2007). Také u stonkovych
segment péstovanychin vitro a celistvych rostlin vystavenych zasoleni bylanzazenana
akumulace manitolu na ukor obsahu ostatnich satth@®ucci et al., 1998; RejSkova et al.,
2007). Také u dalSiho zastupce vyznamnych prodaicantinitolu, celeru, byla
zaznamenéna podobna reakce na stres zasolenistvyagi rostlin i tkdovych kultur. V
listech celistvych rostlin celeru vystavenych satirbyl zjiStn nafist obsahu manitolu
s roustouci koncentraci NaCl v substratu, zatinbisab sachardzy a Skrobu klesal (Everard
et al.,, 1994). U tki#ovych kultur celeru vystavenych zasoleni byl ZjpSmirny naast
obsahu manitolu v potnu k ostatnim sacharich (Suwakova, 2006). U celeru dochazi
k akumulaci manitolu i zasoleni diky poklesu aktivity MTD a poklesu exqe
piislusného genu (Stoop a Pharr, 1994). Z vySe amah gipadi Ize usuzovat na
osmotickou a osmoprotektivni funkci manitolu za pddek stresu. Heterotrofni tkdvé a
burg¢né kultury Ize tedy s ugphem vyuzit ke studiu z¢n metabolismu sachafidza
stresovych podminek, které mohou ukazovat na jefictkci ve stresové reakci. Do
zjistenych vysledk se tak nepromita vliv transportu a fotosyntézegrdtjecasto stresem

vyrazre ovlivnéna.

33



Material a metody

3. Material a metody

3.1 Rostlinny material

Stonkové segmenty a th@ve kultury jablog (Malus domestica Borkh.) cv. Idared a cv.
Sampion Red kultivované v podminkaah vitro. Kultivar Idared se vyzraje nizsi

odolnosti zejména k nizkym teplotamékierym chorobam (padli, strupovitost).

3.2 Kultivace rostlinného materialu

Kultivace rostlinného materialu byla prowdh na Katetk fyziologie rostlin
Prirodowdeckeé fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

3.2.1 Kultiva¢ni postupy

3.2.1.1 Prace v aseptickych podminkach

Veskera manipulace s kulturami byla pro#da v aseptickém prasdi laminarniho
flowboxu. Nastroje a Petriho misky byly sterilizanav horkovzdusném sterilizatoruip
150°C po dobu 3 h. V fibchu prace byly nastroje sterilizovany pdeoim do 70%

ethanolu a opélenim v plameni.

3.2.1.2 Kultury stonkovych segmeni jabloné in vitro

Kultury stonkovych segmemtablorg obou kultivati in vitro byly ziskany z Vyzkumného
a Slechtitelského Ustavu ovoésiého Holovousy s.r.o. Stonkové segmenty byt@vany

ve 100 ml Erlenmayerovych tigach s cca 25 ml modifikovaného MS média podle bgnc
(1997) (viz tabulka 3.1 a 3.2), které byly ugaw steril@ dvojitou vrstvou aluminiové

folie. Pro udrzovani kultur byly stonky fezany na segmenty nesouci dva nody, které byly

nasledg umistny do bagk po c¢tyrech. Kultury byly pesazovany po 6-7 tydnech po
dosazeni velikosti cca 2/3 vySky ibg. Kultivacni podminky: teplota: 23 + 3°C,
fotoperioda: 16 h, ozanost: 250 umol.ihs®

34



Material a metody

3.2.1.3 Odvozeni tkovych kultur jablon é

Stonkové segmentyéptovanéin vitro byly naezany natepelové, nodalni a internodalni
casti, které byly feneseny na ind@ki médium. Byla testovanaiazna média uvedena
v tabulce 3.3 a 3.4. Pro internodalni segmenty Ipglazita média Fujii a Nito (1972) a
Coffin (1976). Rist kalusu naéchto médiich nebyl optimalni a v raném stadiu vgvoj
kalusu se projevilo Rwnuti kultury. Pro odvozeni tkave kultury z listovych segmait
byla pouzita média Chong a Taper (1974), Pech.g(18175), Shenk a Hildebrandt (1972)
a Hurwitz a Agrios (1984). Na médiu Shenk a Hildetult (1972) vyvijejici se kalus &uofi
podobré jako v gedchozich dvou ifipadech. Na médiich Chong a Taper (1974) bgt r
kalusu dobry, projevilo se vSak vyrazngewhatni kalusi. Jako nejvhod¥)Si se jevilo
médium Hurwitz a Agrios (1984), které bylo naslegrouzivano pro kultivaci tkéovych
kultur. Pro optimalizaci jejichtstu byl testovan vliv exogenniho z&sobeni sachar6zo
sorbitolem, a sachar6zou a sorbitolem v paml:1. Kalus odvozeny z nodalnich a
internodalnich segmaetsilné dievnatl jiz v rané fazi éstu. Proto bylo v jednotlivych

experimentech pracovano pouze sitké/mi kulturami odvozenymi z listowiepele.

3.2.1.4 Kultivaéni podminky tkainovych kultur jablon & in vitro

Odvozené tk&ové kultury zlistovych segmentbyly pestovany se subkultiéaim
intervalem 14 dni ve 100 ml Erlenmayerovychildh s cca 25 ml média Hurwitz a
Agrios (1984), které bude vtextu ozpaano jako standardni (viz tabulka 3.5, 3.6).
Kultivagni podminky: teplota: 23 + 3°C, fotoperioda: 1@®bk&enost: 250 pmol.ihs™.

3.2.1.5 Riprava kultiva énich médii

Rostlinny material byl kultivovan na MS médiu makitivaném podle Lynche (1997) (viz
tabulka 3.1, 3.2) pro udrZovaci kultury stonkovygggment a médiu Hurwitz a Agrios
(1984) (viz tabulka 3.5, 3.6) pro indukci @st tk&iovych kultur jablod. Zasobni roztoky
byly pripraveny podle tabulek 3.1, 3.2, 3.5 a 3.6 a skitadg v lednici pi 4°C. Vzhledem
k casté kontaminaci byl roztok Aied uskladinim sterilizovan v autoklavu a myo-inositol
byl dovazovan bezprasdre pired gipravou médii. B pripraw roztoku C (chelat Zeleza)
byly oke slozky navazeny zvléSrozpustny v fxiblizné stejném objemu vody a zay na
stejnou teplotu (fiblizné 80°C). Nasled# byly obs slozky smichany a vysledny roztok byl
doplrén na 500 ml. Roztok byl promichavan do vychladnatipokojovou teplotu. Slozeni
zasobnich roztak média Hurwitz a Agrios (1984) je uvedeno v tabuc®. DalSi slozky

kultivaéniho média byly dopipetovany ze zasobnich raoxtdle tabulky 3.6. Vzhledem
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k rozkladu rafindzy p vysSi teplot byl tento sacharidiflavan do média az po zklavovani
filtraci pres sterilni filtr (0,45 um). &stové regulatory krogn kys. giberelové a kys.
abscisové byly do médiatigany ped klavovanim. Kyselina giberelova a kyselina
abscisova byly filtrovany do zklavovaného médiaspsterilni filtr (0,45um). ProtoZze se
kyselina abscisova rozklada naétse, byly kultury po dobu experimentu ungisy

v tmavém kultivénim boxu. Ristové regulétory byly uchovavany ve vodnych roztogii
4°C, typy pouzitych rozpouidel jsou uvedeny v tabulce 3.7. Kulitva média byla
sterilizovana v autoklavu 20 minutipeplot 122°C a tlaku 144 kPa.

K objem
. . . . oncentrace . ih
zasctkanl slozeni hmotnost slozky [ ", 4<obnim zasothI 0
rozto adi roztoku
[mg/l medial | 1o toku [g/0,5] (i) média]
NHsNO; 1650 16,5
KNO3 1900 19,0
A
CaCb 331 3,31 50
makroprvky
MgSO,. 7H,O 370 3,7
KH.PO, 170 1,7
Kl 0,83 0,083
H3BOs 6,2 0,062
MnSO,.H,0O 22,3 2,23
B
_ ZnSQ,.7H,0O 8,6 1,69 5
mikroprvky
NaM00,.2H,0 0,25 0,86
CuSQ.5H,0 0,025 0,025
CoCh 0,025 0,0025
C FeSQ.7H,0O 27,8 2,78 c
chelat zeleza| Na,EDTA.2H,0O 37,2 3,73
myo-inositol 100 10,0
kys. nikotinova 0,5 0,05
D
o pyridoxin-HCI 0,5 0,05 5
vitaminy
thyamin-HCI 0,1 0,5
glycin 2 0,2

Tab. 3.1: Slozeni kultivéniho média MS modifikovaného podle Lynche (1997).
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hmotnost sloZzky na 11 média

sacharéza 30g
6-benzylaminopurin (BAP 1mg
kys. 3-indolméaselnéa (IBA) 0,1 mg
kys. giberelova (G4 1mg
agar 849
pH 5,7-5,8

Tab. 3.2: Dalsi slozky modifikovaného MS média pro udrZzovadtury stonkovych
segment (Lynch 1997).

< © o —
sozeni | 23 | 3 | ZX | 8E | 28 |283
[mg/] 25| £ |23 | §3| =22 |£223
©F 5 T o - T
— @)
NH;NO; 1650 [ 1650 60 1650 - | 1650
NH4H.POy - - - - 300 -
KNOs3 1900 | 1900 - 1900; 250Q 1900
CaCl 331 331 - 331 151 | 331
makroprvky
MgSOy. 7H,0O 370 370 240 370 400( 370
KH>PO, 170 170 40 170 - 170
Ca(NQGy)2.4H0 - - 170 - - ]
KCI - - 80 - - -
Kl 0,83 0,83 - 0,83 1 0,83
H3BOs 6,2 6,2 0,6 6,2 5 6,2
MnSOy.H,0O 22,3 22,3 0,53 22,3 13,2 22,3
ZnSQ.7H,0 8,6 8,6 0,05 8,6 1 8,6
mikroprvky NaM00O,4.2H,O 0,25 0,25 0,027 0,25 0,1f 0,25
CuSQ.5H,0 0,025| 0,025 0,05/ 0,02b 0,2 0,025
CoCh 0,025 | 0,025 - 0,025 0,08 0,025
FeSQ.7H,O 27,8 27,8 8,3 27,8 15( 27,8
NaEDTA.2H,O | 37,2 37,2 37,2 37,2 20| 37,2
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Sl e | |= 2
" ) — Zzd oK -3 S d
slozeni g = ‘E S o - o &5 § P
55| § |FT| 8|3 2%
— O L <
myo-inositol 100 100 0,1 100 1000 200
kys. nikotinova 0,5 0,5 1 1 5 -
pyridoxin-HCI 0,5 0,5 1 1 0,5 -
vitaminy  [thyamin-HCI 0,1 0,1 0,1 1 5 1
Ca panthotenat - - 10 1 - -
biotin - - 0,01 0,01 - -
kys. askorbova - - - 50 - -
cystein - - 10 0,01 - -
aminokyseliny | asparagin - - - 0,18 - -
glycin 2 2 - - - -
Tab 3.3: SloZeni testovanych médii pro odvozenitkéd/ch kultur jablos.
; Z N =10 ) N <
slozeni g? ‘Z’ < 5 PN X E -%8
£ o = = g2 24 s<2
CEL S s 7T
NAA 2 mg/l - 2 mg/l 1 mg/l - 2 mg/l
2,4-D - 0,25 mg/ - - 0,5mg/l| 1 mgll
kinetin 0,2mg/l| 0,2mg/ll 0,2mgfl - 0,1 mg/l| 0,2 mgl/l
BAP - - - 0,1 mg/l - -
dalsi CPA - - - - 2 mg/l -
slozky
média |adenin - - 5 mg/l - - -
thiomatovina - - - 25 mgl/l - -
sacharéza 30 g/l 30 g/l 20 g/ 40 gl 30 gfl 30 g/l
agar 5,5 g/l 5,5 gl/l 8 g/l 8 g/l 8g/ll| 8gll
pH 56-58| 5,6-5,8 6,3 5,8 5,8 57

Tab 3.4: DalSi slozky testovanych medii pro odvozeniitkgych kultur jablos.
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. . koncentrace v zasobnim| objem zasobniho
zasobni slozeni
roztok roztoku [g/0.5I] roztoku [ml/l média]
NH;NO; 16,5
KNO3 19,0
A
CaCh 3,31 50
makroprvky
MgSOy. 7H,0O 3,7
H.PO, 1,7
Kl 0,083
H3sBOs 0,062
MnSOy.H,0O 2,23
B
_ ZnSQ,.7H,0O 1,69 5
mikroprvky
NaM00O,.2H,0 0,86
CuSQ.5H,0 0,025
CoClh 0,0025
C FeSQ.7H,0 2,78 .
chelat zeleza| Na,EDTA.2H,O 3,73

Tab. 3.5: SlozZeni zasobnich roztbkultivaéniho média Hurwitz a Agrios (1984) pro

tkanové kultury jablog.

hmotnost slozky na 11 média

sacharéza 15¢

sorbitol 15¢

kys. 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) 1 mg

kys. naftalenoctova (NAA) 2 mg

kinetin 0,2 mg
myo-inositol 200 mg
thyamin-HCI 1mg

agar 849

pH 5,7

Tab. 3.6: DalSi slozky média Hurwitz a Agrios (1984) proitkaé kultury jablos.
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rastovy regulator rozpoustdlo
ABA 1M NaOH

BAP 1M NaOH

IBA 96% etanol

GA3 96% etanol

2,4-D 96% etanol
NAA 1M NaOH
kinetin 1M NaOH

Tab. 3.7: Rozpou&tdla pouzita fi pripraw roztoki ristovych regulatdir.

3.3 Stanoveni obsahu endogennich sachaiiid

3.3.1 Riprava vzorku pro stanoveni obsahu endogennich sachafid

Vzorky z tk&ové kultury byly odebrany doipdem zvaZzenych mikrozkumavek a byla u
nich zjis€éna cerstvd hmotnost. Poté byly vzorky zmrazeny v tekutélusiku a
lyofilizovany po dobu 16-18 h (Lyovac GT 2, FINN-AR\). Po lyofilizaci byla stanovena
hmotnost suSiny. VysuSené vzorky byly nastedrkubovany po dobu 10 minut v 0,5 ml
80% metanolu v termobd&u vytemperovaném na 75°C. Vzorky byly pot&topysuSeny
na vakuové odparce Speed Vac Plus SC110 A, Saveat3( hodiny). K suSinbyla poté
piidana ultrgista voda (Milli Q Millipore) v mnozstvi zavislémarsuché hmotnosti vzorku
(tab. 3.7). Vzorky byly naslednvlioZeny do ultrazvukové la#n(Julabo USR 05) a poté
centrifugovany (Eppendorf centrifuge 5415 C) po wWdi® minut pi 14000 otékach za
minutu. Supernatant byl odebran pomoci itjgkstikacky a jehly a pefiltrovan docisté
mikrozkumavky pes membranovy filtr Millex Millipore (0,45 pum). Ddoby n¥teni byly
vzorky skladovany ) -18°C.

hmotnost suSiny [mg] | objem vody [ml]

5-10 0,3
10-20 0,5
20-30 1,0

Tab. 3.8: MnoZstvi vody pidavané ke vzorku podle hmotnosti suSiny.
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3.3.2 Méieni obsahu endogennich sachand

Stanoveni obsahu endogennich sackdrido provadno pomoci vysokatinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Parametryéfitiho systému: refraktometrickad detekce (Shodex
RI-71), isokratickd pumpa Spectra Physics, tepR2aC, gedkolonky Hema-Bio 1000
SB+Q, kolona IEX PH (Watrex, CR), pro zjiéni obsahu sacharidrafindzovéiady
kolona IEX C&", pasitasovy program CSW 1.7 (DataApex Ltd.), eluent demalirovana
voda (MilliQ), rychlost pétoku 0,5 ml.mift, objem injikovaného vzorku 10 pl, standardy

sacharid: Sigma.

3.4 Stanoveni fistovych parametni

U tkanovych kultur byla zji&na p@&atetni hmotnost. Poiblizn¢ 2 tydnech kultivace byla
zjiSttna vysledna hmotnost. Ze ziskanych hodnot byl dé&levypciitdn ristovy
koeficient. Ten je roveniprustku biomasy vztazenému na jednotkdgieini hmotnosti.
Vzorec pro vypoet ristoveho koeficientu:

c=(Mm-ny)/my Mo... cerstva hmotnost biomasycase t=0

m.. cerstvd hmotnost biomasy pase t

3.5 Statistické zpracovani dat

Pro vzajemné porovnani variant byla pouzita analyadance (ANOVA). V pipad
normalniho rozéleni byl pouzit Tukey-Kraméwr srovnavaci test. Pokud nebylo rélshi

hodnot normalni, byl pouzit Kruskal-Wallig¢ srovnavaci test.

3.6 Frehled experiment

1. Zavislost nistu tkamovych kultur a obsahu endogennich sachariil na zasobeni
exogennim sacharidem

V prvnim experimentu byly tk#@vé kultury jablog kultivaru Sampion Red a Idared
péstovany na médiu s 1,5 % sachardzy a 1,5 % sanbit@dbo 3 % obsahu sacharézy,
sorbitolu, manitolu, a rafindzy. Experiment byl peden ve dvou opakovanich pro oba
kultivary. V navazujicim experimentu byly t@é kultury kultivaru Sampion Red

vysazeny na médium s 1,5 % sachardzy a 1,5 % shrpitebo 3 % a 5 % sacharézy, nebo
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sorbitolu. Experiment byl proveden ve dvou opakdefdnU €chto kultur byl sledovan
rastovy koeficient, podil obsahu vody n&rstvé hmotnosti, a obsah a spektrum

endogennich sachatiggpomoci HPLC.

2. Pisobeni zasoleni a nizkého osmotického potencialu

V prvnim variant experimentu byly tk#ové kultury obou kultivar vystaveny psobeni
NaCl v koncentraci 50, 100, 150 mM, nebo 2 % mdamit&xperiment byl proveden ve
dvou variantach, a to na médiu s 1,5 % sachar62y5a% sorbitolu (provedeno ve 2
opakovanich), nebo 3 % sachardzy (provedeno veaBawdnich). U kultur byl sledovan
rastovy koeficient, podil obsahu vody n&rstvé hmotnosti, a obsah a spektrum

endogennich sachatigpomoci HPLC.

3. Risobeni penetrujiciho a nepenetrujiciho osmotika

V tomto experimentu byly tkfoveé kultury vystavenyisobeni osmotického stresu. Ten byl
vyvolan gidanim 9 % PEGu (Mr = 4000), nebo manitolu v 1%dentraci (provedeno ve
2 opakovanich), v navazném experimentu 3 % a 6 @R = 4000), nebo 2% manitolu
(provedeno v 1 opakovéani). Navazka byla zvolenatalteilky 3.8. V tomto experimentu
bylo pouzito médium se siwi 1,5 % sachardzy a 1,5 % sorbitolu. Byl stanonestovy

koeficient, podil obsahu vody néerstvé hmotnosti a obsah a slozeni endogennich

sacharid.
Manitol
médium osmoticky médium osmoticky potencial
(bez agaru) potencial (MPa) (bez agaru) (MPa)
MS bez cukru -0,28 Y% MS bez cukru -0,15
MS + 1 % manitol -0,44 ¥ MS + 1 % manitql -0,31
MS + 3 % manitol -0,73 Y% MS + 3 % manitql -0,60
MS + 5 % manitol -1,04 Y% MS + 5 % manitql -0,91
MS + 7 % manitol -1,34 Y2 MS + 7 % manitq| -1,21
MS + 9 % manitol -1,63 ¥ MS + 9 % manitql -1,50
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PEG
medium osmoticky medium osmoticky potencial

(bez agaru) potencial (MPa) (bez agaru) (MPa)
MS bez cukru -0,28 "2 MS bez cukru -0,15
MS + 3 % PEG -0,32 1, MS + 3 % PEG -0,20
MS + 6 % PEG -0,36 5 MS + 6 % PEG -0.23
MS + 9 % PEG -0.43 % MS + 9 % PEG -0.30
MS + 12 % PEG -0,60 Y5 MS + 12 % PEG -0.47

Tab. 3.9: Osmotické potencialy kultivamich médii s fidavkem osmotika fevzato od
Mgr. Aleny Bartonékové, 1999).

4. Expozice kultur chladovému stresu

V tomto experimentu byly tk@vé kultury obou kultivar vystaveny fisobeni teploty 4°C

po dobu 10-15 dih Nejprve byla sledovana dynamika obsahu endogknsécharid

v tiidennich intervalech po dobu 15tdna médiu s 1,5% sacharézy a 1,5% sorbitolu,
v nasledujicim experimentu byly kultury vysazenémwedium se 3 % sachardzy, nebo 3 %
rafindzy. Ol tyto varianty byly provedeny ve dvou opakovaniBlyl sledovan iistovy
koeficient, podil obsahu vody n&erstvé hmotnosti a obsah a spektrum endogennich

sacharid.

5. Simulace stresu aplikaci kyseliny abscisové

V experimentu byly tk&oveé kultury obou kultivar vysazeny na médium sigavkem 9 %
PEGuU nebo 2&mol kys. abscisové nebo kombinaci 9 % PEGu @n®8 kys. abscisové.
Pro experiment bylo pouzito médium s 1,5% sachamdzy5% sorbitolu. Byl sledovan
rastovy koeficient, podil obsahu vody n&rstvé hmotnosti a obsah a spektrum

endogennich sachatidExperiment byl proveden ve dvou opakovanich.
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4. Experimentalni ¢ast

Vysledky experimerit jsou uvedeny ve forén sloupcovych grdf. Jednotlivé sloupce
vyjadiuji praimérnou hodnotu daného parametru. Chybové ¢Kiysejsou grafickym
vyjadienim sndrodatnych odchylek, n vyjddje paet stanoveni, ze kterych je vyfitan

pramér. Statisticky vyznamny rozdil je vyjéeh odliSnymi pismeny nad sloupci.

4.1.1 Vliv typu exogenniho sacharidu na iustové charakteristiky
tkanovych kultur jablon é

Cilem tohoto experimentu bylo charakterizovat vliznych exogennich sachaitita st
tkanovych kultur jablod. Tkaiové kultury jablog Malus domestica cv. Sampion Red a
Idared byly gstovany na médiich Hurwitz a Agrios (1984) $davkem 3% sacharodzy,
sorbitolu, rafinézy, manitolu, nebo &s 1,5% sacharézy a 1,5% sorbitolu (kontrolni
varianta) ¢raf 1A-D). Médium Hurwitz a Agrios (1984) pouzité pro kulci udrzovacich
tk&novych kultur jablog bude v textu ozrmvano jako standardni (viz. kapitola 3.2.1.4).
VySe zmirné sacharidy slouzily jako vyhradni zdroj uhlikergergie pro danou variantu.
Rast tkaovych kultur byl vyjaden pomociiistového koeficientu. Ten byl vypiban jako
prirastek ¢erstvé hmotnosti kultury za dobu kultivace vztazeayjednotku hmotnosti na
pocatku kultivace. Vysledky pro kultivar Sampion Reby uvedeny v grafu 1A, B, pro
kultivar Idared v grafu 1C, D. U prvniho opakovankultivaru Sampion Red a prvniho i
druhého opakovani u kultivaru Idaregtdf 1A, C, D) byl zaznamenan lepSist tk&ovych
kultur na meédiu se sachar6zou jako jedinym sachlaridv porovnani s ostatnimi
variantami. Pouze u druhého opakovani u kultivaam@on Red draf 1B) byl rast
varianty @stované na sachar6ze srovnatelny s kontrolni vaxiama snisi 1,5% sachardzy
a 1,5% sorbitolu.OvSem hodnoty tstovych koeficient kontrolni varianty ve druhém
opakovani vykazuji ve srovnani s ostatnimi stanmwenvelkou variabilitu. Kultury
péstované na meédiu s3 % rafindbzy vykazovaly srounatetistové charakteristiky
s kulturami na 3 % sorbitolu. Na médiu s 3 % maduitoyl prirastek hmotnosti kultur
vyrazre omezen.

U kultur byl také stanoven podil vody garstvé hmotnostigraf 1E-H). Vysledky pro
kultivar Sampion Red jsou uvedeny v grafu 1E, & kultivar Idared v grafu 1G, H. U
obou kultivafi je pozorovatelna tendence k nejvy$Simu obsahu wvoaymédiu se
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N 1

sachardzou. Rkazre nejvySsi obsah vody byl vSak zaznamenan pouzépags obou

opakovani u kultivaru Idared. U varian¢gpovanych na médiu se sorbitolem, rafindzou

nebo smisi sachardzy a sorbitolu byl obsah vody srovnatelhyarianty gstované na

meédiu s manitolem byl obsah vodyigazre nejnizsi.
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Graf 1A, B: Rast tk&iovych kultur jablog kultivaru Sampion Reds zavislosti na zasobenfiznym

exogennim sacharidenA — 1. opakovaniB — 2. opakovani;

n=12; (i8ey znazoiiuji snerodatné

odchylky; odliSna pismena nad sloupci @retatisticky vyznamny rozdi=0,05)

rastovy koeficient

7

w EN 3,1
,__‘U
o

N

i<

d

]

K 3% sachardza 3% sorbitol 3% manitol 3% rafin6za

varianta

7

o

rastovy koeficient

~

—

~

w

c

sig

3% sachardza 3% sorbitol 3% manitol 3% rafinéza

varianta

Graf 1C, D: Rust tk&ovych kultur jablo# kultivaru Idaredv zavislosti na zasobeniiznym exogennim
sacharidemC — 1. opakovaniD — 2. opakovani; n=12; (l&e/ znazoiiuji smérodatné odchylky; odliSna

pismena nad sloupci Zfsstatisticky vyznamny rozdit=0,05)
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Graf 1E, F: Podil obsahu vody n&erstvé hmotnosti tkéovych kultur jablog kultivaru Sampion Red
v zavislosti na zasobeniznym exogennim sacharideB— 1. opakovani: — 2. opakovani; doba kultivace:
14 dni; n=12; (Gs&ky znazotiuji snmerodatné odchylky; odliSna pismena nad sloupci¢zmsgatisticky

vyznamny rozdilp=0,05).
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Graf 1G, H: Podil obsahu vody n&erstvé hmotnosti tkéovych kultur jablos kultivaru Sampion Red

v zavislosti na zasobeniizZnym exogennim sachariders — 1. opakovaniH — 2. opakovani; doba
kultivace: 14 dni; n=12; (G8ky znazotiuji smerodatné odchylky; odliSna pismena nad sloupci¢izna
statisticky vyznamny rozdit=0,05).

4.1.2 Obsah a spektrum endogennich sachaiidkanovych kultur jablon é
p¥i rdazném typu exogenniho sacharidu

U tkaiovych kultur kultivafi Sampion Red a Idared pouZzitych pro stanovésiowych
charakteristik byl sledovan obsah endogennich saktha kaiové kultury byly gstovany
na standardnim médiu s 3 % sachardzy, sorbitdimémy, nebo manitolu jako vyhradniho
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sacharidu v médiu. Jako kontrolni bylo pouzito médis 1,5 % sacharézy a 1,5 %
sorbitolu. Vysledky jsou prezentovany ve dvou typetoupcovych grdf vyjadiujicich
jednak obsah celkovych sachdrigraf 2A, C, E, G a déale procentualni zastoupeni
jednotlivych sacharitl v ramci sacharidového spektgrdf 2B, D, F, H). Chybové Usiky

v grafech vyjatlji smerodatné odchylky celkového obsahu sachariénerodatné
odchylky hodnot pro jednotlivé sacharidy jsou uvede tabulkach ta@bulka 4.1-4.4.

V piipadt prvniho opakovani u kultivaru Sampion Regtaf 2A, B) byla pouzita jina
kolona nez v nasledujicich opakovanich, na ktetémedli rafinéza od sachardzy, naopak
neni mozné rozliSit sachar6zu od melibiézy. Pretmujuvedeny pouze souhrnné hodnoty
pro tyto dva sacharidy (viz kapitola 3.3.2). U obautivari byl celkovy obsah sachafid
na mediu s 3 % sachardzy nebo rafindzy srovnatekogntrolnim médiem. Pouze v prvnim
opakovani byl u kultivaru Sampion Red #fgad rafinbzy zaznamenan vyrazrvyssi
obsah sacharid Na médiu s 3 % sorbitolu byl celkovy obsah sadfiavyssi nez tomu
bylo u kontrolni varianty. Nejvy3Si obsah sachatfyl zaznamenéan u kultuggtovanych
na médiu s 3 % manitolu.

Velmi se ovSem liSila sacharidova spektra u jedwath variant. U kontrolni varianty
piedstavoval sorbitol zhruba polovinu endogennicthaad, z ostatnich sachafidbyla
nejvyraziji zastoupena fruktéza, nasledovana glukézou aasézbu pedstavujici asi 10
% celkového obsahu sacharidJ kultur na médiu s 3 % sachardzy, dosahoval tekéo
sacharid pouze 10-20 % celkového obsahu endogers@icharid. Na médiu s 3 %
sorbitolu tvdil tento cukerny alkohol téait 80 % vSech rozpustnych sachéridbylych 20

% nélezi zejména hex6zam a v maléenfdo 5 %) také sachardze. U kultur na médiu s 3
% manitolu zaujimal manitol fpaty z média vice nez 90 % rozpustnych sacliarid
Zbyvajicich necelych 10 % tyity hexdzy se zanedbatelnym mnozstvim inositolu. U
varianty gstované na meédiu s 3 % rafindzy je majoritni slaZlsacharidového spektra
melibiéza. Zhruba 25 % obsahu s#&idmezi fruktézu, glukézu a sachardézu, a malé
mnozstvi rafind6zy. U vSech variant byly z§i8y dva neznamé sacharidy. Oba tyto
sacharidy jsou vSak minoritni slozkou sacharidovepektra, pouze u kultur na médiu s 3

% sachardzy byl obsah jednoho z nich vyggain
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Graf 2A-D: Obsah endogennich sachérid zastoupeni sachatidi tk&iovych kultur jablog kultivaru
Sampion Redv zavislosti na zasobeniiznym exogennim sacharider, B - 1. opakovaniC, D — 2.
opakovani; n=12; (Usky znazotuji smerodatné odchylky celkovych obsahsacharid. Snerodatné
odchylky hodnot jednotlivych sachaiigsou uvedeny v tabulce 4.1 a 4.2.
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Graf 2E-H: Obsah endogennich sacharid zastoupeni sachaitidi tk&iovych kultur jablog kultivaru
Idared v zavislosti na zasobenfizZnym exogennim sacharider®, H - 1. opakovani; n=12; (U&key
znazotji smerodatné odchylky celkovych obsatsacharid. Snerodatné odchylky hodnot jednotlivych
sacharid jsou uvedeny v tabulce 4.3 a 4.4.

rafinéza | sacharéza | melib+sach | gluk6za | fruktdza | inositol | manitol | sorbitol sgilrl:;):i/gy
K 0,00 11,80 0,00 8,562 13,46 1,54 0,00 | 19,47 45,92
3% sachar6za 0,00 26,47 0,00 14,81 | 21,85 3,83 0,00 1,56 27,04
3% sorbitol 0,00 7,59 0,00 12,05 8,98 4,56 0,00 69,62 84,35
3% manitol 0,00 5,34 0,00 5,33 5,72 0,00 42,54 0,00 4411
3% rafindza 6,74 0,00 77,11 6,17 13,96 2,57 0,00 0,58 94,10

Tabulka 4.1: Snmeérodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 2A.
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rafindza | sachar6za | melibiéza | glukéza | fruktdéza | inositol | manitol | sorbitol s(;ilra(;):i/(?y
K 0,00 6,47 0,00 5,44 8,76 2,00 0,00 13,35 27,01
3% sachar6za 0,00 16,92 0,00 15,88 | 15,22 1,69 0,00 1,84 34,38
3% sorbitol 0,00 2,44 0,00 4,38 4,78 1,87 0,00 26,26 27,11
3% manitol 0,00 0,00 0,00 2,01 4,87 0,89 53,35 0,83 58,27
3% rafindza 3,36 7,26 19,74 6,81 12,48 2,89 0,00 1,00 31,22
Tabulka 4.2: Snmerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 2C.
rafindza | sacharéza | melibiéza | glukéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol s(;ilra(;):i/(?y
K 0,00 10,49 0,00 8,74 12,91 3,12 0,00 19,51 44,63
3% sachar6za| 0,00 15,64 0,00 12,39 | 18,50 2,16 0,00 1,40 32,39
3% sorbitol 0,00 3,39 0,00 5,88 5,99 3,60 0,00 32,92 37,12
3% manitol 0,00 0,00 0,00 6,50 0,00 0,56 36,71 0,00 38,40
3% rafin6za 0,76 4,98 19,73 8,37 8,49 2,36 0,00 1,22 26,02
Tabulka 4.3: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 2E.
rafindza | sachardza | melibiéza | glukéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol sZilril(g;i/Sy
K 0,00 6,80 0,00 6,25 9,54 1,36 0,00 16,90 31,50
3% sachar6za| 0,00 9,66 0,00 19,15 19,04 1,70 0,00 0,00 46,46
3% sorbitol 0,00 2,47 0,00 3,60 5,64 1,26 0,00 16,25 19,22
3% manitol 0,00 0,00 0,00 1,52 14,55 0,53 19,98 0,00 23,81
3% rafin6za 1,99 4,41 21,13 8,10 8,18 1,12 0,00 3,84 21,24

Tabulka 4.4: Snmerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 2G.

4.2.1 Ovlivréni rastu tkanovych kultur raznou koncentraci exogennich
sacharidi

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vlivizného obsahu sachardézy nebo sorbitolu
v médiu na st tk&iovych kultur. Tkéové kultury jablos Malus domestica cv. Sampion
Red byly kultivovany na médiich s 3 % a 5 % sacharebo sorbitolu, nebo sisi 1,5 %
sachardzy a 1,5 % sorbitolgraf 3A, B). Posledni varianta slouzila jako kontrolniasR
tkanovych kultur byl vyjaden pomocidstového koeficientu. Experiment byl proveden ve
dvou opakovanich. Nejlepsaist byl pozorovan na médiich s 1,5 % sachar6zoub &4,
sorbitolem, i kdyZ rozdil mezi touto variantou altbtou psstovanou na 3% sacharéze
nebyl piikazny. U kultur pistovanych na meédiu se 3 % sachar6zy nebo sorhjadiu
jedinym sacharidem v meédiu byl zaznamenan lejstinez u kultur se stejnym sacharidem
v 5% koncentraci. LepSiist kultur byl pozorovan na médiu se sachar6zou jalmym
sacharidem v médiu v porovnani s kulturamistpvanymi na sorbitolu. Rozdily mezi
variantou gstovanou na mediu s 3 % sacharozy nebo 3 % sarbialk nebyly statisticky

prikazné.
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Graf 3A, B: Rast tkaiovych kultur jablog kultivaru Sampion Red zAvislosti na koncentraci exogenniho
sachariduA — 1. opakovanB — 2. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12; {kgenazoiiuji smeérodatné
odchylky; odliSn& pismena nad sloupci@rgtatisticky vyznamny rozdi=0,05)

4.2.2 Obsah a spektrum endogennich sachaiidkanovych kultur jablon é
p¥i razné koncentraci exogennich sacharit

U kultur z druhého opakovani experimentu pouZitypho stanoveni tustovych
charakteristik na médiich s 3 % a 5 % sorbitolupansacharézy byl sledovan obsah
endogennich sachatidgraf 4A, B). Se zvysujici se koncentraci sacharidu v meédiupst!
celkovy obsah sachafid Zatimco u kultur gstovanych na médiu se sacharézourityo
prevaznoucast sacharidového spektra hexdzy, u kultur na mgeisorbitolem iiblizne
stejnou ¢ast sacharidového spektra ~85 % zaujimal sorb8olostouci koncentraci
sacharidu v médiu se vzajemny ponjednotlivych sacharid téméi neznenil, pouze na
médiu s vysSi koncentraci sachardzy doslo ke zvysmdilu glukdzy na ukor fruktézy. Ve
spektru byly zaznamenany dva neznamé sacharidy. t@basacharidy byly minoritni

sloZkou sacharidového spektra.
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Graf 4A, B: Obsah endogennich sachari(A) a zastoupeni sachaiiidB) u tk&ovych kultur jablos
kultivaru Sampion Red zavislosti na koncentraci exogenniho sacha@dwpakovani; doba kultivace: 14
dni; n=12; Us&ky znazoiuji smeérodatné odchylky celkového obsahu sachariin¥rodatné odchylky
hodnot jednotlivych sacharfigsou uvedeny v tabulce 4.5.

sachar6za | glukéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol sgimﬁy
K 10,95 7,46 4,67 1,87 0,00 25,23 30,68
3% sacharéza 18,71 13,37 27,57 1,58 0,00 3,69 27,52
5% sacharéza 21,11 14,25 14,04 1,19 0,00 0,69 25,06
3% sorbitol 3,01 4,93 4,93 1,35 0,00 27,94 31,36
5% sorbitol 2,51 4,01 4,33 0,99 0,00 28,81 34,74

Tabulka 4.5: Snmeérodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 4A.

4.3.1 Rist tkanovych kultur jablon € ovlivnénych zasolenim a osmotickym
stresem

V tomto experimentu byly tk@vé kultury vystaveny igsobeni stresu salinity vyvolaného
pfidanim 50, 100 a 150 mM NaCl do média. Vzhledemastaveni istu a silnému
hnédnuti kultur gstovanych na médiu se 150 mM NaCl jsou vysledky tpto variantu
uvedeny pouze u prvniho opakovani. Osmoticky diggssyvolan gidanim 2% manitolu
jako penetrujiciho osmotika do média. Experimemtpbgveden ve dvou variantach, a to na
standardnim médiu se 881 1,5 % sachardzy a 1,5 % sorbitajuafy 5A, B; provedeno ve
dvou opakovanich) a na médiu s3 % sachar@maf (5C-E; provedeno ve iéch
opakovanich). Média gislusSnym sacharidem, ale bez NaCl nebo osmotikaitojako
kontrolni média pro danou variantu. Pro tento expent byly pouZzity tkaové kultury
obou kultivafi, M. domestica cv. Sampion Red a cv. Idaredus® tkaiovych kultur byl
vyjadien pomociistového koeficientu.
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Médium s 1,5 % sacharézy a 1,5 % sorbitolu.

U kultur psstovanych na médiu s 1,5 % sacharézy a 1,5 % ebrb{graf 5A, B)

s pridavkem 50 mM NaCl byl zaznamenan hord$tru kultivaru Idared ve srovnani
s kultivarem Sampion Red. Dalsi zhorSeistu na médiu se 100 mM NaCl se projevilo u
obou kultivafi, u kultivaru Idared vyraziji. Osmoticky stres vyvolanyifdavkem 2 %
manitolu @raf 5B) do média vedl ke zhorSeniistu ve srovnani s kontrolni variantou
zhruba ve stejném rozsahu jakispbeni 50 mM NacCl. V tomtoripact byl mére citlivy

cv. ldared.

Médium s 3 % sacharézy.

V piipact kultur pEstovanych na médiu se 3 % sachardgsaf( 5C-E) Ize u vSechit
opakovani pozorovat vyraZsi pokles #istového koeficientu u kultur obou kultivana
meédiu se 100 mM NacCl ve srovnani s 50 mM NaGistfha médiu sifidavkem manitolu
byl srovnatelny s variantou s 50 mM NaCl v médidgarg jako u kultur gstovanych na
smesi 1,5 % sachar6zy a 1,5 % sorbitolu.

Dale byl u kultur stanoven podil obsahu vodyc¢eestvé hmotnostigraf 5F-J). U kultur
péstovanych na médiu s 1,5 % sacharézy a 1,5 % sarbityl u prvniho opakovani
zaznamenan u obou kultivapokles obsahu vodyfipmirném stresu zasoleni, ktery se se
zvySujicim se stresem dale prohluboval. Kultuwggtpvané na médiu gidavkem manitolu
vykazovaly obsah vody srovnatelny s variantou s@ i NaCl v médiu. U prvniho a
tretiho opakovani kultivace na médiu s 3 % sachaf@maf 5H, J) byl zaznamenan rozdil
v obsahu vody mezi éma kultivary na médiu se 100 mM NacCl. U ostatniahiant nejsou
rozdily mezi kultivary statisticky jikazné. Obsah vody u variantygbované na médiu s 50
mM NaCl byl srovnatelny s kontrolou. U vSedf opakovani byl obsah vody u kultur
péstovanych na médiu se 100 mM NaCl a 2 % manitat8imez u kultur vystavenych 50

mM NaCl a kontrolni varianty.
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média.

Médium s 1,5 % sacharézy a 1,5 % sorbitolu.
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Graf 5C-E: Rist tk&iovych kultur jablog
vystavenych zasoleni a snizenému osmotickému
potencialu média.

Médium s 3 % sachardzy.

C — 1. opakovaniD — 2. opakovanig - 3.
opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12; (tkse
znazotuji smerodatné odchylky; odliSna pismena

K 50mMNaCl 100 mMNaCl 2% manitol ——
E varianta BS. Red nad sloupci znd statisticky vyznamny rozdil,
O [dared (120,05)
100% 100%
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a a A a A
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Graf 5F, G: Podil vody n&erstvé hmotnosti tkévych kultur jablog vystavenych zasoleni a snizenému

osmotickému potencialu média.
Médium s 1,5 % sacharézy a 1,5 % sorbitolu

F — 1. opakovani — 2. opakovaniH — 3. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12; {kgeznazoiuji
smérodatné odchylky; odliSna pismena nad sloupctistatisticky vyznamny rozdit=0,05).
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z 0] Graf 5H-J: Podil vody na ¢erstvé hmotnosti
= 86% || tkanovych kultur jablog vystavenych zasoleni a
g - shizenému osmotickému potencialu média.
T Médium s 3 % sachardzy.
82% 1 H - 1. opakovani,l| — 2. opakovani,J — 3.
o opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12; (kse
’ ‘ somNaCl  100mMNACl 2% manitl znazonuji smerodatné odchylky; odliSna pismena
J aranta 0S. Red nad sloupci znd statisticky vyznamny rozdil,
@ Idared (1:0,05).

4.3.2 Obsah a spektrum endogennich sachaifidu tkamovych kultur
jabloné ovlivnénych zasolenim a osmotickym stresem

Tkanové kultury, u kterych byly stanovenystové charakteristiky, byly pouzity také pro
stanoveni obsahu endogennich sachafatperiment byl proveden ve dvou variantach a to
na meédiu s 1,5 % sachardzy a 1,5 % sorbitolu, Belosacharozy.

Tkaiové kultury s 1,5 % sorbitolu a 1,5 % sachar6zyédim

U obou opakovénigfaf 6A, C) celkovy obsah sachatid/ piipads kultivaru Sampion Red
pii mirném stresu zasoleni vzrostlj pilngjSim stresu oft klesl na Urové srovnatelnou
s kontrolni variantou. Vifjpact varianty gstované sidavkem 150 mM NaCl v médiu se

projevilo okamzité zastaveniistu kultur a v pipact kultivaru Idared také silné kdnuti.
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V prvnim opakovani jsou proto uvedeny vysledky mopzo kultivar Sampion Red. Ve
druhém opakovani byla proto variantarElpvkem 150 mM NaCl v médiu nahrazena
variantou se 2 % manitolu. Kultivar Idared vykazokigsajici tendenci celkového obsahu
sacharid se vzfistajicim stresem zasoleni, rozdily ovSem nejsolisstky prikazne, v
piipadt druhého opakovani celkovy obsah sacharsdagnoval. Zejména ve druhém
opakovani se také projevily 2my v sacharidovém spektruiiPnirném stresu zasoleni byl
zaznamenan nast obsahu sachardzy na ukor hexdz u obou kultivde silijSim stresem
obsah sacharozy klesl. U varianty ¥davkem manitolu zaujimal tento cukerny alkohol
~40 % rozpustnych sachaiiida Ukor ostatnich sachaiid

Tké&hové kultury s 3 % sachardzy v médiu

U v3ech i opakovani graf 6E, G, 1) mél celkovy obsah sachafidu kultivaru Sampion
Red vzfistajici tendenci, na rozdil od kultivaru Idarede Ko/l obsah sachafidu varianty

s 50 mM NaCl v médiu srovnatelny s kontrolni varan se silgjSim stresem zasoleni
klesal. V prvnich dvou opakovaniclyréf 6F, H) byl za naist obsahu sachafidu
kultivaru Sampion Redipdnost odpowdny nafist obsahu hexoz iedevsim glukézy,
zatimco obsah sachar6zy se se zvysSujicim se stresawmleni snizoval. Veidtim
opakovani graf 6J) obsah sachardzy se zvysujicim se stresem u &ultiampion Red
mirn¢ vzrostl. Sorbitol tvéil u vSech variant minoritni slozku celkovych sagtia ~1-2 %.
Nejvice zastoupenym sacharidem u vSech variant &ks@rianty s 2 % manitolu v médiu
byla fruktoza tveici priblizné 45 % celkovych sachaiid U kultur ggstovanych na médiu
s pridavkem 2 % manitolu t¥d manitol priblizné 50 % celkového obsahu sacharid
fruktéza zde tviila pouze 20 % u obou kultivar U vSech iti opakovani byl podil
sachardzy u kultivaru ldared na médiu s 50 mM N&@&Si nez u kontrolni varianty. U
varianty s pidavkem 2 % manitolu byl celkovy obsah sachamejvyssi. U této varianty
jako jediné nebyl sorbitol v sacharidovém spektastaupen. Obsah sachardzy byl u
kultivaru Sampion Red ziiaé heterogenni. Zatimco v prvnim opakovani obsah ttoho
sacharidu Klesl jiz i mirném stresu zasoleni, ve druhém opakovani sgr mirny
narist. Teprve § siln¢jSim stresu zasoleni jeji obsahsbklesl. V pipadt kultivaru Idared
byla zaznamenana akumulace sachardzy spolu sesnigbsahu hexdzipmirném stresu,

pii silngjSim stresu obsah sacharézy klesl na Gfdsantrolni varianty.
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Graf 6A-D: Obsah a spektrum endogennich saclianidk&iovych kultur jablog vystavenych zasoleni a
shizenému osmotickému potencialu média.

Médium s 1,5 % sorbitolu a 1,5 % sachar6zy.

A, B — 1. opakovaniC, D - 2. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12;ckgeznazoniuji snerodatné
odchylky. celkovych obsdhsacharifl. Snérodatné odchylky hodnot jednotlivych sachérjdou uvedeny
v tabulce 4.6 a 4.7.
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Graf 6E-J: Obsah a spektrum endogennich saclianidk&iovych kultur jablo® vystavenych zasoleni a

shizenému osmotickému potencialu média.

Médium s 3 % sachardzy.

E, F — 1. opakovaniG, H - 2. opakovanij, J — 3. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12;ckge
znazotuji smérodatné odchylky celkovych obsalsacharid. Snerodatné odchylky hodnot jednotlivych
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sachar6za glukéza frukt6za sorbitol celkové sacharidy
K 7,67 10,33 12,42 22,84 46,47
& Red 50 mM NacCl 7,93 15,78 17,44 30,07 50,89
100 mM NaCl 4,88 14,64 19,40 26,62 55,86
150 mM NacCl 1,43 11,39 11,65 12,34 31,58
K 7,83 7,71 13,01 12,63 35,98
Idared |50 mM NaCl 5,32 9,67 15,31 30,77 57,36
100 mM NacCl 7,27 20,50 18,64 43,89 87,06
Tabulka 4.6: Snmerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 6Aopakovani).
sacharoza | glukéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol s(;ilra(;):i/gy
K 23,58 11,39 13,81 3,32 0,00 25,25 46,36
S Red 50 mM NaCl 20,23 13,80 18,08 2,94 0,00 41,17 82,39
100 mM NacCl 11,69 5,63 10,65 2,57 0,00 24,26 37,46
2% manitol 11,36 3,98 9,04 2,02 15,34 11,76 28,68
K 8,60 9,36 15,54 0,00 0,00 26,92 42,12
Idared 50 mM NaCl 26,17 17,93 26,41 11,99 0,00 50,03 111,36
100 mM NacCl 10,33 13,68 12,70 9,78 0,00 14,54 34,80
2% manitol 10,17 10,69 12,54 0,00 37,47 21,22 72,83
Tabulka 4.7: Snmerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu Bpakovani).
sacharoza | glukéza | fruktéza | inositol manitol sorbitol Sﬁ!ﬁg\rﬁy
K 33,91 15,09 29,85 4,02 1,07 0,90 25,50
& Red 50 mM NaCl 13,11 22,48 24,19 2,61 0,25 1,91 51,74
100 mM NacCl 4,78 14,42 12,73 3,60 0,11 1,13 24,84
2% manitol 13,18 8,87 16,68 2,37 26,03 0,89 56,20
K 13,17 19,66 31,34 1,91 1,45 1,08 50,16
\dared 50 mM NaCl 15,61 14,74 21,68 2,07 0,75 1,26 29,01
100 mM NacCl 5,16 20,22 20,85 3,04 0,16 1,93 39,90
2% manitol 13,77 7,30 16,39 1,05 34,79 0,63 29,18
Tabulka 4.8: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu BBpakovani).
sachar6za | glukéza | fruktéza | inositol manitol | sorbitol sc;?:lkll(g:{céiy
K 21,11 11,60 31,82 4,82 0,00 0,98 58,64
& Red 50mM NaCl 14,48 11,71 13,66 1,28 0,00 2,57 18,60
100mM NaCl 8,55 17,12 13,16 2,69 0,00 1,06 25,11
2% manitol 12,94 8,30 10,34 1,59 17,67 1,14 27,85
K 10,36 25,35 34,54 4,81 0,00 2,27 56,36
|dared 50mM NacCl 32,45 27,02 38,31 4,31 0,00 1,20 72,55
100mM NaCl 10,59 5,92 9,46 2,35 0,00 1,23 20,27
2% manitol 6,20 9,70 15,13 3,03 10,51 0,00 23,89

Tabulka 4.9: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu BGpakovani).
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sachar6za | glukéza | fruktéza | inositol manitol | sorbitol celkoyé
sacharidy
K 31,49 20,58 45,27 4,81 3,33 0,79 86,96
& Red 50mM NacCl 10,95 16,12 29,55 2,77 0,00 2,04 42,29
100mM NaCl 27,26 38,97 38,35 2,79 0,00 1,32 80,63
2% manitol 20,79 19,33 18,63 4,64 45,48 0,78 60,59
K 11,65 10,37 42,15 1,89 0,00 2,26 55,06
|dared 50mM NacCl 14,17 35,38 39,49 2,19 0,00 0,93 77,62
100mM NaCl 8,61 13,33 40,22 1,35 0,29 2,26 53,22
2% manitol 14,69 10,62 29,33 2,55 39,89 1,03 64,58

Tabulka 4.10: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafudébopakovani).

4.4.1 Vliv penetrujiciho a nepenetrujiciho osmotikana rist tkanovych
kultur jablon é

V tomto experimentu bylo sledovano ovlém ristu tkaovych kultur jablog kultivara
Sampion Red a Idared osmotickym stresemadké kultury byly vysazeny na standardni
médium s pidavkem 9 % PEGu (nepenetrujici osmotikum), neb® rhanitolu (penetrujici
osmotikum). Samotné standardni médium bylo poyaito kontrolni varianta. Qblatky

v danych koncentracich vyvolavaji pokles osmotickgbotencidlu média o fiplizné
stejnou hodnotu (-0,44 MPa pro manitol, -0,43 MPa PEG). Rist tk&ovych kultur byl
vyjadien pomoci itstového koeficientu. Experiment byl proveden ve uwpakovanich
(graf 7A, B). U prvniho opakovanigfaf 7A) byl zaznamenan lepsist kultur na médiu

s 1% manitolu ve srovnani s mediemiglavkem 9 % PEGu, tento rozdil byl statisticky
prikazny pouze u kultivaru Sampion Red. &tu kultur obou kultivar u jednotlivych
variant nebyly zjid&tny prakazné rozdily.

Dale byl u kultur stanoven obsah vodydf 7C, D). U kultivaru Idared byl obsah vody na
médiu s 9 % PEGu nizsi neZ u kultivaru Sampion Rethiou opakovanich. Tento rozdil
byl statisticky piikazny pouze u prvniho opakovani. Na médiu s 1 %itaiarnbyl obsah
vody niZSi nez u kontroly. Tento rozdil bylugazny pouze u druhého opakovani, pro

kultivar Idared i v prvnim opakovani.
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Graf 7A-B: Rist tk&iovych kultur jablog vystavenych osmotickému stresii.— 1. opakovaniB — 2.
opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12; @seznazoiiuji snerodatné odchylky; odliSna pismena nad
sloupci zndi statisticky vyznamny rozdit=0,05).
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Graf 7C, D: Obsah vody u tkéovych kultur jablog vystavenych osmotickému stre€li— 1. opakovaniD
— 2. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12; {i4geznazoiiuji smeérodatné odchylky; odliSna pismena
nad sloupci znd statisticky vyznamny rozdit=0,05).

4.4.2 Vliv osmotického stresu na obsah endogennishcharidi tkanovych
kultur jablon &

U kultur vystavenych osmotickému stresu byly sledov znény obsahu a spektra

N 1

endogennich sachatidCelkovy obsah sachatidyl nejvyssi v fipact média s gidavkem

e
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s 9 % PEGu v médiu. V prvnim opakovagraf 8B) byl zjiSttn nakist podilu hexéz u
kultur na médiu s 9 % PEGu u obou kultivalJ druhého opakovangfaf 8D) se vSak
tento nafist neprojevil. U kultur na médiu s 1 % manitolu Idok akumulaci manitolu
piijatého z média na uUkor sorbitolu a hexdz. Mezénod kultivary zde nebyly zjighy
Z&adné rozdily.

Nasledr byly kultury vystaveny PEGu v 3% a 6% koncentraebo v 2% koncentraci
(graf 8E, F). V ptipact PEGu se celkovy obsah sacharghizoval s rostouci osmotickou
zagzi vyvolané nepenetrujicicm osmotikem u obou kaltivV prtipact varianty gstované
na médiu s Pdavkem manitolu byl obsah celkovych sachargtovnatelny s kontrolni
variantou. Fevaznoucast obsahu rozpustnych sacharmtesahujici 40 % u této varianty
tvoril manitol prijaty z média. Manitol se ¥¢hto kulturach akumuloval na ukor ostatnich
sacharid. Nejvyrazrji byl ovlivnén obsah sorbitolu, jehoz podil na celkovém obsahu

sacharid byl vtomto gipac nejnizSi u obou kultivéir Také zde nebyly zaznamenany

Zadné rozdily mezi kultivary.
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Graf 8A-D: Obsah a slozeni endogennich sactiandk&iovych kultur jablog vystavenych osmotickému
stresu.A, B — 1. opakovaniC, D — 2. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12;ckgeznazoiiuji
smerodatné odchylky celkovych obsalsacharifi. Snerodatné odchylky hodnot jednotlivych sachérid
jsou uvedeny v tabulce 4.11 a 4.12.
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Graf 8E, F: Obsah a slozeni endogennich sacfiiandk&iovych kultur jablog vystavenych osmotickému
stresu.E, F — 1. opakovani; doba kultivace: 14 dni; n=12;ckgeznazoiiuji snerodatné odchylky
celkovych obsaih sacharid. Smérodatné odchylky hodnot jednotlivych sachéridou uvedeny v tabulce
4.13.

sachar6za glukdéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol S;iﬁg:{gy
K 8,98 5,78 8,02 2,15 0,00 10,91 19,85
S. Red | 9% PEG 4,18 5,90 7,29 1,23 0,00 13,68 29,42
1% manitol 10,58 5,16 11,38 1,51 22,57 24,65 60,65
K 4,92 7,53 15,16 2,55 0,00 19,76 32,27
Idared | 99% PEG 4,01 4,90 6,08 1,16 0,00 10,51 24,51
1% manitol 7,26 4,73 9,51 2,14 9,17 11,01 30,44

Tabulka 4.11: Smerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 8A.
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sachar6za glukéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol sgilkl\(g:{ce;ly
K 7,45 8,02 9,00 2,99 0,44 19,31 32,61
S Red | 9% PEG 6,50 6,23 9,41 1,65 0,55 23,60 45,58
1% manitol 4,92 7,96 23,41 2,27 11,40 17,19 34,86
K 4,62 7,46 10,61 1,04 0,00 13,05 27,73
idared | 9% PEG 1,51 5,86 8,08 1,58 0,19 10,62 22,89
1% manitol 5,97 6,54 9,41 2,67 13,19 18,37 47,78
Tabulka 4.12: Snmerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 8C.
sachar6za | glukéza | fruktéza | inositol | manitol | sorbitol s(;eclrlig\r/i(éjy
K 4,36 3,71 11,48 3,11 0,74 17,39 25,87
S Red 3% PEG 3,51 3,28 6,68 1,87 0,12 7,63 18,63
6% PEG 3,04 3,93 6,42 1,88 0,15 16,80 30,33
2% manitol 4,66 9,72 7,70 2,28 26,63 16,96 52,51
K 6,42 3,93 9,16 2,69 2,39 15,68 32,24
Idared 3% PEG 3,20 5,55 8,29 1,32 0,28 9,12 22,36
6% PEG 4,29 3,12 4,77 1,76 0,12 7,14 15,87
2% manitol 3,95 7,87 20,93 15,00 35,21 24,15 83,12

Tabulka 4.13: Snerodatné odchylky prezentované v grafu 8E.

4.5.1 Ovlivréni rastu tkanovych kultur jablon é chladovym stresem

V tomto experimentu byly tk@vé kultury vystavenygsobeni 4°C po dobu 10 dlnBylo
sledovano ovlivani odolnosti kultur k nizkym teplotdm v zavislos. druhu exogenniho
sacharidu, proto byly tkéveé kultury vysazeny na médium s 3 % sachar@zgf (9A, B)
nebo s 3 % rafindzygfaf 9C, D). Obs varianty experimentu byly provedeny ve dvou
opakovanich. Bst kultur byl vyjaden pomoci dstového koeficientu. Jak na médiu se
sachar6zou, tak i na médiu s rafinézou doSlo uukuwbou kultivah vystavenych nizké
teplo€ k vyraznému zpomaleniistu a projevilo se hlnuti kultur. V porovnanitstu
obou kultivaii nebyly u kultur vystavenych chladu zaznamenarijkgené rozdily. Take
pii porovnani kultur pstovanych na sacharéze nebo rafindze vystavenyebushebyly
zjisteny prikazné rozdily. Dale byl u kultur stanoven obsah wod pripad kultur
péstovanych na médiu s3 % sacharézy byl obsah vodgultivaru Sampion Red
vystaveného 4°C nizSi nez u kultivaru Idargcaf 9E, F). Tento rozdil byl pitkazny pouze

v prvnim opakovanigraf 9E). U kultur géstovanych na médiu s 3 % rafindzy nebyly
zjisteny prikazné rozdily mezi variantou vystavenou chladu atdadni kulturou, ani

v porovnani obou kultivérmezi sebougdraf 9G, H).
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Graf 9A-B: Rist tk&ovych kultur jablosg Graf 9C-D: Rast tk&ovych kultur jablos

vystavenych chladovému stresu.
Médium s 3 % sachardzy.

A — 1. opakovani,B — 2. opakovani;; doba

kultivace: 10 dni; n=12;

(Usky znazoiuji

smérodatné odchylky; odliSna pismena nad sloup

zna'i statisticky vyznamny rozdit=0,05).
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Graf 9E-F: Podil vody nacerstvé hmotnosti
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Graf 9G-H: Podil vody nacerstvé hmotnosti
tkanovych kultur jablog vystavenych chladovému
stresu.

Médium s 3% rafin6zy.

G — 1. opakovantl — 2. opakovéni; doba kultivace:
10 dni; n=12; (Us&ky znazoiuji smerodatné
odchylky; odlisSna pismena nad sloupci &@na
statisticky vyznamny rozdit=0,05).
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4.5.2 Obsah a sloZzeni endogennich sachafidkanovych kultur jablon é
vystavenych chladovému stresu

Nasled® byl u kultur sledovan vliv chladového stresu naaiba spektrum endogennich
sacharid. Experiment byl proveden ve dvou variantach, adomédiu s 3 % sachardzy
(graf 10C, D) a na médiu s3 % rafinézygraf 10E-H). Orient&né byl proveden
experiment, ve kterem byly kultury vysazeny na magdse smssi 1,5 % sacharézy a 1,5 %
sorbitolu @raf 10A, B). U tchto kultur byly sledovany zémy v obsahu rozpustnych
sacharid v tfidennich intervalech pod dobu 15udrV celkovém obsahu sachatidde
nebyly zaznamenany itazné rozdily. Sesty derigobeni chladu byl zaznamenan trsér
obsahu sachardzy, ktery se datasem sniZzoval s nastem obsahu hexogr@af 10B).

Tkaiové kultury s 3 % sacharézy v médiu

V prvnim opakovéanidraf 10C, D) byl zaznamenan nist celkového obsahu sacharid
obou kultivati vystavenych chladovému stresu. Tento rozdil v3abkyh statisticky
prikazny. Sorbitol byl u vSech variant minoritnim sagtlem tvdicim ~ 1 % rozpustnych
sacharid. Pouze u kultivaru Sampion Red vystaveného chlagluzaznamenan mirny
narst obsahu sorbitolu. U kultur obou kultivawystavenych stresu byl zj&t pokles
obsahu sachardzy spojeny susiem obsahu hexdziquevsim glukdzy.

Tkaiové kultury s 3 % rafindzy v médiu

V pifpads této varianty byla pouZita kolona IEX €aktera dobe dli rafin6zu od
sachar6zy, protoZze vtomto experimentu bylo podétgtedevSim zjistit obsah rafindzy
(viz kapitola 3.3.2). Na této kolervSak nelze rozliSit sachar6zu od melibiézy a foaktod
inositolu, proto jsou v grafech uvedeny souhrnngably pro ob dvojce sacharitl U obou
opakovani graf 10E, G) doSlo ke znatelnému nifstu celkového obsahu sachéria obou
kultivari vystavenych chladovému stresu, podbfako v gipadt média se sachar6zou. Za
toto navySeni bylaijednostg odpowdna rafindza. Vlivem nizké teploty doSlo k navySeni
jejiho obsahu z 2 % - 3 % u kontrolnich kultur ©a% - 15 % u kultur vystavenych chladu
(graf 10F, H). Také bylo v souvislosti sigobenim chladu zaznamenano navyseni obsahu

hexdz, nicméé piresny obsah fruktozy zde nebylo mozné stanovit.
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Graf 10A, B: Obsah a spektrum endogennich sacliand tkaiovych kultur jablod vystavenych
chladovému stresu.

Médium s 1,5 % sachar6zy a 1,5 % sorbitolu.

A, B - 1. opakovani; doba kultivace: 15 dni; n=8; dhkgeznazoniuji snmérodatné odchylky celkovych
obsalii sacharid. Snerodatné odchylky hodnot jednotlivych sacharsiou uvedeny v tabulce 4.14.
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Graf 10C, D: Obsah a spektrum endogennich sacliand tkdiovych kultur jablog vystavenych
chladovému stresu.

Médium s 3 % sacharézy.

C, D - 1. opakovani; doba kultivace: 10 dni; n=12;ckgeznazoiiuji snerodatné odchylky celkovych
obsali sacharid. Sn¥rodatné odchylky hodnot jednotlivych sacharjsou uvedeny v tabulce 4.15.
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Graf 10E-H: Obsah a spektrum endogennich sacfiand tk&ovych kultur jablos vystavenych
chladovému stresu.

Médium s 3 % rafinézy.

E, F - 1. opakovaniG, H — 2. opakovani; doba kultivace: 10 dni; n=12;¢kgeznazoiiuji smérodatné
odchylky celkovych obsahsacharid. Snerodatné odchylky hodnot jednotlivych sachérjdou uvedeny
v tabulce 4.16 a 4.17.

sachar6za glukéza fruktéza inositol manitol sorbitol celkové sacharidy
3 7,68 7,67 5,63 1,42 0,00 17,87 34,48
6 6,15 12,40 9,11 0,90 0,00 20,30 39,15
9 13,61 18,55 13,20 0,65 0,00 20,29 58,15
12 9,45 12,84 15,36 0,71 0,00 28,73 60,68
15 6,83 10,24 13,74 0,63 0,00 18,37 43,96

Tabulka 4.14: Snmerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 10A
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sacharéza glukéza fruktdéza inositol manitol sorbitol s?iilra(;:i/(?y
5 Red LK 8,86 18,01 17,63 2,53 0,00 2,27 35,99
4C 23,23 12,34 23,05 3,16 0,00 0,87 29,56
Idared K 6,53 19,78 17,34 1,96 0,00 2,18 39,58
4C 27,63 27,29 28,57 4,31 0,00 2,29 84,77
Tabulka 4.15: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 10C
rafinéza | sach + melib glukéza frukt6za+inos inositol | sorbitol s(;?:ltlg:iISy
& Red K 5,31 27,47 5,96 9,11 0,00 0,00 35,81
4C 20,19 34,99 9,74 9,63 0,00 0,80 30,22
Idared K 3,75 26,21 8,32 6,73 0,00 0,00 36,72
4C 23,54 23,27 6,44 14,19 0,00 1,44 34,34
Tabulka 4.16: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 10E
rafinéza sach + melib glukéza fruktéza+inos inositol | sorbitol s(;ilrljgxgy
& Red K 1,74 15,52 5,84 6,02 0,00 0,00 20,23
4C 7,64 21,34 11,01 10,38 0,00 0,00 31,71
\dared K 1,58 33,73 19,83 6,68 0,00 0,00 41,62
4C 5,76 11,45 7,75 11,93 0,00 0,00 28,52

Tabulka 4.17: Sn¥rodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 10G

4.6.1 Ovlivréni riastu tkanovych kultur jabloné osmotickym stresem a
simulace stresu aplikaci kyseliny abscisove

V tomto experimentu byly tkéové kultury jablog obou kultivati vysazeny na standardni
médium s pidavkem 9 % PEGu, 28nol.I" kys. abscisové, nebo kombinaci 9 % PEGu a
25umol.I* kys. abscisové. Experiment byl proveden ve dvoakopanich. U obou
opakovani byl st tk&aovych kultur znan¢ heterogenni graf 11A, B). V prvnim
opakovani graf 11A) byl nejhorsi @ist zaznamenan na meédiu s kombinaci 9 % PEGu a
25umol.I" ABA. Ve druhém opakovani kultury na této vartamstly srovnatelé jako na
médiu s 9 % PEGuU bez ABAy@f 11B). V porovnéni obou kultivérse vyrazgyjsi rozdil
projevil pouze u kultur na médiu s 9 % PEGu ar@bl.I* ABA. Kultivar Idared rostl na
této variant hife v obou opakovanich, rozdil byl vSak neq@zny. Obsah vody vykazoval
podobny trend u obou kultivia(graf 11C, D). Pouze v prvnim opakovani byl zaznamenan
niz&i obsah vody u kultivaru Idared na médiu s ®E&u a 2pmol.I" ABA, tento rozdil

ale nebyl statisticky fikazny. Obsah vody u varianty na médiu s 9 % PEGWaPEGu

v kombinaci s 2pmol.I* ABA byl srovnatelny. V fipads varianty o$éené samotnou

ABA byl obsah vody srovnatelny s kontrolni varianto
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4.6.2 Obsah a spektrum endogennich sachaiidkanovych kultur jablon é
pii osmotickém stresu a simulaci stresu aplikaci kylry abscisové

Kultury, u kterych bylo sledovano ovligni ristu osmotickym stresem a simulaci stresu
aplikaci kys. abscisové, byly dale charakterizovamy urovni obsahu endogennich

sacharid. U obou opakovani byl obsah celkovych sachami#Si u kontrolni varianty

s
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sacharid vykazovala variantagstovana na médiu gigdavkem 9 % PEGu, a to u obou
kultivara. U varianty oSé¢ené ABA byl celkovy obsah sachatidrovnatelny s kontrolou u
obou opakovani. Zastoupeni jednotlivych sacliavidamci sacharidového spektra bylo u
obou kultivafi srovnatelné. Nejvice zastoupenym sacharidem vehv$ariantach byl
sorbitol tvaici ~ 50 % rozpustnych sachatidgraf 12B, D). Jeho obsah se v ramci
jednotlivych variant tégi neznénil. Ke zmendm dochézelo pouze v péra sacharézy a
glukézy. U prvniho opakovani bylo zastoupeni sahawv ramci sacharidového spektra
nejnizsi u varianty gstované na meédiu s kombinaci PEGu a kys. absciSav&ah glukdzy

byl u této varianty nejvyssi.
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Graf 12A-D: Obsah a spektrum endogennich sacliand tk&iovych kultur jablos vystavenych

osmotickému stresu a po o%ati kys. abscisovoud, B — 1. opakovaniC, D — 2. opakovani; doba
kultivace: 7 dni; n=9; Us&y znazotiuji smérodatné odchylky celkovych obsalsacharid. Snerodatné

odchylky jednotlivych hodnot jsou uvedeny v tabudc&8 a 4.19.
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sachar6za glukéza fruktoza inositol sorhitol s(;ilrll(g:i/ce;y
K 8,05 10,57 13,80 2,78 21,61 21,06
& Red |9%PEG 2,83 4,74 6,48 1,34 11,56 23,45
ABA 12,47 21,06 15,66 2,78 27,59 44,11
9% PEG + ABA 6,46 5,05 6,27 1,61 13,20 21,39
K 14,16 7,25 10,26 2,28 14,57 13,20
dared 9% PEG 8,03 7,08 9,34 2,35 24,42 42,09
ABA 18,03 20,49 26,62 5,94 81,88 145,77
9% PEG + ABA 3,08 8,71 8,36 1,78 25,14 37,10
Tabulka 4.18: Snerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 12A.
sachar6za glukéza fruktéza inositol sorbitol s(;eclﬁg\r/i‘(éjy
K 11,84 11,11 11,68 1,95 49,05 98,10
& Red 9% PEG 2,99 4,09 6,18 1,00 14,56 29,12
ABA 14,18 5,79 12,49 1,75 45,59 91,18
9% PEG + ABA 25,80 6,91 13,68 4,01 58,54 117,07
K 15,51 9,53 11,56 2,28 42,23 84,47
|dared 9% PEG 2,26 3,63 5,74 1,21 12,84 25,68
ABA 20,69 7,91 8,88 2,54 49,80 99,61
9% PEG + ABA 3,18 4,14 3,67 2,19 17,32 34,64

Tabulka 4.19: Smerodatné odchylky hodnot prezentovanych v grafu 12C.
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5. Diskuse

V experimentech byly pouzity tkévé kultury kultivai Sampion Red a Idared odvozené
pro &ely této prace z listovych segmérkultur stonkovych segmehin vitro. Kultivary
byly vybrany na zaklad jejich odlidné odolnosti ke stresu. Kultivar SampiRed je
v porovnani s kultivarem Idared vice odolny k nizkyeplotam a &kterym houbovym

chorobam (padli, strupovitost).

5.1 Vliv exogennich sacharid na rast tkanovych kultur jablon € in vitro

Heterotrofni tkéové kultury gstované v podminkadin vitro jsou zcela zavislé naigunu
uhliku a energie z média. Za nejvhépin sacharidy idavané do kultivénich médii jsou
povaZzovany ty, které rostlina sama vyuZiva jakondpmrtni sacharidy a vlastni
enzymaticky aparat pro jejich metabolismus (Leifertal., 1995). Nejvice pouzivanym
sacharidem pro vyZzivu rostlinnych kultur vitro je proto sachar6za ro¥8ha univerzal®

v celé rostlinngisi. Nekteré rostliny vSak vedle sachar6zy vyuzivaji 8dabcharidy.

Jablai (Malus domestica), které je tato diplomova praceénovana transportuje ve floémove
Stawé, podobr jako ostatni zastupcirelvin zcéeledi Rosaceae, vedle sachardzy zejména
sorbitol a sacharidy rafinézovédy (RFO) (Kollar a Seemdller, 1990). Cilem prvniho
experimentu bylo objasnit, zda jsou tyto sacharipgo tk&ové kultury jablog
srovnatelnym zdrojem uhliku a energie, a zda sehjeitilizace liSi mezi kultivary siznou
odolnosti ke stresu. Krofitéchto # sacharid byl testovan dalsi cukerny alkohol, manitol,
ktery by vzhledem ke své strukturni podobnosti sekdou sorbitolu mohl slouZzit jako
substrat sorbitoldehydrogenazy (SDH). Podle negabtinych vysledk RNDr. Hany
Konradove, PhD. by mohl manitol slouzit jako zdwjliku a energie pro stonkove
segmenty jablahin vitro diky nizSi specifit SDH (Ustni séleni). VySe uvedené sacharidy
byly pouzity v 3% koncentraci, jako kontrolni varia byla pouZita sis 1,5% sachardzy a
1,5% sorbitolu.

Vysledky ukazuji, Ze sachar6za, sorbitol i rafindmahou slouzit jako zdroj uhliku a
energie proust tkaiovych kultur jablog. Je patrné, Ze nejvice jist podporovan na médiu
se sacharézou,igstoZze cukerné alkoholy jsou oproti sachar6ze wyjdin zdrojem
energie (graf 1A, C, D). Cukerné alkoholy jsou vieglukované formy sachatidnez

sachardza, jejich degradace tedy poskytujgcbwice energie.iPdegradaci manitolu se
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uvoliuje NADH, ktery mize byt v mitochondriich oxidovan za vzniku 3 molelkd P
(Pharr et al., 1995). ivodem horSihotstu na médiu se sorbitolem by mohla bytsv
osmoticka zat. Sorbitol vyvolava zhruba dvojnasobné sniZzeniatgikého potencialu nez
sachardza ve stejné koncentraci. Obdobné vysledliyzpSteny u tkaovych kultur celeru,
kde byl také zaznamenan lep&tru kultur zasobenych sachar6zou v porovnanitsiteuhi
na manitolu (Stékové, 2006). Také 8yzigium cuminii, kde byl testovan vliviznych tyg
sacharid na tvorbu aist novych pryii u stonkovych segmehin vitro, byl zaznamenan
lepSi Gst na médiu se sachardzou, v porovnani s cukeralkminoly (Jain a Babbar, 2003).
V piipact listovych segmefitjabloré byla zaznamenéna vyssi tvorba druhotnychipayt
jejich lepsi fist na médiu se sorbitolem nez se sachar6zou (RawlitVelander, 1994).
Podobr ovliviiuje sorbitol zakladani aist adventivnich pryt u hrusg (Pyrus pyrifolia
N.) na stonkovych segmenteatvitro, zatimco na médiu se sacharézou byl naopak Iépe
podporovan st ka‘eni (Kadota a Niimi, 2004). Pozitivni vliv sorbitoluka vyhradniho
sacharidu v médiu naist byl také prokazan Brunus armeniaca. Profistajici nové pryty
rostly mnohem Iépe na médiu se sorbitolem nez tbyho u sachardzy, kde se takastji
projevila vitrifikace explantdt (Marino et al., 1993). V poslednich ztovanych pipadech
se vSak jednalo o celistvatést rostliny, neba@éasti orgdfi a osmotickad z&¢ vyvolana
médiem se sorbitolem zdeepr¢ nema tak vyrazny dopad, jako u neorganizovanych
tkanovych kultur. U tk&ovych kultur jsou #ejmé vyhody utilizace sorbitolu vyvazeny
praw negativnim dopadem osmotického stresu.

U obou gipadi tkanovych kultur jablog a celeru by se dalo usuzovat, Ze kultufstpvané
na médiu s cukernym alkoholem, tedy vystaved&ivosmotické zé&¥i, dany cukerny
alkohol neutilizuji, ale chrani jej jako osmoprdiait. ProtoZe je sorbitol, ptipact pro
tyto kultury jedinym zdrojem uhliku a energie, neluistatek energie prdist. Tomu by
napovidal také horsSist varianty gstované na s#si 1,5% sacharozy a 1,5% sorbitolu.
Také z obsahu vody (graf 1E-H), ktery byl u kukstainoven Ize Wist, Ze kultury na médiu
se sorbitolem, nebo sisi sorbitolu a sachardzy jsou vystaverySi osmotické zéFi,
vzhledem k nizSimu obsahu vody nez tppct sachardozy. Nicmeénsrovnatelny stovy
koeficient jako u kultur gstovanych na sorbitolu vykazovaly i kulturyggbované na
rafindze, ktera vyvolava (neuvazujeme-li jejép&ni) @iblizné pouze tetinové snizeni
osmotického potencialu. Na druhou stranu byahto kultur zaznamenan vyznamny podil
melibidzy. Za pedpokladu, Ze tato melibidza je produktetisqgbeni apoplastické invertazy
hydrolyzujici rafin6zu za vzniku melibiozy a frukly tedy smisi disacharidu a

monosacharidu, dochazi k vyznamnému sniZeni oskébticpotencidlu média. Vysledna
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smés disacharidu a monosacharidu by se tak svym oskyati potencialem ifblizovala
osmotické z&Zi vyvolané sorbitolem, nebo manitolem.

Ze zjisenych vysledk tedy vyplyva, Ze sachardza, sorbitol a rafin6zamesrovnatelnym
zdrojem energie pro tkévé kultury jablog. Preferencetiznych tym sacharid se vSak
ziejm¢ u raiznych drult rostlin z¢eledi Rosaceae vyzname liSi. Nagiklad vyrazi odliSné
vysledky byly ziskany u prytproristajicich z axilarnich pupénn vitro u Prunus mume -
byl zjistn nejlepsi @ist na médiu s glukdzou, zatimco u kultur zasobersatharozou,
sorbitolem, nebo fruktézou byfist horSi. Na médiu se sachar6zou dokonce dochéeelo
chloréze list a postupnému zpomaleniistu (Harada a Murai, 1996). Zg#ig vysledky u
tk&novych kultur jablog tak spiSe nez z osmotickym potencidlem média msbauiset se
samotnou preferenci sachdrielxplantatem.

Velmi maly pgirastek hmotnosti byl zaznamenan u kultwstevanych na médiu s
manitolem. Za tento naést hmotnosti je, spiSe nehst kultur, zodpo¥dna akumulace
manitolu gijatého z média, ktery nejsou kultury schopny vyudiristovych charakteristik
nebyly zjiS€ny zadné rozdily mezi @éma kultivary, pestoZze odvozeni tkavych kultur
bylo u kultivaru Idared problematgjsi nez v pipact kultivaru Sampion Red. &t kalusu
na pa&atku odvozeni byl u kultivaru Idared znatelhorSi v porovnani s kultivarem
Sampion Red, proto byla pouZita dvojndsobna konaeatkinetinu (0,4 mg/l). Po odvozeni
tkanové kultury jiz bylo pro oba dva kultivary pouzitdentické kultiv&ni médium a v

rastu obou kultivak nebyly zaznamenany zadné rozdily.

5.2 Vliv exogennich sacharid na obsah a spektrum endogennich sachairidkanovych

kultur jablon & in vitro

U kultur zasobenychiznym exogennim sacharidem bylo déle sledovano mrivobsahu

a spektra endogennich sacharil jejich gipadné rozdily mezi kultivary Sampion Red
(graf 2A-D) a Idared (graf 2E-H). V porovnani celébo obsahu sachaiidbyl
zaznamenan vySSi obsah nestrukturnich sacharidkultur mstovanych na médiu se
sorbitolem, nez tomu bylo u kultur na sachar6zaf(gA, C, E, G). Podobné zavislost byla
zZjiSténa u rostlin celerun vitro péstovanych na médiu se sachar6zou, nebo manitolem ja
vyhradnim sacharidem (Vitova et al., 2002). TotoySani ntize byt zgisobeno ¥tSim
osmotickym stresem, ktery médium se sorbitolem iawén Z tohoto dvodu miZze byt
utilizace sorbitolu u jabla) pogipad manitolu u celeru omezena a tyto cukerné alkoholy
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jsou chramny jako osmoprotektanty. Tomu by napovidal obsathaads u kultur na
médiu se swsi 1,5 % sacharézy a 1,5 % sorbitolu, ktery se powgl v rozmezi hodnot
mezi kulturami gstovanymi na 3 % sacharozy a 3 % sorbitolu (graf Qg Také obsah
sacharid v pripact kultur pestovanych na rafindze, ktery byl srovnatelny swa@ini na
sachar6ze by nahraval tomuto v§eni. Podobna zavislost byla zaznamenana itotkgch
kultur celeru, ktery je vyznamnym producentem nwnijtkde byl zjis&¢n vySSi celkovy
obsah sacharidu kultur gstovanych na médiu s 3 % manitolu nez tomu byldipgok
sachardzy (Siéikova, 2006). Vy3si obsah sachariahize byt také zfisoben i vy3Sim
piijmem cukerného alkoholu z média v porovnani sha@zou (Vitova, 1999).
Vyznamné zrany byly zjiS€ny ve spektru endogennich sachérid kultur gistovanych na
sachardze zaujimalygvaznowast sacharidového spektra ~ 80 % hexdzy. Sorhife gyl
piitomen pouze ve velmi malém mnoZstvi. Konversi@ig sachardzy na sorbitol je tak
ziejmé u kultur vyrazg omezena. Zcela odliSna byla situace u kultéstgvanych na
sorbitolu, kde tento cukerny alkohol zaujimal vieZ 80 % z celkového obsahu sacharid
Zbyvajicich necelych 20 % tity hexozy, sachar6za a malé mnoZzstvi inositol@af(@B,
D, F, H). Karhu (1997) také u stonkovych segmegablore in vitro zaznamenal nizky
obsah sorbitolu u kultur na médiu se sachar6zoeha yyraznou akumulaci na médiu se
sorbitolem. Podobné vysledky byly zfgy u tkaovych kultur celeru, kde u kultur
péstovanych na médiu se 3 % manitolu zaujimal manéotr 90 % obsahu sachaiid
zatimco u kultur na sacharéze byl manitiitgmen v zanedbatelném mnoZstvi {&kova,
2006). Rozdilem mezemito dwma kulturami byl piblizné trikrat vysSi podil sacharozy
na celkovych sacharidech u celeru v porovnani sotkgmi kulturami jablog. U
tkanovych kultur celeru na médiu s 3 % manitolu takdyhe témei vabec gitomny
hexdzy, které u tkéovych kultur jablog na médiu se sorbitolem zaujimaliigizné 20 %
rozpustnych sacharid(graf 2B, D, F, H). Vtomto ohledu se z{igé vysledky vice
podobaji obsahu sacharézy u stonkovych segimaivt na médiu se sachar6zou, kde také
sachar6za zaujimala necelych 10 % celkového obsablnarid. Oliva je podob# jako
celer producentem manitolu. Ten byl v sacharidog@ektru pitomen ve ¥tSim mnozstvi

i u kultur pstovanych na sacharéze (RejSkova et al., 2007)l#ddu celistvych rostlin
celeruin vitro zdsobenych sacharézou bylo v sacharidog@ektru pitomno vyznamné
mnoZstvi manitolu (Vitova, 1999). Jelikoz se v obptipadech jedna ocast&né
fotosyntetizujici rostliny a explantaty, akumuloyamanitol mize pochazet z primarni
fotosyntetické produkce. DalSim spétgm rysem tkaovych kultur jablog a stonkovych

segment olivy je pritomnost vyznamného podilu hex6z u kultéstovanych na sorbitolu
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v ptipadt jablort a manitolu v fipad olivy. U jablore tvorila glukéza s fruktézou
rovnoceng ~ 15 % obsahu sachaiiidzatimco u olivy tveily oba sacharidy fiblizné 40 %

s vyraznou fevahou glukézy. U tkéovych kultur celeru gstovanych na manitolu byly
hexozy pitomny v zanedbatelném mnoZstvi (Skova, 2006). Velmi nizky obsah hex6z
byl zjiSttn také u suspenznich kultur celerésfovanych na médiu s manitolem (Stoop a
Pharr, 1993). Jeigjmé, Ze mezi jednotlivymi rostlinami jsou rozdilye vyuZzZivani
piislusSného cukerného alkoholu. Zatimco u celeruijgace manitolu vyrazhomezena a
akumulovany manitol jeigjm¢ vyuzivan jako osmoprotektant, vipack jabloré a olivy
lze vzhledem kfitomnosti hexdz usuzovat, Ze omezeni utilizafislygsného cukerného
alkoholu neni tak striktni a ébrostliny jej vyuzivaji také jako zdroj energied podminek
osmotického stresu. Tyto rozdily mohou pramenitdiiSaych regulaci cukerného
metabolismu u bylin vippack celeru a &evin v gipad jablore a olivy.

U varianty @stované na rafin6ze byla zaznamenana vyznamna ad&oenunelibidzy.
Melibiéza je spolu s fruktozou produktem hydrolyzgfindzy vznikajicim ¢innosti
kyselych invertaz. Kyselé invertazy jsou lokalizoydud’ v apoplastu a nebo ve vakuole, a
tedy lze rychlé $peni rafindzy, vysledkem kterého je melibi6zé#cist pravadpodobre
apoplastické invertazeapobici ped vstupem rafin6zy do Bky. Melibibza mize byt
nasledg transportovana do b&k a roz&penao-galaktosidazou na molekulu glukézy a
galaktozy aprodukty jeji degradace vyuzity jako zdroje uhlikienergie (Keller a Pharr,
1996)

U kultur, kterym byl poskytnut manitol jako jedirgacharid v médiu byl zaznamenén
nejvyssi obsah celkovych sachédride vSech zkoumanych variant. Za tentoasgibyl
odpowdny manitol pijaty z média, ktery zde t¥id ptiblizne 95 % z celkového obsahu
sacharid, zbytek zaujimaly hexdzy se zanedbatelnym mnabstviositolu. Vzhledem
k hroma@ni manitolu a velmi omezenyntipistkim hmotnosti udchto kultur Ize soudit,
Ze kultury nejsou schopny manitol utilizovat #egpoklddané nizsi specifita SDH se tedy
nepotvrdila. Sorbitoldehydrogendza mé&eja¢ vysSSi substratovou specifitu nez
manitoldehydrogenaza. Manitoldehydrogenaza kat@yaiemenu manitolu na manozu za
vzniku NADH. U extraktu z list celeru byl po fidani sorbitolu, ktery neni povazovan za
substrat manitoldehydrogenazy, rigtem vznik NADH. Neni vSakigjmé, zda je za rozklad
sorbitolu u celeru zodp@dna manitoldehydrogenaza, nebgjaky jiny enzym (Ustni
sckleni RNDr. Hany Konradové, PhD.). Také u stonkovysggment oliv in vitro

péstovanych na sorbitolu jako jediném sacharidu vimése nepoddlo jednozn&né
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prokazat, Zze by byly schopny vyuzivat sorbitol jakdroj uhliku a energie (RejSkova,
2003).

5.3 Ovlivnéni ristu a obsahu endogennich sachanidriiznou koncentraci exogenniho

sacharidu

V navazujicim experimentu byl porovnavaistra gipadné zminy v obsahu endogennich
sacharid u tk&ovych kultur gstovanych na dvouiznych koncentracich (3 % a 5 %)
sachardzy, nebo sorbitolu. Jako kontrola byla pgaugnés 1,5 % sachardozy a 1,5 %
sorbitolu. Jak v fipact varianty se sacharozou, tak i se sorbitolem byéna redukce
rastu u kultur gstovanych na vyssi koncentrad¢iguSného sacharidu (graf 3A, B). Tuto
reakci Ize pisuzovat vySSimu osmotickému stresisgbicimu na kultury. iekvapiv vyssi
koncentrace sachar6zy a sorbitolu vyvolala srowmat@okles fistového koeficientu,
piestoze sorbitol v médiu vyvolavailplizné dvojnasobné snizeni osmotického potencialu
nez sacharéz&'innosti apoplastickych invertaz viakibe dochazet k hydrolyze sacharézy
v médiu na glukézu a fruktdzu. Je takha vzit v Gvahu, Ze s postupujictasem kultivace
tak dochazi k hroma&di &chto monosachandv médiu na Ukor obsahu sachardzy, coz
vede k vyznamnému snizeni osmotického potencialliar(&lesak et al., 2004). Maurel et
al., (2004) popsali, Ze Prunus persica jsou do proiistajicich vegetativnich pupin
piednost@ transportovany hexdézy, zatimco transport sorbifelen&né omezen. Bylo
zZjiSteno, Ze inhibice transportu sorbitolu je zde zaviséé hexokindzové signalni draze.
Prestoze pesny mechanismus této inhibice neni znam, dalehyesipokladat, ze zvySeny
tok hexoz hexokinazovou reakciipe vest nafiklad k omezeni syntézy transpotigaro
sorbitol. V gipad tkanovych kultur jablog nebylo zaznamenano, Ze by dochazelo
k omezeni Hjmu sorbitolu u kontrolnich kultur na $si 1,5 % sacharézy a 1,5 %
sorbitolu. U tk&ovych kultur celeru doslo ke zhorSefstu pouze u kultur gstovanych na
vySSi koncentraci manitolu, nikoliv vfipad sachar6zy. Omezeniustu na vysSi
koncentraci manitolu zde bylo také mnohem vyigEgnnez v pipad jablors (Suwakova,
2006). Podobny experiment provedla Vitova et &00@) u celistvych rostlin celeru in
vitro. V tomto gipack byl zaznamenan nist hmotnosti suSiny se zvysujici se koncentraci
obou sacharitlv médiu (Vitova et al., 2002). Tento rozdil je méays\¢tlit tim, Ze jabla
vyuziva sorbitol jako zdroj uhliku a energie i zsdminek osmotického stresu, zatimco u
celeru je utilizace manitolu si#nomezena. U stonkovych segmentbloré (Malus
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domestica cv. Jork 9)in vitro, u kterych byla sledovana regeneracéekib na médiu

s miznou koncentraci sacharozy bylo zjigt, Ze sachar6za podporuje zakladantst r
koreni v ponerné Sirokém rozsahu koncentrace od 1 % do 9 %. Poazenédiu bez
sachardzy a na médiu s 11 % sacharozy byloimpStyrazné potiéeni zakladani kena.
Pravdpodobnym vyse#tlenim je nedostatek uhliku a energie na médiu daeharozy a
piiliS nizky osmoticky potencial na médiu s 11 % sa6hy (Calamar a Klerk, 2001) a8
stonkovych segmeit olivy také vykazoval vyrazijSi omezeni Ustu na médiu

s manitolem, nebo sachar6zou &#9% koncentraci fislusného sacharidu v médiu. Tento
rozdil mize byt zfisoben tim, Ze vifpac olivy i stonkovych segmeititjablor se jednalo

o celistvoucast rostliny, kde je viffmém styku s médiem pouze maléd oblast a dopad
osmotického stresu na explantat neni tak silny jakaipact tk&iove kultury bez
piirozenych bariér.

Zmeény v zavislosti na koncentraci exogenniho sachanigly zaznamenany také na arovni
obsahu nestrukturnich sachdridlak v pipact kultur pistovanych na sachar6ze, tak i
manitolu dosSlo ke zvySeni celkového obsahu sachasidySSi koncentracitislusného
sacharidu. Za tento n#st vSak byly, v fipadt kultur na sachar6ze, zodpg@mné hexaozy,
tedy redukujici sacharidy, které podléhaji neenzigkgm reakcim s aminoskupinami
proteini, a nejsou tedy kompatibilnimi solutyfgsto se mohou podilet na osmotickém
prizptisobeni. U tkaovych kultur celeru, kde také dosSlo ke zvySeni @efitho obsahu
sacharid byl za toto zvy3eni odpeéuny nafist obsahu sacharozy (@kova, 2006).
V piipact kultur psstovanych na sorbitolu nebyly ve spektru endogdémrdacharid

zaznamenany zadné #ny, podob# jako v u celeru.

5.4 Vliv zasoleni a osmotického stresu naist tkanovych kultur jablon é

U tkaiovych kultur jablog kultivaru Sampion Red a Idared bylo dale sledovéwitvnéni
rastu salinitou a osmotickym stresem. Pro srovnamipoyzit manitol jako penetrujici
osmotikum v takové koncentraci, aby vyvolal stegné&eni osmotického potencialu média
jako 50 mM NacCl, tedy o ~ 0,3 MPa. Experiment bydyeden ve dvou variantach a to na
meédiu s 1,5 % sacharozy a 1,5 % sorbitolu (graf BA,nebo 3 % sacharozy (graf 5C-E)
pro zachyceniifpadnych rozdil v utilizaci prisluSsného sacharidu kulturami v podminkéach
stresu. U kultur, které bylyéstovany na sisi sachar6zy a sorbitolu, bylo zaznamenano
zhorSeni istu jiz @i 50 mM koncentraci NaCl, které se na médiu se md0 NaCl jes¢

vice prohloubilo. To je v souladu ggglpokladem, Ze jabige citliva na pitomnost NaCl v
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prostedi. RestoZe tolerance ovocnycliestin k zasoleni neniihs prostudovana, obe&n
se pedpoklada, Ze jsou velmi citlivé naigmnost NaCl (Bernstein, 1974). OdliSné
vysledky byly zaznamenany u ti@ych kultur celeru odvozenych ¢epele, které
vykazovaly nejlepSitst @i mirném stresu zasoleni vyvolaném 50 mM NacCl vionégfi
silngjim stresu seist zhorSoval (Stékova, 2006). Podobna zavislost byla #jidt také u
celistvych rostlin celeru. Celer se proto obvyklev@Zuje za halofyt, nebo glykofyt
tolerantni k zasoleni (Everard et al., 1994). ZngSwlerance k zasoleni byla zaznamenana
i u Populus euphratica, jako zastupce fdvin. Tkaove kultury Populus euphratica
dosahovaly nejlepSih@stu na médiu sifdavkem 50 mM NaCl (Zhang et al., 2004).

V piipact varianty gstované na meédiu se &si sacharézy a sorbitolu byl zaznamenan
horsi st kultivaru Idared nez u kultivaru Sampion Redip @ obou koncentraci NaCl. To
je v souladu s iedpokladem nizsi odolnosti kultivaru Idared ke sireZajimaveé je, Ze u
kultur, které byly pstovany na médiu se 3 % sachardzy tento rozdillretmnamenan a
rast obou kultivail byl v tomto fipadt rovnocenny. U zji#nhych podit vody nacerstvé
hmotnosti (graf 5F-J) nebyly zaznamenany Zzadné ilsozahezi olgma kultivary. U
kultivaru Sampion Red i Idared byl zaznamenan pokibsahu vody se zvysujicim se
stresem zasoleni. Podobné vysledky byly &jigttaké u celistvych rostlin jablénn vitro
oSetenych NaCl. Také zde byl zaznamenan nizSi obsaly @oHorsi @st nez u kultur
vystavenych pouze osmotickému stresu (Molassidte.£2006). Ze zjighych vysledk
ristovych koeficient by se dalo usuzovat, Zze odgii kultivar Sampion Red je schopny
vyuZivat sorbitol fijaty z média jako zdroj uhliku a energie pnistri ve stresovych
podminkéach, zatimco mé&rodolny kultivar Idared sorbitol neutilizuje, al&umuluje jej
pouze jako osmoprotektant. Nicnéeme sacharidovych spekter zadné rozdily v obsahu
sorbitolu mezi obma kultivary nejsou patrné. \fipad kultur na médiu se 2 % manitolu
byl rist srovnatelny s kulturami na 50 mM NaCl, a to ygbtipact kultur zasobenych 1,5
% sachardzy a 1,5 % sorbitolu, tak i 3 % sachardzgto varianty se rozdil mezi kultivary
nepotvrdil. Zaznamenané zhorSefistu u varianty na 50 mM NaCl a 2 % manitolu
odpovida srovnatelnému snizeni osmotického potienaiédia. V pipad NaCl je vSak
treba vzit v vahu, Ze kraimosmotického stresu se zde projevuje také toxidkyionta
Na" a CI (Gangopadhyay et al., 1997). Také Molassiotis.e{2006) usuzuji na vyznamny
vliv ionti pri stresu zasoleni u celistvych rostlin jalidan vitro. Zaznamenali prokazatein
nizSi obsah chlorofylu a vysSi aktivitu peroxidaay superoxiddismutazy, enzym
Gcastnicich se zhaseni volnych radikal kultur oSetenych NaCl v porovnani s kulturami

vystavenymi pouze osmotickému stresu vyvolanéhoitmiam (Molassiotis et al., 2006).
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Dalo by se pedpokladat, Zetst kultur na médiu s NaCl by &nbyt horSi nez u kultur
s manitolem o stejném osmotickém potencialu, nicmvénripack tkanovych kultur jablog
se tento pedpoklad nepotvrdil. Bvodem by mohlo byt, Ze ionty NaCl zde je3 nejsou
v takové koncentraci, ktera by jiz byla pronku vyrazié poskozujici a jejich efekt je tak

predevsim osmoticky.

5.5 Vliv zasoleni a osmotického stresu na obsah pektrum endogennich sacharid

tkdnovych kultur jablon € in vitro

Dale bylo sledovano ovliwmi obsahu a spekter endogennich sachasdlinitou a
osmotickym stresem.

Kultury s 1,5 % sachar6zy a 1,5 % sorbitolu v médiu

U kultivaru Sampion Red bylo zaznamenano navy3etkoeého obsahu sachaligri
mirném stresu zasoleni vyvolaném 50 mM NaCl (graf®). Fi silngjSim stresu na médiu
se 100 mM NacCl doslo k poklesu obsahu sachafthproti tomu u kultivaru Idared byl
zjisten pokles obsahu sachatidiz pfi mirném stresu zasoleni, kteryi gilngjSim stresu
stagnoval. Podobné vysledky jako u kultivaru SamfRed byly zaznamenany u ticvych
kultur celeru odvozenych z listo¢épele, kde také dosSlo k navySeni celkového obsahu
sacharid (Swakovéa, 2006). Celer je v3ak k zasoleni mnohem tdgantni nez jabia
NavySeni obsahu sacharidu odolrgjSiho kultivaru Ize vysstlit snizenim utilizace
sacharid kulturami a jejich vyuziti k osmotickémuippisobeni. Zastoupeni jednotlivych
sacharid v ramci sacharidového spektra bylo &amaheterogenni a nebylo zg$io, Ze by
za naist celkového obsahu sachdrid kultivaru Sampion Red byk@dnostd odpowdny
néktery ze sacharidsacharidového spektra (graf 6B, D). Wang et &B96) zaznamenali
navyseni obsahu sorbitolufi pnedostatku vody u mladych i da$ypch listi a stonk
jablorg. Naproti tomu byl u dosibych listi a stonk zaznamenan pokles obsahu sacharézy
a jeji nafist u mladych list a kaeni. U odiznutych stonik pondenych do roztoku se
znatenou [*C] glukézou a I'C] sorbitolem bylo zji&no, e za podminek dobrého
zasobeni vodou je 24 % gluk6zy konvertovano naaaah, 21 % na fruktézu a 17 % na
sorbitol. U stonk vystavenych nedostatku vody bylo zaznamenano eavypongru
sorbitolu na ukor sacharézy z 0,8 na 1,7.rfipad podani f*C] sorbitolu bylo pouze mén
nez 10 % konvertovano na jiny sacharid. Zjist akumulace sorbitolufipnedostatku vody
je tak Zejme zpasobena fednostni konverzi gluk6zy na sorbitol (Wang et H896). Tyto
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vysledky jsou do jisté miry v souladu se Zsmi u tk&ovych kultur, gestoze vyse
popsané ziny v obsahu sacharidzde nejsou ifilis vyrazné. U jitroceléPlantago major,
dalSiho producenta sorbitolu bylo v souvislostzasolenim zaznamenano zvyseni exprese
geni kédujicich transportéry pro sorbitol (PmPLT1 a RMP) ve floému. Krons toho zde
dochazi ke snizeni exprese SDH, tedy omezeniadéize zdrojovych listech, majici za
nasledek akumulaci sorbitolu a zvy3eni jeho trartapioémem. Zaroveé dochazi ke
shizeni exprese transportéru pro sachar6zu PmIECRoemu je tak pednosti nakladan
sorbitol a zvySuje se tak p@msorbitolu a sacharozy ve floémovéa® z 20 % u
kontrolnich rostlin na 40 % u rostlin vystavenydhesu zasoleni (Pommerrenig et al.,
2007). U tk&ovych kultur celeru bylo zaznamenané zvySeni obsalcharid spojeno se
zvySenim obsahu manitolu (@kova, 2006). V fipadt stonkovych segmeitolivy byla
situace odlisSna. Zde byl naopak zaznamenan poldbk®w@ho obsahu sachakidvsem
spojeny s vyraznym navysenim obsahu manitolu vgpomk ostatnim sacharid.
Nahromadny manitol se zdeigjm¢ uplatiuje predevsim jako osmoprotektant (RejSkova et
al., 2007). U tkaovych kultur jablog vystavenych osmotickému stresu vyvolanému
manitolem byl celkovy obsah sachdride vSech testovanych variant nejvyssi. Za tento
narist byl odpo¥dny manitol pijaty z média, ktery neni metabolizovan, a tak deultur
akumuluje na ukor ostatnich sachéaridaké v pipac tkaiovych kultur celeru, u kterych
byl osmoticky stres vyvolan analogicky 2% sorbitoJebylo dosazeno podobnych
vysledki. Také zde doslo ke zvySeni celkového obsahu sdéharvyznamné akumulaci
manitolu na Gkor ostatnich sachdri@uwakova, 2006).

Kultury s 3 % sacharézy

U kultur psstovanych na médiu s 3 % sacharozy (graf 6E-J)ubidtivaru Sampion Red
zjistén nanst celkového obsahu sachdirige zvySujici se koncentraci NaCl. Naproti tomu u
kultivaru Idared tato zavislost zaznamenana nebildtivar Sampion Red je vice odolny
ke stresu nez ldared, zaznamenané navySeni cetk@iiEahu sacharidby tak mohlo byt
dano lepSim osmotickymfigpasobenim, a tedy vysSi odolnosti tohoto kultivaru. U
kultivaru ldared byl celkovy obsah sachdrigiéi mirném stresu zasoleni (50 mM NacCl)
srovnatelny s kontrolni variantoufiFsiln¢jSim stresu salinity (100 mM NaCl) celkovy
obsah sacharid klesl (graf 6E, G, I). NavySeni obsahu sachargpolu s prolinem
v souvislosti se zasolenim bylo zaznamenano tdistech stonkovych segmenjablons
(Malus domestica) in vitro vystavenych 100 a 200 mM NaCl (Sotiropoulos, 20048
akumulaci sacharidu kultivaru Sampion Red byligkvapiv zodpowdny nafist obsahu

hex6z (graf 6F, H), na Ukor obsahu sacharézy. Uivauli Idared podil sacharézy na
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celkovém obsahu sachatid piipact varianty vystavené 50 mM NaCl méwzrostl, i
silngjSim stresu klesl na uroiresrovnatelnou s kontrolni variantou. Obsah sorbitmyl u
vSech variant na velmi nizké drovni a keém@m jeho obsahu v souvislosti se stresem
nedochazelo. K podobnym vysldak dosgli Wang a Stutte (1992) u dvouletych rostlin
jablons (Malus domestica Borkh. cv. Jonathan) vystavenych vodnimu stresikéTv tomto
piipadt byl zaznamenan ni#st obsahu hex6z a pokles obsahu sachardézy u rostlin
vystavenych stresu. Kramtoho byl zjiSén i nafist obsahu sorbitolu, ktery wipad
tkanovych kultur nebyl zji&n. Na médiu s manitolem doSlo u fk&ych kultur jablos

k navySeni celkového obsahu sacharigodobr jako v gedchozim fipads kultur na
smeési sorbitolu a sachardzy. Také v tomtdpact se manitol v kulturach akumuloval na
ukor obsahu ostatnich sacharid

Prestoze glukdza a fruktdza jsou redukujici sacharddyejedna se tedy o kompatibilni
soluty, protoZze podléhaji neenzymatickym reakciam@oslodeninami (aminokyseliny,
proteiny), byla u #kterych rostlin popsana jejich role v osmotickéiizmisobeni buék.
Rascio et al., (1994) popsali akumulaci hexéizngdostatku vody u pSenice. Kerepesi et
al., (1998) zjistili, Ze p vystaveni rostlin pSenice nedostatku vody a zadpldochazi u
kultivari odolnych k tomuto stresu k navySeni obsahu glukéazfruktézy. Redukujici
sacharidy se také podileji na osmotickémpiisobeni uiznych drufi jetele a slungice
(Rascio et al., 1994; lannucci et al., 2003ed®0ze se do nedavné doliegpokladalo, Zze
hexdzy nejsou transportovany floémem a jejidiitopmnost ve floémove taw byla
povazovana za artefakt, bylo zf8b, Ze se jedna o majoritni transportni sacharidy u
zastup@ celedi Papaveraceae a Ranunculaceae (Bel a Hess, 2008). Transport hexdz
ziejm¢ neni nic neobvyklého ani wipad ¢eledi Rosaceae. U Prunus avium byla vedle
sorbitolu a sachar6zy zaznamenana vyznamfifonpnost hexoz v xyléemu. Hexozy
z mobilizovanych zasob jsou xyléemem transportovdmginkovych orgain Bylo zjiS€no,

Ze mnoZstvi hexdz v xyléemu vyrazistoupa Bhem kveteni (Loescher et al., 1990). Ze
zjistenych vysledk Ize usuzovat na vyznamny podil hexdz na osmoticg@npisobeni u

jablorg pii stresu zasoleni.

5.6 Ovlivnéni rastu, obsahu a spektra endogennich sachafid penetrujicim a

nepenetrujicim osmotikem
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U kultur bylo dale sledovano, jak se budosnih ristové charakteristiky a obsah a slozeni
endogennich sachatidv zavislosti na osmotickém stresu vyvolaném nejpejieim a
penetrujicim neiontovym osmotikem. Jako nepenefrugismotikum zde byl pouzit
polyetylenglykol (PEG, Mr = 4000) v 9% koncentracimanitol v 1% koncentraci jako
penetrujici osmotikum. @blatky vyvolavaji v dané koncentraci sniZzeni osgi@ho
potencialu média ofplizn¢ 0,15 MPa. U kultur vystavenychigobeni penetrujiciho i
nepenetrujiciho osmotika bylo zaznamenano zhor8estu bez patrného rozdilu mezi
kultivary, nicmér rastove koeficienty i podil vody naerstvé hmotnosti jsou v tomto
piipact velmi variabilni, takZze nelze vyvodit jednozna zavry (graf 7A-D). Varianta
(2006) zaznamenala u organovych kultur oliv nagpalseni celkového obsahu sacharid
a zvySeni podilu manitolu na obsahu celkovych gabhana Ukor hexdz. Manitol se
v tomto fipadt (castni osmotického izpusobeni buék. U jablore byla reakce zcela
opana, doslo zde naopak ke sniZzeni podilu sorbitalag/Seni obsahu hexéz (graf 8B).
V piipact jablore se vSak jedna o tkaveé kultury, gisobeni osmotického stresu takize
mit wtSi dopad nez u stonkovych segniealivy, prestoze byla pouzita nizSi koncentrace
osmotika. U celistvych rostlin jablérbyl zjiS&n nafst obsahu sorbitolufpnedostatku
vody. Ri poklesu vodniho potenciélu listv rozpti od -1 do -2,5 MPa byl zaznamenan
narist obsahu sorbitolu v listech a stoncich s protjiabu se vodnim deficitem.iPdalSim
snizovani vodniho potencialu vrozmezi -2,5-(-3)4Pa obsah sorbitolu zpéatku
stagnoval s vySSim vodnim deficitem klesal (Wangalet 1995). Meng et al., (2008)
zaznamenali akumulaci sorbitolu v délygh listech i kdenech celistvych rostlin jablén
které byly vystaveny {sobeni 20% PEGu. NejvySSi obsah sorbitolu zazndm@nao
prvnim dni po oSé&eni. V pozdjSi fazi obsah sorbitolu prudce klesal. Z uvedenych
vysledki by se dalo usuzovat, Ze sorbitol sasini osmotickéhorjzpasobeni buék pouze

v ¢asné fazi stresové reakce. V pgsd fazi stresu se mozna osmotickéhmisobeni
Gcastni jiné osmotikum, jako nagprolin a sorbitol je spolu s ostatnimi sachanigyzivan
jako zdroj uhliku a energie pro jeho syntézu. Tegpotéze by nahraval pokles celkového
obsahu sachanida nafist obsahu hexo6z u tkdvych kultur. V gipad® varianty oSéené
manitolem byl celkovy obsah sachdridejvysSi (graf 8A, C). V tomtoffpac se jedna o
penetrujici osmotikum, které poumiku do buk maze fungovat jako osmotikum. Manitol
se u tkéovych kultur akumuloval na ukor obsahu sorbitolhex6z, jejichz obsah byl u

této varianty nejnizsi (graf 8D, F). Také u stonkch segmerit olivy byla zaznamenana
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podobna zavislost, kde byl jako osmotikum pouZzitbiol. Také zde byl celkovy obsah
sacharid nejvy33i a sorbitol se akumuloval na tkor obsahnitalu (Stakova, 2006).

Dale byl orientan¢ proveden experiment, kde byly kultury vystaveriggbeni PEGu v 3%
a 6% koncentraci. Zde bylo zjg$o snizovani celkového obsahu sacharslvyssi
osmotickou z&ti (graf 8E, F). Zadné vyrazné #ny ve spektru endogennich sachérid
v porovnani s fedchozim experimentem zde Zjisy nebyly.

5.7 Vliv chladového stresu naiist, obsah a sloZzeni endogennich sachaiid

V tomto experimentu byl sledovan vliv nizkych teptm tkdové kultury jablog obou
kultivara. Kultury byly vystaveny 4°C po dobu 10 dni. Expeent byl proveden ve dvou
variantach, a to na médiu se sachar6zou, nebddeaiin Oba tyto sacharidy se akumuluji
v pletivech u #iznych rostlin Bhem chladové aklimace a chraninky jak pred samotnymi
negativnimi dopady nizkych teplot, tak fied sekundarnimiisledky osmotického stresu
vyvolaného nizkou teplotou a zvySenou tvorbou RB@8ckmann et al., 1994; Flinn a
Ashworth, 1995; Palonen, 2000).

U kultur vystavenych chladu doSlo k vyraznému zboirdtstu u obou kultivar jak na
meédiu se 3 % sacharozy (graf 9A, B), tak i na mé&ddu% rafindzy (graf 9C, D). Kultivar
Idared se vyzniaje vy3si citlivosti k nizkym teplotam neZ odg§i kultivar Sampion Red,
dalo by se tedyiedpokladat, Ze se tento rozdil projeviistu tkdovych kultur, nicmé#é
tento redpoklad se nepotvrdil. Mezi &tma kultivary nebyl zaznamenan rozdil na médiu se
sachar6zou ani na médiu srafinbzou. Podofako v prvnim experimentu, kde byl
srovnavan st kultur zasobenychiznym exogennim sacharidem, byl zaznamenan lepSi
rast kontrolnich variant na sachar6ze v porovnardfiadzou (graf 1A-D). U kultur na
sachardze a rafindze byly zfigy rozdily v podilu vody na&erstvé hmotnosti. Zatimco
v pripact sachardzy byl zaznamenan nizSi obsah vody u kpittdrstresem nez u kontroly,
u kultur na rafin6ze tento rozdil nebyl zazname(graf 9E-H). Givodem niize byt nizSi
osmoticky potencidl média s disacharidem (sacharéea v gipact média se stejnou
koncentraci trisacharidu (rafin6za). VysSi osmdatieltz vyvolana samotnym mediem ve
spojeni s chladovym stresemibe vést k zaznamenané redukci podilu vodycerstvé
hmotnosti kultur. Druhym moZznym vy&enim je vysSi transport sachardzy do dua
jeji akumulace v podminkach chladového stresu. Mignpodil sachardézy na celkovém
obsahu sachanidoyl u kultur vystavenych chladu nizsi nez uz kolytrtakze tato hypotéza

se nepotvrdila.
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U kultur byl dale stanoven obsah a spektrum endughlnsachariil Nejprve byl
orienta&né proveden experiment, ve kterém bylyitkgé kultury vysazené na médium s 1,5
% sacharozy a 1,5 % sorbitolu vystaveny chladu @oudl5 dni a vzorky pro stanoveni
endogennich sachatidbyly odebirany viidennich intervalech. Cilem bylo zjistit, zda
dochazi ke zmmam v obsahu endogennich sacharidtomto ¢asovém intervalu.
V hladinach jednotlivych sachatidvSak nebyly zaznamenany vyra@ zmeny. Pouze

v 6. dnu chladovehotgobeni byl zaznamenan mirny tstr obsahu sacharézy na ukor
sorbitolu (graf 10B). V 9. dnutsobeni chladu jiz bylo zaznamenancitopné snizeni
obsahu sachar6zy, které se nadéle prohlubovalomize byt zgsobeno postupnym
spotebovanim sachardzy kulturami a ndslednym sniZegjitrojobsahu v médiu.

U kultur pestovanych na sacharéze (graf 10C, D) byl zaznamea#ést celkového obsahu
sacharid u obou kultivai,, za ktery byl, podolhjako v gipact stresu salinity zjsoben
naristem obsahu hex6z (graf 6F, H).t8kova (2006) zjistila u tkévych kultur celeru
odvozenych zlistu nést celkového obsahu sachdridi kultur vystavenych chladu,
spektrum endogennich sacharidsak bylo v porovnani s kulturami jabtowelmi rozdilné.

U celeru byl naist celkového obsahu sachdridagicinén predevsim navysSenim obsahu
sachar6zy na ukor manitolu a fruktozy (8kova, 2006). Navyseni obsahu hexdzenbyt
souwdsti osmotického fzpasobeni kultur. Druhym mozZnym vy&lenim je sniZeni
metabolickych poZadavkna sacharidy vedouci k jejich akumulaci. Také stlio Populus
tremuloides vystavenych chladu byl zaznamenanisobsahu glukozy a fruktdzy v listech
(Renaut et al., 2004). Nist obsahu hexdz takibe byt sodasti osmotickéhoifzpisobeni
pii chladovém stresu u jabl®npodobr jako bylo zaznamenandistresu zasoleni.

V piipact kultur na médiu s rafindbzou (graf 10E-H) byla pid&iZzpro n&teni obsahu
endogennich sachatidjind kolona (IEX C&") neZ u ostatnich experiméntZde bylo
podstatné fedevsSim zachytit obsah rafindzy, kterou by jinalbybe mozné odlisit od
sachar6zy na kolénlEX PK** (viz kapitola 3.3.2). Kolona IEX G4 naopak $pathdgli
sachar6zu od melibiézy a fruktézu od inositolu,tprie@ v grafech uveden souhrnny obsah
obou dvojic sacharid U obou opakovani bylo zaznamenano vyznamné navySe
celkového obsahu sachatjdpodobr jako v gipact varianty na sachar6ze. Zde vSak bylo
za nafist celkového sacharfidbdpovdné vyznamné navySeni obsahu rafindzyilaligne 3

% obsahu celkovych sachalid kontrolni varianty na 10 % - 20 % u varianty taygné
nizkym teplotam (graf 10F, H). K navySeni obsahiinéay doslo u obou kultivdr ve
stejné mie. Akumulace rafindzy hrajeitezitou roli @i chladové aklimaci u ¢kterych

bylin i dievin. U Ajuga reptans, ktery je vyznamnym producentem sachandfindzové
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fady (RFO), byly zaznamenany vyraznééamobsahu RFOdinem roku. Zatimco v letnich
mesicich tvail obsah RFO 75 mg/gerstvé hmotnosti, sifghodem nizkych teplot v obdobi
podzimu obsah RFO vzrostl az na 200 mgagstvé hmotnosti. Podobnu rostlin
kultivovanych 14 dni f 10°C ve dne a 3°C v noci byl zaznamenamsidobsahu RFO.
Akumulace RFO je vtomto ffpact zpisobena fedevSim aktivaci galaktinolsyntazy
(Bachmann et al., 1994). Bubus idaeus, zastupce igvin, bylo v fipadt semené&ki in
vitro i celistvych rostlin pstovanych v kontejnerech, které byly vystaveny dbwee
aklimaci po 14 dni  15°C nasledovanych 18 dnyi2°C, zjiS€n naiist obsahu rafindzy
po snizeni teploty na 2°C, ktery se postuptiasem zvySoval. U takto ogehych rostlin
byl zaznamenan vyrazny &t obsahu sachar6zy na Ukor hexdz (Palonen e2G0).
Podobr u stonkovych segmehwliv in vitro vystavenych 4°C po dobu 10 a 30 dni byl
zjistén naist obsahu RFO (RejSkova et al., 2007). Rafin6zdevedmotné osmotické a
osmoprotektivni funkce zahtaje krystalizaci sacharozy, ktera je sama asglznamnym
osmoprotektantem. Sacharidy rafin6zdady tak podporuji vitrifikovany stav cytoplasmy,
ve kterém je chrama struktura makromolekul a bigmych membran (Liu et al., 1998;
Peterbauer a Richter, 2001). ProtoZe neni v torfipag mozné stanovit obsah sacharozy,
nelze utit, zda také doSlo ke ztné obsahu sacharézy po vystaveni chladu. Nienpénlle
piedchoziho experimentu s kulturami na sachar6ze ytmamenano spiSe sniZeni jejiho
obsahu. Zjid&tna akumulace rafindzy by tak mohla byt #gpéna potl@&enim aktivity o-
galaktosidazy, enzymu zaji§iciho prvni krok degradace rafindzy jejimég@nim na
molekulu sachar6zy a galaktdézy. RafindZgapa z média tak neni utilizovana jako zdroj
uhliku a energie, ale dochazi k jeji akumulaci jakmotika a kryoprotektantu. Z vyslegdk
ziskanych u tk#ovych kultur jablog Ize usuzovat, Ze rafin6za hrajéleitou ulohu pi

chladové aklimaci.

5.8 Vliv simulace stresu aplikaci kyseliny abscis@na obsah a spektrum endogennich

sacharida

Kyselina abscisovd (ABA) je rostlinnym fytohormonesndilezitou roli ve stresové
signalizaci. ZvySena hladina ABA oviiuje expresi mnoha gén jejichz produkty se
Gcastni stresovych reakci, zejménai pedostatku vody, chladovém stresu a zasoleni.
Signalni drahou kys. abscisové je také awdwano zavirani gduchi zabraujici
nadngérnym ztratam vody, aktivita iontovych kadahle jsou jitizeny i vyvojové procesy,
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nag. rast kaeni, rozmiséni priduchi u vyvijejicich se list nebo listova morfologie
vedouci k adaptaci rostliny na rfggmivé podminky (Xiong, 2007).

Cilem experimentu bylo zjistit, zda ofati ABA vyvola u tkéovych kultur stresovou
reakci, ktera se d&mkym zpisobem promitne v zastoupeni jednotlivych sacharndbo
celkového obsahu rozpustnych sachariDalSi otazkou bylo, zda se reakce na simulaci
stresu bude liSit mezi &éma kultivary s#@znou odolnosti ke stresu. Tavé kultury
kultivara Sampion Red a Idared na standardnim médiu s ka&carozy a 1,5 % sorbitolu
byly po dobu 7 dni vystavenyigobeni 26mol.I* ABA, 9% PEGu, nebo kombinovaného
oSeteni 2umol.I" ABA a 9% PEGu. Rst kultur byl u tohoto experimentu zfms
heterogenni (graf 11A, B). Tato heterogenitdZen byt z@isobena fenesenim kultur na
dobu experimentu do tmaveho kultivého boxu vzhledem k nestabiliABA na swtle.
Vzhledem k tomu, Ze veSkera kultivacéeire ostatnich experimeintbyla od pdéatku
odvozovani kultur provaga na setle, mize geneseni kultur do tmy znamenat zésah,
ktery naruSi stabilitu kultur. igstoZe jsou tkiové kultury heterotrofni a zcela zavislé na
piisunu exogennich sachatid média, mohou reagovat na & swtelnych podminek
diky signalizaci zprogedkované kryptochromy. Kryptochromy jsou fotoreceyptcitlivé

na modré sitlo, které penaSeji signal do jadra a ovliyi expresi celéady geri. Bylo
prokdzano, Ze u dvosdlbZznych rostlin s hypogeickym kKi&nim signél zprogtdkovany
kryptochromy inhibuje st hypokotylu na sitle a spousti expanzi a deetiolacilah
(Arnim a Deng, 1996). Z tohotoadodu nelze vyvozovat jednozitee za¥éry o chovani
kultur u jednotlivych variant, nicménu kultur o3aenych ABA bylo zaznamenano
zhorSeni#istu oproti kontrole, f@stoze tento rozdil nebyliiazny (graf 11A, B). Nejhorsi
rast byl zaznamenan u varianty s kombinovanymiegén ABA a PEGu, kde je efekt
samotného osmotického stresu posilen aplikaci tofypgbhormonu. Z grdf obsahu vody
(graf 11C, D) je patrné, ze podil vody ¢exstvé hmotnosti u kultur vystavenych 9 % PEGu
a kombinovaného o&eni PEGu s ABA je srovnatelny. Dalo by s&kéavat, Ze v fipac
kombinovaného oSini by se fitomnost ABA mohla projevit vyS3Sim podilem vody
z divodu lepSiho udrzeni vodni bilance, nicraéento gedpoklad se nepotvrdil. Podil
vody nacerstvé hmotnosti u varianty ogaté samotnou ABA se neliSil od kontroly. Mezi
obéma kultivary nebyly zji&tny Zadné rozdily. PodobBnjako v gipact rastovych
koeficienti, byl celkovy obsah sachatidu jednotlivych variant zrimé heterogenni. Lze
vSak fici, Ze v ipad® kombinovaného oS&ni ABA a PEGu doSlo u obou kultivar
k mirnému navysSeni obsahu celkovych sacliadgroti variank oSetené pouze PEGem,

které by bylo moznéiist indukci stresové odpdgi kys. abscisovou (graf 12A, C).
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U varianty oSéené ABA bylo zjis¢no mirné navySeni obsahu sorbitolu na Ukor obsahu
sachardzy, avSak pouze v prvnim opakovani (graf).1PBvarianty oSd¢ené kombinaci
ABA a PEGu byl zaznamenan mirny astrobsahu sorbitolurpkvapiv pouze u kultivaru
Idared, ktery je ménodolny ke stresu. Kobashi et al. (2000) popsaliyBani obsahu
sorbitolu, sacharézy i celkového obsahu sachand plodi (Prunus persica L.) pii
nedostatku vody. Za toto navySeni obsahu sadhaviglodech rostlin vystavenych
nedostatku vody byla nejspiSe zodgava aktivace signalni drahy ABA, jejiz obsah setak
zvysil (Kobashi et al., 2000). Také u vakuol izadaych z nezralych plddjiablorg (Malus
pumila) dochézi ke zvySenitiimu sorbitolu z média po ofehi ABA (Yamaki a Asakura,
1991). Kanayama et al., (2006) popsali vliv ABA naySeni exprese genu pro S6PDH,
enzymu biosyntetické drahy sorbitolu. Akumulovangristol se ve vySe uvedenych
piipadech pravgpodobré uplatiuje jako osmotikum a osmoprotektant. Z vyskegkvniho
opakovani by se dalo usuzovat, Zentk& kultury jablog oSetené ABA vyuZivaji
piednostd jako zdroj uhliku a energie sacharézu, zatimcdoismrje chragn pred
degradaci jako osmoprotektant a osmotikum (graf)12# druhém opakovani se diky
heterogenit obsahu sacharidtento zagr nepodélo potvrdit. Tato heterogenitaiie byt,
jak uz bylo zmigno vyse, zfisobena fenesenim kultur na dobu experimentu do tmavého
kultivacniho boxu vzhledem k nestabdliABA na s\tle. U stonkovych segmehnjablorg
(Malus hupehensis) oSefenych 2amol.I ABA, nebo kombinaci 20% PEGu a ABA dos$lo
k akumulaci sorbitolu v listech. Byl také zjigtnafist obsahu enzyinbiosyntézy sorbitolu
S6PDH a S6PP v listech celistvych rostlin. Zatimamétist obsahu sorbitolu v listech po
oSeteni ABA je tedy odposdné pFedevSim posileni jeho syntézy, uidwm byl
zaznamenan pokles aktivity SDH, enzymiasiniciho se utilizace sorbitolu (Meng et al.,
2008). Z toho mzeme usuzovat, Ze akumulace sorbitolu u celistugstlin jablorg je
dana souhrnem posileni syntézy tohoto cukernéhohald ve zdrojovych listech a
omezeni jeho utilizace v kenech. U tkdovych kultur oSéenych ABA bylo zjis¢no, Ze
navyseni podilu sorbitolu na celkovych sacharidgehspojeno se sniZzenim obsahu
sacharozy (graf 12B). Tuto zavislost je mozné wilgvomezenim utilizace sorbitolu a jeho
piednostniho vyuZiti jako osmotika a osmoprotektagitimco sacharoza je vyuzivana
jako zdroj energie. Podobné sniZzeni podilu saclar@ celkovych sacharidech bylo
zaznamenano i ifpad varianty s 9 % PEGu v médiu, které vSak nebylojespm se
zvySenim obsahu sorbitolu. Ze ziisych vysledk se nepoddo prokazat, Ze oSgni
ABA vyvola u tkaovych kultur jablog reakci srovnatelnou sipobenim #kterého ze

stresovych faktdr sledovanych v této diplomové préci.
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U tkaiovych kultur jablog in vitro se prokézalo, Zetgobeni sledovanych stresovych
faktoni je spojeno se z&émami obsahu sachatidkteré jsou oviem zejména vysledkem
zmen v utilizaci a akumulaci jednotlivych typsacharid. Dale bylo prokazano, ze zmy
se tykaji jak sorbitolu, ie@dpokladaného hlavniho osmoprotektantu danéhoimostio
druhu, tak i ve srovnatelné fai dalSich sacharig tedy sachar6zy, hexo6z i rafindzy.
V nékterych ohledech se reakce itkaych kultur jablog na stres podobala reakcim
zjisttnym u stonkovych segmenblivy, v jinych byla specificka pro tento rostlijmruh.
PrestoZze se v oboufripadech jedna otdviny s podobnymi fotosyntetickymi produkty,

vyuziti jednotlivych sacharidve stresovych reakcich je u jabéarolivy odliSné.

5.9 Je syntéza cukernych alkohdl obecnym mechanismem stresovych reakci?

Jak jiz bylo rozebrano v kapitole 2.6.4.2, syntdirearnich cukernych alkohiljako
primarnich fotosyntetickych produktje omezena na pafim¢é Uzky okruh rostlin, do
kterého vSak p#ti nekteré zemidélsky vyznamné plodiny. V poslednich letech se vSak
problematika cukernych alkohiotlostava do pdpdi zajmu dikyetnym dikazim o jejich
piitomnosti, by ve velmi malé koncentraci v rostlinach, které tgecharidy nesyntetizuji
jako produkty fotosyntézy. U mnoha rostlin byla kgmana fitomnost enzyrin nutnych
pro biosyntézu a degradaci sorbitolu (Karuna et24100; Ohta et al., 2005; Kanayama,
2009). Krong¢ samotné fitomnosti sorbitolu bylo zji§ho, Ze obsah sorbitolu, nebo
enzymi U¢astnicich se jeho biosyntézy se zvySuje v soutisogisobenim stresovych
faktoni (Karuna et al., 2000).rFRomnost SDH, enzymucastniciho se degradace sorbitolu,
je mozné vysttlit jeji schopnosti vyuzit jako substrat arabitktery vyuzZivaji gkteré
patogenni houby jako osmotikum po napadeni rostlimgmér pritomnost enzyrin
biosyntetické drahy sorbitolu a sorbitolu samotnaisiava velkym otaznikem (Ohta et al.,
2005). Jist stoji za povSimnuti, Ze syntéza sorbitolu a jehywziti k osmotickému
prizpasobeni neni pouze rostlinnym specifikem. Zatimatdéga manitolu jako osmotika je
vedle rostlin typicka fedevSim pro houby a bakterie, sorbitol s&sini osmotického
prizptsobeni také u zivichu ¢lovéka nevyjimaje. Bylo zjigho, Ze sorbitol syntetizovany
pomoci A6PR se dastni osmoregulace vikach ledvinové tkné u sava. V téchto
buinkach, které jsou vystaveny vysoké koncentraci NpCkyntéza A6PR regulovana
osmotickym potencialem prdsti. Nachazeji-li se lilty ledvinové dens v hypertonickém
prostedi, dochazi u nich ke zvySeni syntézy A6PR vedduakumulaci sorbitolu

(Moriyama et al., 1989). Ald6za-6-fosfatreduktaza y clovéka gritomna i v dalSich
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organech a jeji aktivita je spojena se zdravotrkomplikacemi pi diabetu. Ve zdravém
organismu tvéi syntéza sorbitolu pouze minoritni cestu metabulisglukdzy. B
hyperglykémii vSak dochazi k vyznamné akumulacbgolu uvnit burék vlivem nizké
aktivity SDH a naslednému hyperosmotickému stré&sySena koncentrace sorbitolu ve
tkanich pi diabetu je spojovana se vznikem Sedého zakalwrppatii a poSkozenim ledvin
(Jeffery a Jornvall, 1983).

U rostlin, které sorbitol nevyuZzivaji jako primariotosynteticky produkt, aleipsto byl
jeho obsah v pletivech zaznamenan vSak vzhledewrinkiwnizké koncetraci neni mozné
vyswétlit jeho Ulohou v osmotickémifzpiasobeni. Nabizi se moznost jeho role ve zhaSeni
ROS. Tomu by nasdcovalo zvySeni odolnosti ke stresovym faktor zaznamenané u
n¢kterych rostlin transformovanych geny pro syntéakecnych alkohdi, kde neni mozné
vzhledem Kk filis nizkému obsahu fpisovat tento efekt osmotickémurizpisobeni
(Chiang et al., 2005). Vedle toho je moZné usuzoeaffipadnou signalni tlohu polyal
podobré jako bylo nedavno zji8ho v gipac trehalézy (Schluepmann et al., 2003). To
ovSem vyvolava otazku do jaké miry jsou tyto roidedité také u rostlin, které sorbitol
produkuji ve vyznamné 1@ jako primarni produkt fotosyntézy a vyuZzivajipep transport
uhliku na dlouhou vzdéalenostlyzkum na tomto poli je vSak teprve vdaicich a pro
pochopeni fesné funkce sorbitolu, ale i dalSich cukernych ladlkin pri stresovych

reakcich u rostlin jeréba dalSiho zkoumani.
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6. Zavery

Studium fistovych charakteristik a obsata spekter nestrukturnich sachérid dvou
tkanovych kultur jablog (Malus domestica) cv. Sampion Red a Idareh vitro, za
podminek stresu salinity, osmotického stresu asstrézké teploty, vedlo k nasledujicim
poznatkim:

Sachardéza, sorbitol a rafindza (v koncentraci 3 %jejsou srovnatelnym zdrojem
uhliku a energie pro nist tkanovych kultur jabloné v podminkach in vitro.
S vySSi koncentraci sachardzy, nebo sorbitolu (5%jylo zaznamenano zhorSeni
rastu a navySeni celkového obsahu sachatidzastoupeni islusného sacharidu
v sacharidovém spektru se s koncentraci namilo.

Tkanové kultury jabloné jsou schopny Fijimat manitol z média a akumulovat
tento cukerny alkohol, Zejmé ho vSak nemohou utilizovat jako zdroj uhliku a
energie.

Zasoleni zpisobuje vyrazrgjSi zhorSeni mistu u mérg odolného kultivaru Idared
v porovnani s odolr§sim kultivarem Sampion Red. Se zvy3ujici se koncemaci
NaCl se na médiu s 3 % sachardzy zvysSuje celkovy sdh sacharidi u kultivaru
Sampion Red, nikoliv u kultivaru Idared. Za navy3eri obsahu sacharidh jsou
piednostr® odpowdné hexdzy. Na médiu se s¥mi sorbitolu a sacharédzy
zpiusobuje mirna salinita navySeni celkového obsahu dsarida u kultivaru
Sampion Red spojené s navy3enim podilu sachar6zysarbitolu na celkovych
sacharidech.Zvyseni stresové za&tze vede k poklesu celkového obsahu sachaiid

Osmoticky stres vyvolany nepenetrujicim osmotikem fgsobi vyznamné omezeni
rastu doprovazené snizenincelkového obsahu sacharidl u obou kultivari a
snizenim podilu sorbitolu na celkovém obsahu sachdii. Manitol jako
penetrujici osmotikum vyvolavad navySeni celkového bsahu sacharidi
zpasobené manitolem pijatym z média.

Chladovy stres vyvolava shodné zhorSeniistu u obou dvou kultivaria na médiu
se sachar6zou, nebo rafin6zou. Na meédiu s rafin6zoindukuje vyznamne
navyseni podilu rafinézy na celkovych sacharidecta to u obou kultivari.

OSefreni kys. abscisovou v kombinaci s osmotickym strasevyvolava navysSeni
celkového obsahu sachariil. Samotné oSdteni kys. abscisovou nevyvolava
reakci srovnatelnou s rekterym z testovanych stresovych faktoi.

% Rozdily mezi ok¥ma kultivary, které se in vivo liSi odolnosti va¢i stresu, se za

danych experimentalnich podminek projevily @i piasobeni stresu zasoleni, a to jak
na drovni rastu kultur, tak na arovni akumulace sacharidi. Rozdilné chovani i
stresu nizkych teplot nebylo prokazano.
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