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Abstrakt:

Rostliny jsou v pritbéhu zivotniho cyklu vystaveny mnohym neptiznivym faktoram. Abiotické
stresy vyznamné omezuji rust i vyvoj rostlin. Mezi mechanismy obrany k abiotickému stresu
patii syntéza a akumulace kompatibilnich solutl (pfedevSim cukrti, cukernych alkohold,
aminokyselin). Hlavnim cilem diplomové prace bylo charakterizovat reakce rostlin z rodu
Plantago na abioticky stres sucha, zasoleni, chladu a kombinovaného stresu. Zhodnoceni
probihalo na nékolika Grovnich - nejprve na trovni rastovych parametrd, a nasledné i na irovni
sacharidového metabolismu, ¢aste¢né také akumulace prolinu. Pro diplomovou praci byl zvolen
soubor rostlin z rodu Plantago, které se liSi svou toleranci k zasoleni, obsahuje tedy jak druhy
halofytni (odolné) tak druh glykofytni (citlivy). Celistvé rostliny byly péstovany v podminkach
in vitro. Rostliny z rodu Plantago produkuji mimo béZné rozpustné sacharidy (sacharza,
glukoza, fruktdza) i cukerny alkohol sorbitol, proto byla testovana i reakce rostlin na kvalitativni
a kvantitativni zménu zdroje uhliku a energie v médiu. Riistové parametry glykofytniho druhu
Plantago lanceolata byly ovlivnény pii zasoleni diive nez u halofytniho P. maritima. Sorbitol se
ukazal jako dilezita slozka sacharidového spektra u Plantago maritima i Plantago lanceolata,
ktera citlivé reaguje na déletrvajici stresové plsobeni. Obsah sorbitolu se u obou druht s
déletrvajicim stresovym pusobenim zvysuje. Pfi pusobeni PEG (simulace sucha) vSak zvySujici
se obsah sorbitolu neznamena celkové navyseni rozpustnych sacharidii jako je tomu pfi ptsobeni
zasoleni a kombinovaného stresu zasoleni a chladu. Déle byla popsana reakce zatim blize
necharakterizované frakce sacharidového spektra (v praci nazvané RTOS) na individualni stres
zasoleni a kombinovany stres (zasoleni a chlad).

Kli¢ova slova: abioticky stres, glykofyty, halofyty, kultivace in vitro, metabolismus sacharidu,

Plantago, prolin, sorbitol



Abstract:

Plants are exposed to many adverse factors during their life cycles. Abiotic stresses are
significantly limiting plant growth and development. Abiotic stress response mechanisms
involve compatible solute synthesis (e.g. sugars, sugar alcohols and amino acids). The aim of
this study was to characterise the responses of plants from Plantago genus to different abiotic
stresses (drought, salinity, cold and stress combination). The complete plants grew under in vitro
conditions. |1 compared morphological parameters, selected metabolic parameters (carbohydrates
balance and proline accumulation) under optimal conditions and stress exposure. This study was
focused on plants from genus Plantago, because they differ from each other in their tolerance to
the salinity. Both, the glycophyte and the halophyte species are described within this genus.
Plantains produce besides widespread soluble carbohydrates (sucrose, glucose, fructose) also
sugar alcohol sorbitol, which has been reported as a significant component of the stress response.
In addition, the reaction of plants to different carbon and energy sources was tested. More severe
growth inhibition of the glycophyte Plantago lanceolata compared to the halophyte P. maritima
was observed under salt treatment. Significant accumulation of sorbitol was observed under
prolonged abiotic stress in both species. Osmotic stress caused by non-penetrating osmoticum
induced sorbitol accumulation as well, but did not increase the total soluble carbohydrate
content. Moreover, the reaction of yet undetermined fraction of carbohydrate spectrum (in this

study called RTOS) to the salinity and stress combination (salinity and cold) was observed.

Key words: abiotic stress, carbohydrates metabolism, glycophytes, halophytes, in vitro

cultivation, Plantago, proline, sorbitol
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1. Uvod

Rostliny jsou hlavni soucast lidské potravy. Jsou vSak béhem svého Zivota prakticky
neustale konfrontovany s mnozstvim neptiznivych podminek, které maji negativni vliv na jejich
vitalitu. V soucasné dob¢ nejvyznamnéjsi limitaci produkce a vynosu kulturnich rostlin
predstavuji abiotické stresy. V kontrastu s tim je fakt, Ze je se stoupajici lidskou populaci kladen
stale vEtsi duraz na rust rostlinné produkce. Z abiotickych stresu se rostliny nejcastéji potykaji se
suchem, zasolenim a vykyvy teplot, pficemz v pfirozenych podminkach se tyto nepftiznivé
faktory obvykle kombinuji. Jednotlivé stresy ale maji ve vztahu K rostlinam mnoho spole¢nych
vlastnosti, a i jejich dopady jsou tak podobné. Hlavnim obecnym omezenim je ztizeny piijem
vody z divodu snizeného osmotického potencialu v pudg, ktery je klicovym faktorem pro piijem
nebo vydej vody. Rostliny si v pribéhu evoluce vyvinuly mnoho mechanismi, jak zhorSenym
podminkam prostiedi odolavat. Jednou ze z&sadnich vlastnosti pro pieziti rostlin v neptiznivych
podminkach je syntéza a akumulace kompatibilnich solutl, jakozto latek umoznujicich
osmotické piizpusobeni. Mezi kompatibilnimi soluty patii cukry, cukerné alkoholy a
aminokyseliny. Zmény sacharidového metabolismu tedy hraji zasadni roli v toleranci rostlin k
abiotickému stresu.

Mnoho druhti rostlin se v prib¢hu evoluce Uspé$né dokéazalo ptizplsobit nepiiznivym
podminkam. Jednou takovou skupinou jsou halofyty, které se piirozené vyskytuji v zasoleném
prostiedi. Rostliny pouzité v této diplomové préaci fadime do rodu Plantago, spadajici do Celedi
Plantaginaceae. Rod Plantago zahrnuje vice nez 200 druhd, z nichz ptiblizné 1/10 tvofi pravé
halofyty. Jitrocele jsou tedy vhodnymi rostlinami pro porovnavaci studie, protoze jsou
taxonomicky velmi pfibuzné, maji podobné genetické pozadi, ale zaroven odliSnou toleranci ke
stresu. Studium fyziologickych zdkladi odliSné tolerance mezi jednotlivymi druhy bylo

pfedmétem mé experimentalni prace.



1.1. Cil prace

Cilem této diplomové prace je sledovani odpovédi rostlin na abioticky stres na urovni ristovych
parametri a syntézy a akumulace kompatibilnich solutl, zvlasté¢ pak ovlivnéni sacharidového

metabolismu u rostlin, které se lisi svou odolnosti ke stresu.

Dil¢i cile:
e vypracovani postupu a nasledného vyuziti vegetativniho mnozeni rostlin in vitro
e porovnani vyuzitelnosti riznych zdroji energie a uhliku rostlinami
e sledovani zmén v rastovych parametrech ovlivnénych piisobenim abiotického stresu
e sledovani vlivu abiotického stresu na obsah a spektrum nestrukturnich sacharidi
e porovnani rozdild v reakcich ve vySe zminénych parametrech u halofytniho a
glykofytniho druhu

e sledovani zmén v obsahu prolinu pfi pisobeni abiotického stresu

Hypotézy:

1) Abiotickymi stresy bude na trovni riistovych parametrti vice ovlivnén glykofytni druh

2) Mira odolnosti rostliny k abiotickému stresu alespoit z ¢asti zavisi na jeji schopnosti
operativné¢ prizpisobit sacharidovy metabolismus typu ptisobiciho stresu

3) Pfislusné zmény sacharidového metabolismu zahrnuji zmény celkového obsahu rozpustnych
nestrukturnich sacharidii a zmény v sacharidovém spektru

4) Akumulace prolinu je soucasti reakce rostlin k abiotickému stresu



2. Literarni uvod

2.1. Zasoleni

V soucasné dob¢ je celosvétové vice nez 45 miliontt hektarii uméle zavlazované
zeme&délské pudy zasazeno zasolenim. Prvni zminky o zasoleni pochézeji jiz z druhého tisicileti
pted n. 1. (Carillo et al., 2011). Zasolené pudy najdeme napii¢ vSemi podnebnymi pasy, od
vlhkych tropt az po polarni regiony. Témeét kazda ptida obsahuje ur¢ité mnozstvi raznych soli,
stejné tak jako jakakoli voda bézné pouzivand na zavlazovani, at’ uz se jedna o vodu povrchovou
nebo ¢erpanou z hloubky.

Zasolenim jako stresovym faktorem se rozumi proces, kdy se do pidy dostava velké
mnozstvi soli, které v ptidé ptivodné nebyly (Munns et al., 2004). Jedna se napiiklad o draselné,
hotecnaté, chloridové nebo sodné soli. Zasoleni negativné ovliviiuje rostliny dvéma hlavnimi
skupinami mechanismi: 1) vysoké koncentrace soli v pudé znesnadiuji pfijem vody a v ni
rozpusténych latek kotfeny; a 2) nahromadéni iont uvnitt bunék zde ptisobi toxicky. Déletrvajici
zasoleni zpusobuje redukci ristu, akumulaci ROS (ROS - z angl. reactive oxygen species) nebo
také sniZeni pfijmu K* a Ca?* (Munns and Tester, 2008). Nejéast&ji je zasoleni vyvolano NaCl.
Pti nizkych koncentracich soli neni vétSina rostlin vyrazn€ ovlivnéna, ale pfi navySeni
koncentrace na 100-200 mM NaCl se vynos u vétSiny plodin podstatné snizuje. Velkou ¢ast
kulturnich plodin fadime mezi glykofyty, tedy rostliny citlivé k zasoleni. Tyto rostliny se
evoluéné vyvinuly pfi nizkych koncentracich soli a nedisponuji mechanismy tolerance k
zasoleni. Opakem jsou rostliny halofytni, které se v prubéhu evoluce adaptovaly na rist v
zasoleném prostiedi (naptiklad v pobfeznich oblastech) a dokazi ptezit koncentrace az 400 mM

NaCl (Glenn and Brown, 1999).

2.2. Sucho

Stejn¢ tak jako zasoleni i sucho negativné ovliviiuje Zivotni procesy rostlin ve vSech
podnebnych oblastech svéta. Sucho je ovlivnéno nejen mnozstvim srazek, ale i klimatickymi
podminkami, teplotou, vlhkosti vzduchu nebo rychlosti vétru. Vyschla nebo zasolena ptda jsou
nejcastéj$imi limitujicimi faktory ovliviiujicimi vynosy hospodaiskych plodin. Pfi nedostatku
vody dochazi v rostlinach k poklesu turgoroveho tlaku. Na pocatku piisobeni sucha se zastavuje

rust nadzemni ¢asti rostlin, zatimco rast kofen zlstava zachovan, aby se kofeny dostaly do



dalsich vrstev ptdy, ze kterych by bylo mozné Cerpat vodu. Pti delSim plisobeni vodniho deficitu
dochézi i k vyznamnému omezeni fotosyntézy, nejprve pouze diky uzavirani praducht, pozdgji i
omezenim exprese fotosyntetickych gent. Také zalezi na tom, v jakém vyvojovém stadiu sucho
rostlinu postihne. Obecné je dostatecny turgorovy tlak potieba udrzet pro zachovani rustu a
déleni bunck. Proto je velka ¢ast rostlin citlivéjsi k nedostatku vody pravé v obdobi aktivniho

rustu (Wang et al. 2003).

2.3. Chlad

Jakmile se teplota vice vzdaluje od optima pro rist rostlin, nastavaji mnohé fyziologické
zmény na urovni biochemické i molekularni tak, aby rostlina co nejdéle zachovala normalni rist
a vyvoj (Guy et al.,, 2008). Kdyz se stresové podminky prohlubuji nebo trvaji déle, bézné
rostlinné procesy prestavaji byt funkcni. Pii niz$i teploté se nejprve aktivuji mechanismy, které
vedou k tzv. chladové toleranci. Chladova tolerance je schopnost rostlin piezit v teplotach od 0
do 15 °C bez poskozeni (Lyons et al., 1964). Nizka teplota vede u rostlin ke zménam
metabolismu - bunéény metabolismus se musi pfizpusobit klesajicim teplotam, aby se nezménily
katalytické schopnosti a funkce enzymil a transport metabolitl pfes membranu. Fluidita
membrany se pfi teplotach blizko nuly vyrazné méni, bunééné membrany se postupné s klesajici
teplotou dostavaji do stavu pevného gelu. Trvalé poskozeni membran je Castéjsi u rostlin na
chlad citlivych, které v membranach obsahuji vice nasycenych neZ nenasycenych mastnych
kyselin (Murata and Los, 1997). Mezi zmény fyziologické patii sniZeni rychlosti fotosyntézy,
méné se syntetizuje sachardza. Dochazi ke zmén€ pH cytoplasmy tim, Ze aktivita vakuolarni
ATPazy, ktera aktivné transportuje protony do vakuoly, je u rostlin citlivych na chlad negativné
ovlivnéna. Tim, ze pfestava za nizkych teplot fungovat, dochazi k okyselovani cytoplasmy
(Yoshida et al. 1999).

2.4. Kombinovany stres

Mnoho studii se zabyva piisobenim individualnich stresii na rostliny, at” uz v polnich,
sklenikovych, ¢i laboratornich podminkach. Problémem téchto studii je, Ze jejich vysledky jsou
obtizné& ptenositelné do redlnych podminek, protoze tam se rostlina musi vyrovnat velmi casto s

vice nez jednim stresovym faktorem zaroven. V této kapitole je popséno, Ze odpovéd’ rostliny na



kombinaci strest je diametralné odlisna od odpovédi na stresy jednotlive. Kulturni plodiny jsou
na polich casto vystaveny kombinaci sucha s jinym stresovym pisobenim, napi. s vysokymi

teplotami nebo zasolenim. Védci se timto problémem ve vétsi mife zabyvaji az ve 21. stoleti.
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Obr. 1- Kombinace stresovych faktori. Interakce jsou barevné odliSeny- potencialné negativni
interakce (Cerven¢), potencidlné pozitivni interakce (modfe), bilou barvou jsou vyznaceny zatim
neznamé reakce na kombinace a ¢ern€ jsou vyznaceny kombinace stresti bez interakci. Upraveno
podle Suzuki et al. (2014).

Reakce rostliny na kombinovany stres je unikatni a nemiiZze byt vyvozena z prostého
souctu odpovédi rostliny na stresy jednotlivé. Na obr. 1 je ptehled interakci pfi kombinaci strest,
které mohou potencialné ptisobit na rostliny. Cast téchto stresovych kombinaci je dale v textu
podrobnéji komentovana. Jak jiz bylo v pfedchozim odstavci zminéno, v redlnych podminkach je
velmi Castd kombinace sucha a vysoké teploty. Reakci rostliny na vysoké teploty je otevieni
praducht pro ochlazeni listi pomoci transpirace, ale pokud vysoké teploty plisobi spolu se

suchem, rostlina musi 1épe hospodatit s vodou a priduchy musi nechat zaviené. V experimentu



na tabaku (Nicotiana tabacum) se pti piisobeni sucha zaroven s vysokou teplotou vyrazné zvysila
teplota listii. Exprese fotosyntetickych gent byly potlaceny, ale respirace byla posilena. Exprese
genti pro enzymy glykolyzy a pentdézofosfatového cyklu byly naopak indukovany. Vzniklé
sacharidy jsou pouzity pravdépodobné prednostné pro dotace feSeni stresovych reakci, které jsou
energeticky velmi narocné (Rizhsky et al., 2002). U husenicku (Arabidopsis thaliana) ptisobeni
kombinace nedostatku vody a vysoké teploty indukovalo transkripci 454 specifickych gent. V
porovnani s tabakem se zde také snizila exprese fotosyntetickych genii a zvysila respirace, ale
nebyla zde zaznamenana signifikantni zména v teploté listli rostlin vystavenych teplu a list
vystavenych kombinaci tepla a sucha. V husenicku se ptfi plsobeni obou stresovych faktort
akumulovalo vétsi mnozstvi sachar6zy a dalSich sacharidd, jako je maltoza, melibioza a guldza.
Naopak akumulace aminokyseliny prolinu, jenz je typicka pii vyrovnavani se se suchem, nebyla
pozorovana. Sachardéza by tedy mohla funkén€ nahrazovat prolin a slouzit jako hlavni
osmopretektant (Rizhsky et al., 2004). Naopak vysledky prace Cvirkova et al. (2013) ukazuji na
dilezitou roli prolinu jako osmoprotektantu u rostlin tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. M51) pti
kombinovaném stresu sucha a vysoké teploty. Rist a fyziologické parametry zde byly
porovnavany mezi transgennim tabakem s posilenou akumulaci prolinu, a divokym genotypem
(wildtype, WT). Transgenni tabak vytvatel vice biomasy a vykazoval vétsi relativni obsah vody
oproti WT v pribéhu pasobeni stresd. Rostliny WT ve fazi zotaveni obsah prolinu rychleji
redukovaly na plivodni hodnoty. Syntéza polyaminli (vysokd mnoZstvi polyamini v buice pii
stresu odpovida vyssi toleranci) v transgennich rostlinach byla pfi stresu redukovana, ale ve fazi
zotaveni rychle vzrustala. Autofi navrhuji, ze prolin hraje dulezitou roli pii plsobeni stresové
kombinace zvlasté¢ tim, ze ovliviiuje syntézu polyamind. V rozsahlejsi studii na husenicku, kde
Rasmussen a kol. (2013) testovali zmény v transkriptomu po plsobeni jednotlivych stresi v
porovnani s kombinaci téchto stresii (chlad, vysokd teplota, vysoké ozafeni, bioticky stres -
flagelin- bakterialni protein, zasoleni), bylo zjisténo, Zze 61 % zmén v transkriptomu rostlin
stresovanych kombinaci podminek nebylo moZzné predikovat ze zmén transkriptomu
zpusobenych jednotlivymi stresy. Naptiklad kombinace zasoleni a vysoké teploty vykazovala
nejmensi shodu transkripth (pouze 1 %) (Rasmussen et al., 2013). V jiné studii na husenicku,
kde autofi zjiStovali rozdily kombinovanych stresi a jednotlivého plisobeni zasoleni,
osmotického stresu a vysoké teploty bylo také zjisténo, Ze kombinované stresy ptisobi naprosto
neocekavané a nelze ,,s¢itat* reakce rostlin na stresy individualni. Indukovana byla exprese 2067
gent pii jednotlivych oSetfenich a expresi pouze 833 z nich (odpovidéa 41 %) mizeme detekovat
i pti kombinaci stresti (Sewelam et al., 2014). Na je¢men (Hordeum vulgare) ptisobi kombinace

zasoleni a sucha velmi negativné. Je snizen obsah chlorofylu, tim sniZena rychlost fotosyntézy,



snizen osmoticky i vodni potencial. Divoky je¢men je odolnéj$i nez je¢men kulturni. Divoky
jeCmen ma schopnost ucinn€jsitho zhaseni ROS diky vyS$im aktivitdm superoxiddismutdzy,
katalazy, glutathionreduktazy a také diky udrzeni niz§iho poméru Na™:K* (Ahmed et al., 2013).
Dalsi vyznamnou hospodaiskou plodinou, u které recentné probéhla studie zamétujici se na vliv
kombinovaného stresu, je kukufice. Metabolomicky profil kukufice stresované zasolenim (NaCl)
byl vice podobny rostlindm stresovanym suchem nez vysokym teplotdm. Metabolomicky profil
kukufice stresované kombinaci stresi sucha a vysoké teploty byl vice podobny profilu za sucha.
Dale bylo zjisténo, Ze urcCité koncentrace soli mohou plsobit pozitivné pii vyrovnani se se
suchem. Sodik muze v rostlinach indukovat odpovédi na nedostatek vody. Zda se tedy, ze
vSechny kombinované stresy nemusi nutn¢ ptisobit vice negativné nez stresy ptsobici jednotliveé
(Sun et al., 2016).

Nekteré stresové kombinace mohou dokonce fungovat beneficné tim, ze jeden stres
zmiriiuje plsobeni stresu jiného. Jiz vySe bylo zminéno, Zze sucho muze redukovat stomatalni
vodivost. Tim, ze se uzaviraji priduchy, se ale rostlina mize 1épe vyrovnat s ptisobenim ozonu.
Ozon redukuje rostlinou biomasu, ovliviluyje ukladani asimilath a indukuje predCasnou
senescenci. Na tolici (Medicago truncatula) se zjist'ovalo ptisobeni Oz, sucha a kombinace téchto
stresti. Samotné sucho zplisobovalo vadnuti a mirné chlor6zy, samotny Oz zptisoboval chlordzy a
nekrotické leze. Prekvapivé je, Ze v kombinaci obou stresti se vytvarelo mensi mnozstvi ROS ve
srovnani se samostatné¢ pusobicimi stresy. K poklesu mnozstvi ROS dochazi pravdépodobné
diky tomu, Zze se navysuji koncentrace redukovaného askorbatu a glutathionu v rostlinach, na
které bylo plisobeno stresovou kombinaci nez u rostlin oSetfenych pouze jednim stresem (lyer et
al., 2013).

2.5. Kompatibilni soluty

Pravdépodobné obecnym mechanismem aktivni obrany rostlin proti nepfiznivym
podminkam je syntéza kompatibilnich solutd. Kompatibilni soluty jsou nizkomolekularni
organické slouceniny, které neinterferuji s béznymi metabolickymi procesy buiiky. Primarni
funkci kompatibilnich solutl je i€ast na osmotickém piizplisobeni. Dal§imi neméné podstatnymi
funkcemi je schopnost zhaseni ROS, zamezeni poskozeni membran a stabilizovani proteint.
Nekolik kompatibilnich solutd muze byt akumulovano soubézné. Koncentrace konkrétniho
kompatibilniho solutu zavisi na bunééné kompartmentaci, organu, vyvojovém stadiu i okolnich

podminkach. Slouc€enin, které fadime mezi kompatibilni soluty, je Siroké mnozstvi typi. Jedna se



0 mono-, di-, oligo- i polysacharidy, kterymi jsou napiiklad sachardza, rafin6za, fruktany, nebo
cukerné alkoholy, jako sorbitol a manitol. Siroce rozsifena je i akumulace aminokyselin, prolinu
nebo glycin betainu (Tipirdamaz et al., 2006).

Kompatibilni soluty snizuji osmoticky potencial v buiikach, a tim se ucastni osmotického
pfizptisobeni. Snizovani vodniho potencidlu je zdsadni v souvislosti s udrzenim dostate¢ného
obsahu vody v bunce pfi vysokém obsahu soli v okolnim prostiedi.

Dalsi dilezitou funkci kompatibilnich solutii je stabilizace makromolekularnich struktur -
proteinti a membran - v podminkach, pii kterych normalné dochazi k denaturaci. Kompatibilni
soluty zlepSuji termodynamickou stabilitu proteind pomoci vodikovych vazeb, které pak nijak
nezasahuji do dalSich procest v buiice. Ne vSechny kompatibilni soluty maji stejné ucinky ve
stabilizaci makromolekularnich struktur. Prolin chrani enzymy, napi. nitratreduktazu, pii
pusobeni tézkych kovil a arsenu (Mishra and Dubey, 2006). V ptipad¢ dehydratace hydroxylova
skupina cukernych alkoholu efektivné nahrazuje vodu pii stabilizaci vodikovych vazeb, aktivita
enzymu tak neni omezena a je chranéna membrana (Noiraud et al., 2001).

Reaktivni formy kysliku se v buiice bézné tvoii, ale jejich hladina je ptisné regulovana.
Pii abiotickém stresu se ROS akumuluji. Kompatibilni soluty mohou omezovat tvorbu ROS,
ptimo fungovat jako jejich zhasece nebo podporovat funkci antioxida¢nich enzymu (Ozgur et al.,
2013). Ptesny popis mechanismu zatim vétSinou chybi. Pouze u fruktand byl recentné
publikovan zpusob, jakym funguji jako zhasece ROS (Peshev et al. 2013). Zvlasté nebezpecnymi
jsou pro buiiku hydroxylové radikaly, které jsou (v porovnani s peroxidem vodiku a kyslikovym
radikalem) nejreaktivngj§i. Na Obr. 2 je zndzornéna reakce hydroxylového radikalu s
1-kestotridézou za vzniku 1-kestotriozového radikalu. Ten se mtize rozpadnout na nizsi sacharidy

nebo reagovat s dal$im radikdlem a vytvofii se vyssi oligosacharidy.
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Obr. 2- Schématické znazornéni neenzymatické syntézy oligosacharidu z 1-kestotridzy.
Volné radikaly jsou znazornény hvézdou. Upraveno podle Peshev et al. (2013).




2.5.1. Sacharéza

Sacharo6za je disacharid sloZzeny z jedné molekuly glukézy a fruktozy. Redukujici konec
molekuly fruktozy se spoji s redukujicim koncem molekuly glukozy a vytvoii se neredukujici
disacharid. Diky tomu sachar6za ziskava zasadni vlastnosti pro transport a skladovani. Kromé
vyssich rostlin se vyskytuje i u nékterych bakterii, sinic a fas. Proteobakterie a sinice pouzivaji
sachardzu pro stabilizaci osmotického tlaku a pro skladovani uhliku. U vétSiny rostlin je
sachardza nej¢astéji transportovany sacharid, iniciuje signalni drahy bunééného déleni a
vyvojovych procest jako napt. kveteni a ucastni se jako osmoprotektant pfi abiotickém stresu
(Lunn and MacRae, 2003; Straud et al. 2003).

Syntéza sachardzy probiha v cytoplasmé, z tridzafosfatli vytvorenych béhem fotosyntézy,
ze Skrobovych rezerv nebo z lipidl. Z tri6z se syntetizuje fruktoza-6-fosfat (ptes fruktoza-1,6-
bisfosfat). Syntéza sacharézy zahrnuje dvé reakce, sacharozafosfatsyntaza katalyzuje konverzi
UDP-glukdzy a frukt6za-6-fosfatu na sachardza-6-fosfat a sachardzafosfatfosfatiza umoziuje
konverzi sachar0za-6-fosfatu na sacharézu. Dal§i moznou cestou je syntéza sacharézy z UDP-
glukézy a fruktozy pomoci sacharézasyntazy (Wind et al., 2010). Nov¢€ syntetizovana sacharoza
je transportovana floémem do sinkovych pletiv, kde je skladovana ve vakuole nebo
metabolizovana. Nakladani sachardzy do floému je druhové specifické. Zalezi na propojeni
mezofylovych bun¢k a bunék privodnich. Bud’ nakladani do floému probih4 symplasticky ptes
plasmodesmy, nebo apoplasticky v piipadé€, ze nejsou symplasticka propojeni. Pii apoplastické
cesté je tieba sachardzovych transportérti (Sauer, 2007). Sachar6za mutze byt degradovana v
mitochondriich, chloroplastech i ve vakuolach (Szarka et al., 2008; Gerrits et al., 2001).
Konverzi sachardzy na gluko6zu a fruktozu katalyzuji invertazy a sachar6zasyntazy. Sacharoza je
nejen zdrojem energie a uhliku, ale jedna se i 0 dtlezitou signalni molekulu. Podili se na reakci
rostlin k mnoha abiotickym stresim (napt. nizké teploty nebo sucho), kdy dochazi k jeji
akumulaci (Guy et al., 1992).

2.5.2. Sorbitol

Sorbitol patii mezi cukerné alkoholy. Cukerné alkoholy jsou redukované formy aldéz a
ketdéz. V ptipad¢ sorbitolu se jedna o linearni slouceninu odvozenou od glukézy, kde je
aldehydicka skupina gluk6zy pfeménéna na hydroxylovou. Hned po manitolu (dals§i zastupce

cukernych alkoholti) se jedna o druhy nejrozsitenéjsi cukerny alkohol. U cévnatych rostlin se



vyskytuje 17 riznych druhd cukernych alkohold (Noiraud et al., 2001). Sorbitol je dalezitym
transportnim sacharidem, patficim mezi hlavni fotosyntetické produkty u celedi Rosaceae
(razovité) a Plantaginaceae (jitrocelovité). Nejvice studovanym rostlinnym druhem
produkujicim sorbitol je jablon (Malus domestica). Sorbitol u jablon¢ ptedstavuje az 70 % uhliku
transportovaného floémem ze zdrojovych listti (Klages et al., 2001).

Syntéza sorbitolu probihd ve dvou krocich. Glukdza-6-fosfat (G6P) je za katalyzy
NADPH-dependentni alddza-6-fosfatreduktazy (A6PR) pfeménén na sorbitol-6-fosfat, ten je
nasledné defosforylovan sorbitol-6-fosfatazou za vzniku sorbitolu (Negm and Loescher, 1981;
Zhou et al., 2003). Za utilizaci sorbitolu v sinkovych organech, jakymi jsou vyvijejici se listy,

koteny nebo plody, je zodpovédny enzym sorbitoldehydrogenaza (SDH).

2.5.2.1. Sorbitoldehydrogenaza

Sorbitoldehydrogenaza, systematickym nazvem NADH-dependendetni
sorbitoldehydrogendza, zkracené SDH, je enzym, ktery je zodpovédny za oxidaci sorbitolu na
metabolicky dostupnou fruktéozu. Reakce miize probihat obéma sméry. Enzym obsahuje dva
zineCnaté kationty, jeden strukturni a jeden katalyticky (Pauly et al., 2003). SDH dokaze
oxidovat sorbitol, ale i ribitol a xylitol. VSechny tyto polyoly maji stejnou konfiguraci R na
uhliku C4 a S na uhliku C2, hydroxylova skupina, ktera je oxidovana za vzniku fruktdzy,
ribulozy nebo xyluldzy je u vSech tii polyolii na C2 (Aguayo et al., 2013; Aguayo et al., 2015).
Je zajimavé, ze se lisi preference substratu SDH u riznych Celedi rostlin. Ribitol je u rostlin,
které nemaji sorbitol jako hlavni transportovatelnou formu uhliku, oxidovan SDH z vice jak 60
%, ale u celedi Rosaceae pouze méné jak 15 % (v porovnani s oxidaci sorbitolu u jablon¢)
(Aguayo et al., 2015).

SDH se vyskytuje hned v nékolika fiSich. Najdeme ji u bakterii, kvasinek, Zivocichi,
vcetné Cloveka, kde se SDH studuje zvlasté u diabetikii (Malone et al., 1980). Samoziejmé se
nachazi SDH 1 v rostlinné #i$i, kde je Siroce rozsifena. U 42 druhli krytosemennych rostlin bylo
nalezeno 92 geni kdédujicich SDH. Tyto geny jsou v ¢eledi Rosaceae hojné duplikovany, ale u
jednodéloznych nebo v ¢eledi Brasicaceae a Vitaceae nalezneme pouze jeden gen pro SDH. U
vy$Sich dvoudéloznych rostlin SDH divergovaly do dvou fylogenetickych linii, ozna¢ovanych
jako tfidy I a II (Jia et al., 2015). Sorbitol je hlavnim transportovanym zdrojem uhliku v celedi
Rosaceae a Plantaginaceae. V ¢eledich, kde je SDH zastoupena pouze jednim genem, je sorbitol

pfitomen pouze v malych mnozstvich, ktera jsou ale pravdépodobné velmi zasadni pro spravny
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rist a vyvoj rostliny (Jia et al., 2015). Ve vySe zminéné studii se bohuzel viibec nevénuji SDH u
¢eledi Plantaginaceae.

U jabloné bylo zjisténo, Ze SDH je piitomna v epidermis, parenchymatickych burikach i
v cévnich svazcich vyvijejicich se déloznich listkti. V buiice se SDH nachazi v cytosolu, v
membranach endoplazmatického retikula. Nachazi se také v lumen vakuoly. V pribéhu
pozd¢jsiho vyvoje semen je prevazné skladovana v zasobnich vakuolach (Wang et al., 2013). Pti
sekvencni analyze SDH byl také nalezen signalni tsek, ktery ma transmembranovou doménu. Pri
studiu mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana, které mély deletovany tento signalni tsek, bylo
zjisténo, ze signalizace slouzi k transportu SDH do vakuoly (Wang et al., 2013). U broskvoné¢ je
aktivita SDH v riznych fazich vegetacni sezony, a tedy i v riznych fazich zrani plodd odlisna.
Nejmensi aktivita SDH byla detekovana u nadzemni ¢asti broskvoné na pocatku a ke konci
vegetacni sezony, kdy je nejpomalejsi rist. Tehdy je pomér sorbitolu ku sacharoze 2:1. V
prabéhu vegetacni sezony se ale aktivita SDH zvySuje a pomér sorbitolu ku sacharoze se snizi na
1:1. V plodech je nejvétsi aktivita SDH v prubéhu faze, kdy dochézi k aktivnimu zvétSovani
bunck (Lo Bianco et al., 1999). V podobné¢ zamétfené studii Yamada et al., (2001) zjistili, Ze
SDH izolovana z broskvoné sdili 77% strukturni podobnost s SDH z jabloné. Aktivita SDH je
udrzovana vysoka v dob¢, kdy je jesté plod nezraly a dal$i nartst aktivity byl zaznamenén az ve
zralém plodu. V broskvoni je sacharéza akumulovana v prubéhu vyvoje plodu, sorbitol, ktery je
metabolizovan SDH, poskytuje substrat pro syntézu sachardézy pomoci sachardzasyntazy.
Naopak v jabloni je zaznamenana vyrazna akumulace fruktézy (Yamada et al., 2001). Aktivita
SDH je nejvétsi ve dvou obdobich stejné jako u broskvoné, prvni zvySend aktivita v nezralych
plodech odpovidd pozorované vyrazné akumulaci fruktézy a druhé pozorované maximum
aktivity odpovida pozorované akumulaci fruktézy spolu se sachar6zou. Aktivita SDH
koresponduje s mnozstvim mRNA a proteinu (Suzuki et al., 2001).

U Arabidopsis thaliana byly studovany knockoutované sdh-mutanty, které vykazovaly
vyrazné navysSeni obsahu sorbitolu v listech. Pti puasobeni sucha se sorbitol akumuloval jak v
kontrolnich rostlinach, tak i v sdh-mutantech a fenotyp obou variant byl velmi podobny.
Vyrazny rozdil nastal ve fazi zotaveni ze stresu, kdy sdh-mutanty nebyly schopny obnovit rist
(Nosarzewski et al., 2012). V nasledujici studii (Aguayo et al., 2013) vykazovaly sdh-mutanty
Arabidpsis thaliana vyraznéjsi odolnost k suchu nez rostliny kontrolni. sdh-mutanty mély vyssi
hodnoty relativniho obsahu vody diky akumulaci sorbitolu. Autofi rozpor mezi studiemi s
sdh-mutanty pfipsali rozdilim v kultivaénich podminkach. Odolngjsi rostliny byly kultivovany
pfi kratkém dni, oproti mutantim témét totoznym s kontrolnimi rostlinami, které rostly pii

dlouhém dni (Aguayo et al., 2013). Pravdépodobn¢ zde hraji také roli dalsi cukerné alkoholy,
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které je SDH schopna metabolizovat (ribitol, a xylitol). U sdh-mutanta Arabidpsis thaliana
dochdzi k piekroceni kritického koncentrace prave téchto alternativnich substratd pro SDH
(Wang et al., 2013).

Analyza floému kukuftice ukazala, Ze sachardza je hlavnim cukrem transportujicim uhlik
z listl do kukuficnych klast. Prvnim krokem metabolismu sacharozy v pletivech endospermu
kukufice je produkce fruktozy, kterd mize byt dale konvertovana na sorbitol (Doehlert, 1987, de
Sousa et al., 2008). Endosperm kukufice vykazuje vysoké aktivity SDH, velkéd ¢ast vytvoiené
fruktozy se tedy v endospermu pifeméiuje na sorbitol, ktery ale neni ve velkych mnozstvich
skladovan. Jeho vyznam je tak pravdépodobné v kukufi¢nych zrnech fungovat jako intermediat
pfi vytvaieni Skrobu, pokud je pfitomna aldézareduktdza, ktera katalyzuje pfeménu sorbitolu na
glukozu (Doehlert, 1988; de Sousa et al., 2008). V rostlinach soji je pfitomnost sorbitolu vazana
stejné jako u kukufice pouze do urcité vyvojové faze. Sorbitol se zde vyskytuje pouze pii kli¢eni
a ma pravdépodobné stejny vyznam jako u kukufice, Ze je intermedidtem premény mezi
glukdzou a fruktdzou. SDH byla u séji nalezena v ose embrya, ale enzym ald6zareduktaza v této
rostliné nebyla detekovana (Kuo et al., 1990). SDH-like protein (SDL) byl také nalezen v
rostlinach rajcete pfi analyze cDNA. Pfi enzymatické charakterizaci SDL proteinu bylo zji§téno,
ze katalyzuje konverzi sorbitolu a fruktozy a byla zjiSténa strukturni podobnost mRNA pro SDH
a SDL vétsi nez 80 %. Proto autofi studie uzavieli, Zze se jedna o sorbitoldehydrogenazu a

pfejmenovali SDL na LeSDH (Ohta et al., 2005).

2.5.2.2. Transport sorbitolu

Mezi bylinnymi druhy transportujicimi sorbitol na dlouhou vzdalenost z celedi
Plantaginaceae a dievinami z celedi Rosaceae je rozdil v typu floému. Zatimco u
Plantaginaceae se vyskytuje uzavieny typ floému, ktery ma minimum plazmodezmatickych
spojeni mezofylovych bunék s bufikami privodnimi, u dfevin ¢eledi Rosaceae se nachazi
smiSeny typ floému, kde pfevladaji symplasticka propojeni. Situace ale neni zcela jednoznacna.
Piestoze u jabloné pievazuje symplastické plnéni floému, byly zde nalezeny transportéry
sorbitolu, které se uCastni nakladani sorbitolu do floému (MdSOT1-MdSOT6)
(Malus domestica) (Gao et al., 2005). Watari et al. (2004) identifikovali z téchto Sesti tii
ptrenasece: MdSOT3, MdSOT4 a MdSOTS5. Tyto transportéry umoznuji nakladani sorbitolu do
floému zvlasté v nejmensich zilkach, kde se nachazeji ve velkém mnozstvi. Reidel et al. (2009)

vSak navrhuji, ze transportéry sorbitolu pii naklddani do floému v jabloni neplni zasadni funkce
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a Ucastni se pouze pii transportu sorbitolu uniklého do apoplastu zpét do floému. Tito autofi
zjistili, ze neni koncentra¢ni gradient mezi floémem a okolnimi buiikami listové ¢epele, a proto
se priklani k symplastickému transportu. Transportéry sorbitolu vSak budou hrat dilezitou roli
pii ukladani sorbitolu v plodech. Symplastickd cesta zde neni pravdépodobna, protoze byla
zméfena koncentrace sorbitolu v apoplastu plodu mnohem vyssi nez ve floému (Zhang et al.,
2004). Schéma transportu sorbitolu (a sachar6zy) u jablon¢ vcetné zapojeni pienaSecu je
znazornéno na Obr. 3. U visné byly také nalezeny transportéry sorbitolu. PcSOT1 a PcSOT2
jsou proton-dependentni transportéry. Zatimco se gen PcSOT1 nejvice exprimuje ve zrajicich
plodech, PcSOT?2 je dulezity pro spravny vyvoj plodu v ranych fazich. Oba tyto transportéry jsou
vysoce specifické (Gao et al., 2003).
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Obr. 3- Schéma transportu sachardzy a sorbitolu u jabloné. Sorbitol i sachardza jsou
syntetizovany v mezofylovych bunkach, odkud jsou pomoci plasmodesmu transportovany
zdrojovym listem a nésledné nalozeny do floému, v plodu jsou z privodni buiikky do bunék
parenchymu Cerpany pies apoplast. V jabloni jsou 4 rizné rodiny transportériit zodpovédné za
distribuci sorbitolu, sachardzy, glukézy a fruktézy. SUT a SWEET - transportéry sacharozy,
SOT - transportér sorbitolu, MST - monosacharidovy transportér (véetné HT). vGT - glukozovy
vakuolarni transportér, TMT - vakuolarni transportéer, pGLCT - glukézovy plastidovy
transportér. ERD6- sacharidovy transportér (early response to dehydratation), SWEET funguiji
jako uniportery, bez nutnosti dodani energie, SUT, SOT i HT jsou charakterizovany jako H*
symportery. VGT a TMT jsou H* antiportery. Upraveno poddle Wei et al. (2014).
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U Arabidopsis thaliana byly ptekvapivé nalezeny geny homologni k transportérim
cukernych alkohold. Rostliny Arabidopsis thaliana netransportuji na delsi vzdalenosti zadné
polyoly, pouze sachardézu a malé mnozstvi rafindzy. Piesto byl identifikovan gen AtPLT5, ktery
dokaze transportovat pfes plasmatickou membranu cukerné alkoholy, vedle sorbitolu také

xylitol, erythritol nebo glycerol, a to symportem s H* (Klepek et al., 2005).

2.5.2.3. Utast sorbitolu pfi stresovych reakcich

Sorbitol se ucastni stresovych reakci 1 v Celedi Rosaceae. Za nizké teploty se zvysuje
exprese genu S6PDH u rostlin broskvoné (Prunus persica). Diky tomu se vyrazné zménil obsah
glukdzy, kterd byla metabolizovana ve prospéch sorbitolu. Na zékladé téchto vysledka bylo pro
broskvor navrzeno, ze akumulace sorbitolu je posilena nizkymi teplotami (Deguchi et al., 2002).
Pti poklesu teploty ze 6 °C na 0 °C byl detekovan vyrazny nartist sorbitolu v xylému hrusné
(Pyrus pyryfolia). V souvislost s navySenim koncentrace sorbitolu byla pozorovana zvySena
exprese genu pro transportér sorbitolu PpSOT2. Xylémovy transport je u opadavych dievin
posilen v zimnich mésicich, kdy se jedna o zasadni transportni cestu sacharidi. U hrusn¢ byl
nejvyssi nariist sorbitolu v prosinci pii teplotach blizicich se nule (Ito et al., 2013). Pii suchu u
broskvoné je sorbitol zodpovédny za osmotické piizptsobeni z téméf 80 %. V suchu
vystavenych rostlinach byl nartist sorbitolu ve vyhonech pozorovan po tfech tydnech.
Akumulace sorbitolu je pravdépodobné mozna diky snizeni aktivity SDH (Lo Bianco et al.,
2000). Ke stejnym zaveérim dosli i autoti Cui et al. (2004), ktefi také pozorovali nartst sorbitolu
v listech broskvoné za sucha. Popsali rozdily mezi riizné stresovanymi rostlinami, rostliny,
kterym nebyla nejdéle dodavana voda, mély nejvyssi obsah sorbitolu. Po zotaveni se ze stresu
(jiz prvni den po zaliti) se obsah sorbitolu dostal na pivodni hladiny. Zména v obsahu sorbitolu
byla detekovana pouze v listech, nikoli v kofenech (Cui et al., 2004). Za sucha se ale i v
kofenech muze koncentrace sorbitolu ménit. V experimentu s Eriobotrya japonica,
mySpulnikem, ktery je odolny k nedostatku vody, se zvySovala koncentrace sorbitolu v listech 1
kotenech osetfenych rostlin (Cui et al., 2003).

U Plantaginaceae se vyskytuje minimum plasmodesmatickych propojeni mezi
mezofylovymi bunikami a bunikami privodnimi, a proto je tfeba funkce transportérti, které se
uplatiiuji pii nakladani do floému. Pfi reakci rostlin k abiotickému stresu dochézi ke zméndm
exprese sorbitolovych transportéri. U Plantago major, coz je glykofytni druh jitrocele, byly

pozorovany zmény v hladinach mRNA pro transportéry sorbitolu PmPLT1 a PmPLT2, i mRNA
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pro transportér sacharézy PmSUC2 (Ramsperger-Gleixner et al., 2004; Pommerening et al.,
2007). PmPLT1 a 2 jsou H* symportéry, které nejsou vysoce specifické, dokazi transportovat i
manitol. Pti experimentech, kdy bylo na rostliny Plantago major ptusobeno 400 mM NaCl, se
vyrazné¢ zvySila exprese genl pro transportéry sorbitolu, zvlast¢ PmPLT2, zvySena hladina
mRNA byla pozorovéna jiz po dvou hodinach od oSetieni. Pti zasoleni ma pravdépodobné tento
transportér zasadnéjsi vliv na zvySeni hladiny sorbitolu ve floému. Hladina mRNA pro
transportér sachar0zy se pii zasoleni nejprve neménila a po 24 hodinach zacala klesat. Tyto
zmény odpovidaji pozorované zméné zvySeni poméru sorbitolu a sacharoézy ve floému v reakci
na stres (Ramsperger-Gleixner et al., 2004; Pommerening et al., 2007). U jabloné¢ byly
pozorovany podobné vysledky se zvySenou expresi sorbitolovych transportérii pii abiotickém
stresu. Rostliny jablong, které byly vystavené suchu, mély zvySené hladiny mRNA pro
MdSOT3, MdSOT4 a MdSOTS5 a akumulovaly vice sorbitolu ve floému (Li et al., 2012).

Nartst obsahu sorbitolu byl pozorovan v kofenech a listech pfi zvySujicim se zasoleni u
rostlin Plantago coronopus, které fadime mezi halofyty. Pti piekroceni uréité koncentrace soli
(NaCl), tzv. prahu slanosti, se redukuje listova plocha, uzaviraji se priaduchy, proto je omezena
fotosyntéza 1 transpirace. Kontrolni rostliny mély Ctyfikrat niz§i obsah sorbitolu neZ rostliny
oSetiené NaCl (Koyro, 2006). Dalsi halofytni druh jitrocele Plantago maritima také akumuloval
v experimentu se zvySujicim se zasolenim vysoké mnozstvi sorbitolu. Pti zasoleni do 400 mM
NaCl byl obsah sorbitolu linearné zavisly na koncentraci NaCl, a sorbitol byl potvrzen jako
kompatibilni solut, nebot’ nedochazelo k inhibici aktivity enzymu extrahovanych z prytu (Ahmad
et al.,, 1979). U celedi Plantaginaceae neni zcela vyjasnéno, zda sorbitol je u vSech druht
zodpovédny za osmotické prizpisobeni. Dulezitou roli mize hrat i akumulace prolinu, dal$iho
kompatibilniho solutu. Metabolismus sorbitolu a prolinu se pravdépodobné muize liSit mezi
riznymi ekotypy tohoto druhu jitrocele. Obsah sorbitolu se lisil u vzorki sebranych z populace
od sladkovodniho jezera od vzorkl z motského pobiezi. Plantago maritima rostouci u jezera mél
jako hlavni kompatibilni soluty prolin a glycin betain, zatimco vzorky od moiského pobiezi
obsahovaly né¢kolikandsobné¢ vice sorbitolu (Tipirdamaz et al., 2006). V roce 2004 byl
publikovan experiment, ktery navrhoval jako kompatibilni solut u halofytniho? Plantago
crassifolia misto sorbitolu prolin. Rostliny byly oSetfeny riznymi koncentracemi soli od 0 do
200 mM NaCl. Obsah prolinu se se vzristajici koncentraci navySoval, opacny trend byl
pozorovan u koncentrace sorbitolu (Vicente et al., 2004). Stejny tym autort pozdéji provedl
experiment se ¢tyfmi halofytnimi druhy jitrocele (P. coronopus, P. major, P. crassifolia, P.

lagopus), kde se snazili dokazat iCast glycin betainu a prolinu na osmotickém pfizpisobeni.

vvvvvv
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kterymi se mohou rostliny b&zn¢ v ptirodé setkat (do 400 mM NaCl). Pti velmi vysokych
koncentracich soli (450-600 mM NaCl) maji tyto rostliny pravdépodobné moznost zapojit dalsi
mechanismy obrany a syntetizuji prolin jako dalsi kompatibilni solut (Pacurar et al., 2013).
K podobnému zavéru o ucasti sorbitolu na osmotickém piizptisobeni u Plantago crassifolia
dosla i dalsi studie, v niz byla slanost ptidy sledovana v souvislosti se sezonnimi vykyvy pocasi a
endogennimi hladinami sorbitolu. V letnich mésicich byla koncentrace NaCl v pud¢ nejvyssi, a

pravé tehdy byl nejvétsi i obsah sorbitolu v rostlindch Plantago crassifolia (Gil et al., 2011).

2.5.3. Sacharidy rafin6zové rady

Sacharidy rafinézové ftady, casto nazyvané RFO (z angl. raffinose family
oligasaccharides) jsou dal§imi slou¢eninami, které se mohou uplatiovat jako kompatibilni
soluty. RFO jsou neredukujici slouceniny, slozené z molekuly sachardzy, na kterou jsou
glykosidickou vazbou piipojeny galaktozyloveé zbytky. Nejmensim ¢lenem RFO je rafindza
sloZena z jedné galaktozy a jedné sachardzy. DalSim pfipojenim galaktozylového zbytku vznika
stachy0za. Schopnost syntézy RFO je v rostlinné #isi Siroce rozsifena, vétSinou v urcité fazi
vyvoje rostliny. Rafindza spolu se stachy6zou jsou vyznamnymi transportnimi latkami naptiklad
v Celedich Lamiaceae nebo Cucurbitaceae (Zimmermann and Ziegler, 1975; Sprenger and
Keller, 2000). Vyssi RFO (s vice galaktozylovymi podjednotkami) jsou ¢asto skladovany v
zasobnich organech (Kandler and Hopf, 1984). K syntéze RFO je tieba galaktinolu, ktery vznika
pomoci galaktinolsyntazy z UDP-galakt6zy a myo-inositolu - tato draha se nazyva galaktinol-
dependentni.  Galaktinol-independentni ~ draha vyuzivda enzymu galaktosyltransferazy.
Independentni draha se uplatiiuje pro vyssi RFO. Syntéza RFO probiha v cytoplasmé a je
zahajena vytvofenim rafindzy a galaktinolu. Enzymy, které se podileji na syntéze RFO jsou
oznacovany jako a-galaktosyltransferazy. Naopak katabolismus je zajistovan o-galaktosidazami
(Keller and Pharr, 1996). Diky svym vlastnostem plni RFO nejen funkci transportni a zasobni,
ale uplatiuji se i jako kompatibilni soluty (Rejskova et al., 2007; Nishizawa et al., 2008).
Nejcastéji studovanymi rostlinami v souvislosti s akumulaci RFO je vedle zastupct celedi
Cucurbitaceae zb&hovec plazivy (Ajuga reptans) patiici do celedi Lamiaceae. Zb&hovec
skladuje RFO v listovém mezofylu, kde miize tvofit i vice nez polovinu hmotnosti susiny. Pfi
experimentech, kdy byly rostliny zbéhovce vystaveny chladu (3 °C v noci, 10 °C pies den) se

vyznamn¢ navySuje obsah nestrukturnich sacharidi, ktery je dan hlavné zvySenim RFO. ZvySuje
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se také stupen polymerace diky zvySeni aktivity galaktosyltransferdzy (Bachmann et al., 1994).
Vyskyt RFO byl popséan i u rostlin jitrocele (Janecek et al., 2011).

2.5.4. Prolin

Rostliny pfi abiotickém stresu, jakym je naptiklad zasoleni, sucho, extrémni vykyvy
teplot nebo kontaminace tézkymi kovy, obvykle akumuluji prolin. Mnozstvi akumulovaného
prolinu je druhové specifické, po plisobeni stresu mize dojit u nékterych druhti az ke
stonasobnému zvysSeni oproti kontrolnim rostlindm. Aminokyselina prolin je vyznamnym
kompatibilnim solutem, ptisobicim jako osmoprotektant, a zaroven slouzi i jako zasoba uhliku a
dusiku (Verbruggen and Hermans, 2008). Pfi oxidativnim stresu se uplatituje také jako zhasec
volnych radikalti (Smirnoff and Cumbes, 1989).

V rostlinach jsou dvé rizné drahy syntézy prolinu. Prvni vychazi z glutamatu. Glutamat
je dvéma redukcemi katalyzovanymi nejprve pyrrolin-5-karboxylatsyntazou (PSCS) a nésledné
pyrrolin-5-karboxylatreduktazou (P5CR) pfeménén na prolin. P5CS katalyzuje prvni aktivaci
glutamatu a nasledné potom i redukci nestalého meziproduktu. P5CS je typicky u Arabidopsis
thaliana kodovan dvéma geny. P5CS1 je transkribovan v kofeni i nadzemni ¢asti, a P5CS2 je
transkribovan v aktivné se délicich buinikach. PSCS1 se vyznamnéji podili na stresové odpoveédi
nez P5CS2 (Szekely et al., 2008). Druhym moznym prekurzorem pro syntézu prolinu je ornitin,
kde se uplatiiuje enzym ornitinaminotransferaza (Delauny and Verma, 1993). Pfi akumulaci
prolinu v disledku abiotického stresu je Castéjsi syntéza z glutaméatu. Degradace prolinu probiha
opacnym smérem neZ jeho syntéza a je katalyzovéana prolindehydrogenazou (PDH) (Verbruggen
and Hermans, 2007). Syntéza probihd v cytosolu a plastidech, degradace v mitochondriich
(Szoke et al. 1992). Je n€kolik signalnich drah, které vedou pfi zasoleni ke zvySeni exprese genu
P5CS1. Exprese P5CS1 je u Arabidopsis thaliana zprostfedkovana signalni drahou fosfolipazy C
pti zasoleni, ale ne pfi suchu (Parre et al. 2007). Pfi osmotickém stresu se pii akumulaci prolinu
také uplatiiuje kyselina abscisova (Verslues et al., 2007). Poprvé byla osmoprotektivni funkce
prolinu objevena u bakterii (Csonka et al., 1988; Csonka et al., 1991). Pozdé&ji i u jinych
organismi vcetn¢ rostlin. Akumulace prolinu v mnoha rostlinach pfi stresu pozitivné koreluje
s jejich toleranci k danému stresu. Napiiklad u ryze byla porovnavana odolnost k osmotickému
stresu mezi tolerantnim kultivarem a kultivarem citlivym. Oba kultivary pii osmotickém stresu
akumulovaly prolin, ale tolerantn¢j$i ve vyrazné vétSich mnozstvich. VéEtsi obsah prolinu u

tolerantniho kultivaru byl diky navyseni aktivity PSCS (Choudhary et al., 2005). Ve studii, ktera
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porovnavala akumulaci prolinu u vybranych halofyt, se ukéazalo, ze prolin je nejhojngji
zastoupenou aminokyselinou, a napiiklad u halofytu baticky ptimoiské (Triglochin maritima)
prolin tvoii az 70 % poolu aminokyselin. Jitrocel piimoisky (Plantago maritima) byl jediny
halofyt v tomto polnim experimentu, u kterého prolin byl v minimalnich mnozstvich a tvofil
pouze 3 % z poolu aminokyselin. Obsah prolinu se nezménil ani v laboratornich podminkéch pti
pokusech se zasolenim (Stewart and Lee, 1974). Oproti halofytnimu druhu Plantago maritima
byl v glykofytnim druhu Plantago crassifolia prolin latkou, jejiz obsah se navySoval se
vzrustajici koncentraci soli (Vicente et al. 2004). V pozd¢jsi publikaci se vSak ani u tohoto
glykofytniho druhu jitrocele s prolinem nepracovalo jako s kompatibilnim solutem, a stejné tak
jako u Plantago maritima byl hlavnim kompatibilnim solutem sorbitol (Gil et al. 2011).

Pokroky se zvySovanim odolnosti rostlin k abiotickym stresiim jsou zaznamenany pfi
genetickych modifikacich s nadprodukci prolinu. Transgenni tabdk, ktery akumuloval vétsi
mnozstvi prolinu, byl odolnéjsi vici osmotickému stresu. Prolin vyznamné redukoval hladiny
volnych radikala, zaroven také byla pozorovana odolnéjsi semena téchto transgennich rostlin,
ktera byla schopna vykli¢it i pti koncentracich 200 mM NaCl (Hong et al., 2000). U Arabidopis
thaliana byl proveden experiment, ve kterém se pii zablokovani PDH akumuloval prolin, ktery
zpusobil odolnost danych rostlin k velmi nizkym teplotam i pod bodem mrazu (az -7 °C), a
zaroven 1 odolnost k zasoleni az 600 mM NaCl (Nanjo et al., 2003). RychlejSim zplsobem
zvySovani odolnosti rostlin k abiotickym stresim by mohla byt exogenni aplikace prolinu.
Benefi¢ni ptispévek prolinu byl pozorovan v mnoha situacich. Nizké koncentrace exogenné
dodané¢ho prolinu zlepSuji riistové vlastnosti ryze pii zasoleni (Roy et al., 1993). Pti suchu mlze
prolin u kukufice zlepSovat pfijem iontd K*, Ca*, P i N (Ali et al., 2008). Jak jiz bylo zminéno,
prolin se uplatituje i jako ucinny zhaSe¢ reaktivnich forem kysliku. Pfi exogenni aplikaci prolinu
ke kofentim Arabidopsis thaliana doslo k vyraznému poklesu obsahu ROS (Cuin and Shabala,
2007). Prolin také zvySuje aktivity antioxidacnich enzymdi, kataldzy, peroxidazy a
superoxiddismutazy (Hoque et al., 2007). Je zajimavé, Ze u rostlin tabaku a Arabidopsis thaliana
se pii vysokych teplotich prolin neakumuluje, a naopak pii experimentech, kdy se u téchto
rostlin navysil obsah prolinu v médiu, byly ke zvySenym teplotam mnohem citlivéjsi (Rizhski et
al., 2004). Exogenni dodavani prolinu rostlinam v kontrolnich podminkach mtze mit dokonce
toxické ucinky. Stale neni jasné, zda toxicky pusobi prolin nebo PSC (Mani et al., 2002).

K ptehledu funkci prolinu je tfeba doplnit, ze akumulace v rostlinach nesouvisi pouze s
odpovédi na stres. Vysoky obsah prolinu byl detekovan v kvétech a pylovych zrnech
Arabidopsis thaliana, kde se v téchto reprodukcnich organech nachazelo 26 % veskerych

aminokyselin rostliny, a to pravé ve form¢ prolinu. Ve vegetativnich organech byl prolin
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zastoupen pouze 1-3 %. Nestresovd akumulace prolinu je asociovana s pletivy, kterd obsahuji
relativné maly obsah vody (velké mnozstvi vody je naptiklad v listové razici, kde se nachazi
pouze minimalni mnozstvi prolinu) (Chiang and Dandekar, 1995). Zda se, ze prolin bude
dalezity i v prodluzovani kvétniho stvolu, ziskani kompetence ke kveteni nebo pii vyvoji
embrya, kdy nedostatek prolinu (experiment s knockoutovanymi mutanty Arabidopsis thaliana v
genu P5CS2) znamena zastaveni vyvoje embrya (Mauro et al., 1996; Székely et al., 2008).
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3. Material a metody

Experimentalni prace byla provadéna na Katedfe experimentalni biologie rostlin
Univerzity Karlovy v Praze. Pro experimenty byla pouzita semena dodana specializovanymi
semenaiskymi firmami (P. eriopoda a P. maritima - horizonherbs.com a P. lanceolata a P.

major - semena.cz). Kultivace rostlin probihala v podminkéach in vitro.

3.1. Vysev semen

Pfed kultivaci v podminkach in vitro byla semena povrchové sterilizovana nasledovné:
e promyti v 70% etanolu (1 min)
e piidani 15% SAVO (odpovidd 0,7% NaClO) do kadinky se semeny + malé
mnozstvi (kapka) detergentu (pfipravek na nadobi JAR)
e piikryti kadinky alobalem, 15 min sterilizace na tfepacce (300 ot./min, IKA KS
130 control).

Dalsi prace jiz probihala ve flowboxu ve sterilnich podminkéch:
e 3x promyti ve sterilni destilované vod¢
e vysev semen - manipulace sterilnimi nastroji (viz nasledujici odstavec), 3 semena

do jedné 100ml Erlenmayerovy baiky.

3.2. Sterilni prace

Se semeny, mladymi semenacky i dospé€lymi rostlinami bylo pii sdzeni a pfesazovani
zachazeno ve sterilnich podminkach laminarniho flowboxu (Faster Schoeller Instruments nebo
Heraeus LaminAir® TL2448). Srostlinami bylo pracovano na sterilnich Petriho miskéch.
Nastroje (pinzety a skalpely) byly ulozeny ve sklenénych obalech piekrytych alobalem. Takto
byly néstroje desinfikovany v horkovzdusném sterilizatoru (BINDER, 3 hodiny pfi teploté 150
°C). Pti praci ve flowboxu byly pouzivané néstroje odkladany do 96% etanolu, bezprostiedné
pfed pouzitim byl alkohol opalen a néstroje ponechany po dobu chladnuti na sterilni Petriho

misce.
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3.3. Kultivace rostlin

Rostliny jitrocele byly péstovany na tuhém MS médiu (Murashige and Skoog, 1962),
sloZeni zasobnich roztokl viz Tab. 1. Kultivace probihala ve 100ml Erlenmayerovych bankéach,
umisténych v kultivacnim boxu pii konstantni teploté¢ 20 °C a fotoperiodé 16 hodin svétla a 8

hodin tmy (intenzita osvétleni 7500 Ix a fotosynteticky aktivni zafeni 220 pmol fotonii/m?/s).

Navéazka na objem 500
Zasobni Slozka zasobniho Zasobni roztok na
ml zasobniho roztoku ) )
roztok roztoku litr média (ml)
9)

KNO3 19
NH4NO3 16,5

A CaCl2.2H,0 4.4 50
MgSQO4.7H20 3,7
KH2PO4 1,7
MnS04.4H20 2,23
ZnS04.7H20 0,86
H3BO3 0,62

B Kl 0,083 5
NazMo004.2H.0 0,025
CuS04.5H20 0,0025
CoCl2.6H.0 0,0025
FeSQO4.7H20 2,78

C 5
Na:EDTA.2H20 3,73
Myo-inositol 10

D Kyselina nikotinova 0,05 5
Pyridoxin- HCI 0,05
Thiamin-HCI 0,05

Tab. 1- SloZeni zasobnich roztoki pro kultivaéni médium MS.

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky A, B, C a D viz Tab. 1. Pro zasobni roztoky A a

B byly piesné navazeny slozky, postupné smichany s destilovanou vodu a uchovavany v lednici
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pii 4-6 °C. Zéasobni roztok C byl piipraven tak, Ze se nejprve kazda slozka rozpustila zvIast,
zahtala se na cca 80 °C, a az poté se ob¢ slozky za stdlého michani pomalu smichaly. Hotové
zasobni roztoky byly skladovany v lednici pti 4-6 °C, v ptipad¢ zasobniho roztoku D v mrazicim
boxu pfii -18 °C.

Médium bylo pfipravovano nasledovné: dané mnozstvi zasobnich roztokt dle Tab. 1 bylo
vmichéano do destilované vody. Poté byla ptidana sachar6za (30 g/l média) a pH bylo pomoci 1M
NaOH a 1M HCI upraveno na hodnotu 5,75. Po ptidani agaru (8 g/l média) se médium nechalo
prevarit v mikrovinné troub¢, aby se agar rozpustil. Médium bylo ihned po vyndéani z mikrovinné
trouby rozlévano do 100ml Erlenmayerovych ban¢k, piiblizné po 25 ml. Banky byly piekryty
dvojitou vrstvou alobalu, oznaceny, vlozeny do autoklavu (Tuttnauer 2540EK-N, Chirana

PS20A nebo Systec DX-23) a sterilizovany (121° C, tlak 0,144 MPa, 20 min).

3.3.1 Modifikace MS média

V priibéhu experimentu byly pfipravovany nasledujici modifikace zakladniho média:

e Experiment exogenni vliv sacharidu - MS média ve varianté¢ s 3% sacharézou, druha
varianta s 3% sorbitolem, tfeti varianta s 3% manitolem, ¢tvrtd varianta bez ptidani
sacharidu (vSe uzavieno tradicnimi alobalovymi vicky) a pata bez pifidani sacharidu pod
vi¢ky z polypropylénové félie s vlozenymi teré¢iky Sun cap (Sigma Aldrich, 2ks teréiki na 1
barku)

e Experiment zasoleni, chlad, kombinovany stres - 1/2 MS média (slozky média A, B, C a D)
byly pouzity ve snizené, polovi¢ni koncentraci) s 1,5% sachardzou pro kliceni, a 1/2 MS
média s 1,5% sachar6zou a 1,5% sorbitolem pro nésledny rist, ptidavek NaCl do média (v
koncentraci 5,844 a 11,688 g/l)

e Experiment osmoticky stres - 1/2 MS médium s 1,5% sachardzou pro kliceni; 1/2 MS
médium s 1,5% sorbitolem a 1,5% sachardzou pro nasledny rust, piidavek PEG do média
(30a 60 g/l)

e Experiment prolin - 1/2 MS médium s 1,5 % sachar6zou pro kliceni, 1/2 MS média s 1,5%

sachar6zou a 1,5% sorbitolem pro nasledny rust.
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3.4. Vegetativni mnoZeni indukci adventivnich rostlin z korenovych segmentii

Pfi Gvodnich metodickych experimentech byla testovdna i mozZnost vegetativniho
mnozeni s cilem ziskat co nejvice homogenni materidl. Dosp¢lé, cca 1 meésic staré rostliny
ziskané vysevem semen byly ve flowboxu vyndany z Erlenamayerovych banék na Petriho misky
se sterilni destilovanou vodou. Kofeny byly ocistény od média. Skalpelem byly kofeny oddéleny
od pryth. Pro vegetativni mnoZeni byly vyuzity mladé svétlé koteny, které byly roziezany
skalpelem na stejné velké, cca 2cm dlouhé segmenty (za pouziti milimetrového papiru pod
Petriho miskou). Tyto segmenty byly sterilni pinzetou polozeny na tuhé¢ MS médium do 100ml
Erlenmayerovych ban¢k. Do jedné banky bylo déno pfiblizné deset segmentti. Po 8 tydnech
kultivace bylo mozné ziskany trs adventivnich rostlin rozdélit a ziskat individualni rostliny pro

dalsi vyuziti.

3.5. Analyza obsahu nestrukturnich sacharidu

3.5.1 Odbér vzorku

Vzorky pro ristové analyzy, analyzy obsahu a spektra endogennich sacharidl i obsahu
prolinu byly odebirany do 1ml plastovych mikrozkumavek (v piipadé rostlin rostoucich pod
vicky Sun cap pryt do 2ml mikrozkumavek). Rostlina byla pinzetou vyndéana z banky, ocisténa
od kultiva¢niho média, pfipadné¢ omyta v destilované vod€ a osusSena na filtracnim papiru.
Peclivé byl oddélen skalpelem pryt od kotenti. Celé ¢asti rostliny, tedy cely pryt ¢i kotfen, byly
dany do pfislusnych, oznacenych, pfedem zvazenych mikrozkumavek s propichnutymi vicky. Co
nejrychleji byla naplnéna mikrozkumavka zvazena na analytickych vahach a ihned byla
zmrazena V termonadobé s tekutym dusikem. Bud’ byly vzorky ihned dale zpracovavany pro

analyzu nestrukturnich sacharidi, nebo byly uloZeny v -80 °C.

3.5.2. Priprava vzorki pro analyzu nestrukturnich sacharidu

VysuSeni vzorkd bylo provedeno pomoci lyofilizace (Lyovac GT 2, Finn-Aqua, cca 12
hodin). Thned poté byla zvdZzena hmotnost suSiny. U vzorkll vazicich vice nez 30 g suché
hmotnosti byla pfimo v mikrozkumavkéch provedena homogenizace pomoci plastového tloucku
a odebranim byla hmotnost vzorku upravena na 15-20 mg. Nasledné byl do mikrozkumavek
ptidano 0,5 ml 80% methanolu. Bylo-li zapotiebi, material v mikrozkumavce byl kopistkou

zatlaten na dno, aby byl cely objem pletiva dostate¢né vyluhovan v methanolu. S methanolem
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byly vzorky inkubovény v termobloc¢ku (Grant-Boekel BBD) pii teploté 75 °C po dobu 15 min.
Methanol byl vakuové odpafen (SpeedVac Plus SC110A, Savant; program V-AL, 3 hodiny a
45°C). Pro extrakci sacharidl bylo k peletim v mikrozkumavkach nésledné ptidano odpovidajici
mnozstvi ultracisté (Mili Q, Millipore) vody dle tab. 2. Poté byly vzorky na 15 min umistény do
ultrazvukové lazn€. Pro dokonalé oddé€leni supernatantu byla pouzita centrifugace (10 min pii
maximalnim vykonu 14 000xg). Supernatant byl odebiran pomoci jehly a stiikacky a
prefiltrovan pies membranové filtry (Millex Milipore, velikost pord 0,22 pm) do nove
mikrozkumavky. Vzorky obsahujici méné nez 5 mg, kam byl pfidan pouze objem 0,2 ml Mili Q
H20, nebyly filtrovany, ale byl pouze opatrné odebran supernatant do injekcni stiikacky a ten

pteveden do nové mikrozkumavky.

Hmotnost suSiny v mg Ptidavek Mili Q H20 v ml
Méné nez 5 0,2
5-10 0,3
10-20 0,5
20-30 1

Tab. 2- Objem pFidané vody na hmotnost susiny vzorku

3.5.3. Stanoveni obsahu a spektra nestrukturnich sacharidi

Analyza sacharidii probihala pomoci vysokoucinného kapalinového chromatografu
(HPLC) s refraktometrickou detekci. Parametry méfticiho systému: mobilni faze - MiliQ H0;
pritokova rychlost 0,5 ml/min; teplota kolony 80 °C; objem injikovaného vzorku 50 pl; kolona
Shodex Ca?*; isokraticka pumpa SISw HPI-300 nebo Delta Chrom SDS 030; refraktometricka
detekce (detektor Shodex RI-71); pocitacovy program CLARITY; standardy (Sigma-Aldrich).

3.6. Stanoveni obsahu prolinu

Metodika pro stanoveni obsahu prolinu vychazi z ptivodni prace (Bates, 1973). Cela
nadzemni ¢ast rostlin byla zvaZena v mikrozkumavkach a ihned umisténa do tekutého dusiku.
Vzorky byly uchovavany pii -80 °C. Pii dal§im zpracovani bylo nutné vzorky homogenizovat s
tekutym dusikem. Homogenizované vzorky byly doplnény destilovanou vodou na objem 8 ml.
Takto upravené vzorky se mohly uchovavat v mrazaku pii -24 °C. Dal§i zpracovani vzorki

probihalo nésledovné- k 8ml destilované vody s homogenizovanymi vzorky bylo pfidano 2 ml
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15% kyseliny sulfosalicylové, poté byly vzorky michany na téepacce 30 min a centrifugovany 5
min pii 5000 otackach. Do novych zkumavek byl napipetovan 1 ml roztoku ninhydrinu kyseliny
octové (slozeni v Tab. 3) a 1 ml kyseliny octové spolu s 1 ml vzorku. Smés byla pomoci Vortexu
promichana. Poté byly pfipravené vzorky vlozeny do vodni ldzn€ (70 minut pti 90 °C). Poté byla
reakce zastavena ponofenim zkumavek do vody s ledem. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 3 ml
toluenu, zkumavky dobte promichany a ulozeny v lednici do druhého dne. Druhy den po ustaleni
fazi byla odebrana horni faze a piepipetovana do plastovych kyvet. MnozZstvi prolinu bylo
stanoveno spektrofotometricky pii vinové délce 520 nm (Unicam Helios o). Cisty toluen byl
pouzit jako blank. Pro zjisténi, jaké mnozstvi prolinu obsahuji vzorky, bylo nutné piipravit
kalibracni ktivku. Roztok o koncentraci 1 mM prolinu byl pouzit pro vytvoteni 5 riznych
ziedénych vzorkd, pro které byl spocitdn obsah prolinu, ktery je vynesen do kalibraéni kiivky.

Mg¢éfeni absorbanci vzorkt pro kalibraci probihalo spole¢né s experimentalnimi vzorky.

sloucenina objemv 11
HNOs (65%) 830 ml
HCIO4 (60%) 150 ml

H20 20 ml

Tab. 3- SloZeni roztoku ninhydrinu
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3.7. ldentifikace frakce "RTOS""

Dostatecné velky testovaci vzorek byl pfipraven smichanim vzorkl jedné varianty
(P.lanceolata, kultivace 14 dni, na kontrolnim médiu bez NaCl ¢i PEG), které byly pouzity pro
analyzu sacharidi. Nejprve byla pro zjisténi, zda se jednd o oligosacharidy rafindzové tady
pouzita o—galaktosiddza (z Aspergillus niger, Magazyme). Byl piipraven enzymaticky roztok
obsahujici 900 IU enzymu v 1 ml 0,1 M acetdtovém pufru (pH 4,5). Novy vzorek byl v
mikrozkumavce, kdy byl smichan plivodni vzorek s enzymatickym roztokem v poméru 1:1.
Zaroven byl pfipraven i1 kontrolni vzorek, ve kterém byl smichdn pivodni vzorek pouze s
pfidanim acetatového pufru také v poméru 1:1. Takto pfipravené vzorky byly inkubovéany v
termoblo¢ku (Grant-Boekel BBD) pii 45 °C po dobu 4 hodin, nasledné byl termobloc¢ek vyhiaty
na 95 °C po dobu 5 min pro zastaveni reakce. Vzorky byly skladovany v mrazaku pti -24 °C.
Me¢fteni probihalo na HPLC. Nasledné byl podobny postup zvolen s enzymem invertdzou (ze
Saccharomyces cerevisiae, Sigma Aldrich). Byl piipraven enzymaticky roztok obsahujici 1500
IU enzymu v 1 ml 0,1 M acetatovém pufru (pH 4,5). Doba inkubace byla zvolena totozna jako u
galaktosidazy - 4 hodiny pii 45 °C a nasledné zastaveni reakce pii 95 °C po dobu 5 min. Méfeni

bylo provadéno na HPLC.

3.8. Zpracovani dat

Vysledky jsou prezentovany ve formé sloupcovych grafii vytvotfenych v programu
Microsoft Excel, priméry a smérodatné odchylky taktéz. Vyhodnoceni dat bylo provedeno
pomoci statistického programu NCSS97 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA). Pro porovnavani
dat byla pouzita analyza rozptylu jednoduchého tfidéni (one-way ANOVA). Pfi normalnim
rozdéleni dat byl pouzit Tukey-Kramer test, pokud nebyla data rozdélena normalné, byl ke

zhodnoceni pouzit Kruskal-Wallis Z test. Hladina vyznamnosti byla zvolena o= 0,05.
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3.9. Pirehled experimenti

Vliv typu exogenniho sacharidu na riastové parametry rostlin a obsah a spektrum

nestrukturnich sacharidu

P. eripoda, P. maritima, P. lanceolata

vyuziti rostlin ze semen, kli¢eni MS médium, 3% sachardza, rist 21 dni

pfesazeni rostlin (pouze pryty), 4 varianty MS média - 3% sachar6za, 3% sorbitol, 3%
manitol, bez ptidani sacharidu a bez ptidani sacharidu pod vickem Sun cap

rust 28 dni, jeden odbér 28. den, 6 vzorkl z varianty- 3% sachar6za, bez ptidani
sacharidu a bez pfidani sacharidu pod vickem Sun cap, 2 vzorky z varianty 3% sorbitol a
3% manitol

analyza pryti a kofenti

celkem 132 vzorku

Vliv zasoleni, nizké teploty a kombinace obou stresii na ristové parametry a obsah a

spektrum nestrukturnich sacharida

P. maritima, P. lanceolata

rostliny ze semen, kli¢eni 1/2 MS médium, 1,5 % sacharo6za, rist 14 dni

pfesazeni (pouze pryty) na 1/2 MS media s 1,5% sorbitolem a 1,5% sachar6zou + dané
oSetfenti

4 varianty- kontrola, chlad, 100 mM NaCl, 200 mM NacCl

chlad plisobeni po 14. dnech od ptfesazeni

4 odbéry, 1. po tydnu, 2. po dvou tydnech, 3. po 15 dnech (prvni den chladu) a 4. odbér po
17 dnech (tfeti den chladu)

6 vzorktl z kazd¢ varianty, analyza prytl a kofenti

celkem 384 vzorku

Vliv osmotického stresu na ristové parametry a obsah a spektrum nestrukturnich

sacharida

P. maritima, P. lanceolata
rostliny ze semen, kliceni 1/2 MS medium, 1,5 % sachar0za, rist 14 dni
pfesazeni rostlin (pouze pryty) na 1/2 MS media s 1,5% sorbitolem a 1,5% sachar6zou +

dané oSetieni
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3 varianty- kontrola 0 % PEG, 3% PEG, 6% PEG
téi odbéry 1., 3., 14. den
5 vzork z kazdé varianty, analyza prytu

celkem 90 vzorkt

Zmény obsahu prolinu v rostlinach p¥i zasoleni

P. maritima, P. lanceolata

rostliny ze semen, kli¢eni 1/2 MS médium, 1,5 % sacharoza, rust 14 dni

ptesazeni rostlin (pouze pryty) na 1/2 MS media s 1,5% sorbitolem a 1,5% sachar6zou +

dané oSetieni
3 varianty- kontrola, 100 mM NaCl, 200 mM NaCl
3 vzorky z kazdé varianty

celkem 18 vzorku
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4. VVysledky
4.1. Vybér vhodného kultivaéniho materialu a zptiisobu kultivace

Pivodné bylo pro uvodni metodicko-experimentdlni praci zamysleno studovat Ctyfi
druhy jitrocele, halofyty P. maritima a P. eriopoda, které by byly porovnavany se dvéma druhy
glykofytnimi P. lanceolata a P. major. Pfi testovani kli¢ivosti a rychlosti ristu jsem vSak zjistila,
Ze semena P. major byla pravdépodobné poskozena, z vysazenych 100 semen ve 25 baikach
vyrostla pouze jediné rostlina. Zadné kontaminace nebyly pozorovany. Navic rostlina P. major
byla v podminkéch in vitro morfologicky odlisna od habitu ostatnich péstovanych druhi a
vysledky rtstovych parametri by tedy byly obtizné porovnatelné. Proto nebylo s timto drunem
jitrocele dale pracovano. Kliceni i rast rostlin tfech dalSich druhi jitrocele byl na zédkladnim MS
médiu (Murashige a Skoog, 1962) bezproblémovy, s minimem kontaminaci. Semena kli¢ila
velmi rychle, jiz za tfi dny bylo vétSinou mozné pozorovat primarni kofen. Velikosti listu kolem
2 cm délky (tedy velikosti zvolené jako vhodné pro planované experimenty) bylo docileno
pfiblizné€ za 14 dni rlstu na kli¢icim médiu. V 1. experimentu, kde se zabyvam vlivem rtizného
typu exogenniho sacharidu na rlstové parametry i sacharidovy metabolismus, jsou pouZity tfi
druhy jitrocele- P. maritima, P. eriopoda a P. lanceolata. V dalsich experimentech jsem kvuli
limitaci kapacitou méteni na HPLC se souasnym zachovanim dostatecného mnozstvi opakovani
pro konkrétni druh a situaci musela redukovat experimentalni material na P. maritima a P.
lanceolata. Tyto dva druhy jsem zvolila kvuli jejich vétsim makroskopickym i vyvojovym
podobnostem (stejnd délka kli¢eni, P. eriopoda kli¢il o nékolik dni pozdé&ji; i srovnatelnym
morfologickym parametrim) i podobné reakci na druh sacharidu poskytnutého do média jako

zdroj uhliku a energie (viz nésledujici kapitola).

\ - -
Obr. 4- Vegetativni mnozeni jitrocele. Na fotografiich P. maritima. A- kofenové segmenty na

médiu, B- populace vzrostlych rostlin na primarnich explantatech (stafi kultury 8 tydnu),
C- izolovana vegetativné mnozena rostlina.
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Kromé¢ kli¢eni ze semen byl navrzen a testovan i dal$i mozny kultivacni ptistup vedouci
k ziskani rostlinného materialu pro experimenty - vegetativni mnoZeni. Jako pouzitelny se ukazal
postup vegetativniho mnoZeni pomoci kofenovych segmentt jitrocele. Pro vegetativni mnozeni
je tieba vyuzivat mladych rostlin (svétlé, tenké kofeny, viz Obr. 4, kapitola 3.4. v metodickeé
¢asti). Metodickou vyhodou tohoto zpiisobu mnozeni je snadné provedeni a moznost pouziti
médii bez rastovych regulatorti. Tento kultivacni postup byl vSak velmi zdlouhavy, az za mésic
byly pozorovany malé adventivni rostliny, po dvou mésicich mély rostliny narostlé listy do
velikosti kolem dvou centimetra (stejné délky listu je pii rastu ze semen dosazeno cca za 2-3

tydny). Proto byl postup péstovani ze semen zvolen jako vhodnéjsi.

4.2. Manipulace zdrojem uhliku a energie

4.2.1. Vliv typu exogenniho sacharidu na ristové parametry kultur jitrocele

Cilem tohoto experimentu bylo charakterizovat vliv rtizného zasobeni exogennim
sacharidem na rust rostlin jitrocele v podminkach in vitro. Rostliny jitrocele byly pii tomto
experimentu péstovany na MS médiu (Murashige a Skoog, 1962) s pfidavkem rizného sacharidu
jako zdroje uhliku a energie, respektive v pfipad¢ varianty 0 a Sun cap bez piidavku jakéhokoli
sacharidu. Varianta Sun cap testovala moZnost kultivovat jitrocel plné fotoautotrofné, nebot
uzaviraci vicka s vloZenou touto specidlni folii (na rozdil od b&zné uzivané¢ho alobalového
uzavéru) umoziuji dostateCnou vymeénu plynl v kultivaéni nadobé. Byly pouZity tii druhy
jitrocele: P. eriopoda a P. maritima, jako zastupci halofytnich druht, a P. lanceolata jako druh
glykofytni. Obr. 5-7 piedstavuji fotografie téchto téi druht jitrocele po 30 dnech ristu na
prislusnych médiich, tésn¢ pred odbérem vzorkli pro analyzu ristovych parametrii a analyzu
endogennich sacharida. Sloupcovy graf 1A znazoriiuje ¢erstvou hmotnost a graf 1B hmotnost
susiny prytd. U rostlin P. maritima a P. lanceolata nebyl vyraznéjsi rozdil v hmotnosti susiny i
cerstvé hmotnosti mezi variantami na 3 % sorbitolu a 3 % sacharéze. U P. eriopoda byla
nejvySs$i hmotnost Cerstvé hmotnosti 1 suSiny na médiu se sorbitolem a pii pouZiti Sun cap (z
diivodu malého poctu vzorki se nejedna o prikazny rozdil pro varianty na sorbitolu). Oba dalsi
druhy (zvolené pro nasledujici detailni experimenty) vyuzivaly se srovnatelnou ucinnosti sorbitol
1 sachar6zu. Manitol se ukazal jako nevhodny zdroj energie, nebot’ rostliny vykazovaly zna¢né
rustové defekty, byly viditeln€ svétlejsi, drobnéjsi s minimalnim kofenovym systémem. I pfesto
bylo pozorovano na médiu s 3% manitolem pfirdstani prytu (porovnani s ptvodni velikosti

nejvetsiho listu 2 cm pii presazeni). Schopnost rastu jitrocele bez vyuzitelného zdroje uhliku a
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energie byla potvrzena kultivaci na médiu bez piidavku sacharidu v bézné uzaviené nadobé
(varianta Q) (viz obr. 5-7) i v nadob¢ uzaviené folii Sun cap (varianta Sun cap). Fotoautotrofni
kultivace druhti P. eriopoda a P. lanceolata byla schopna rostlinam zajistit plnohodnotny rtst
(ve srovnani s nejlépe prosperujicimi variantami se sacharidy v médiu), nicmén¢ nebyla podobné
vyhodnd u druhu P. maritima. Proto tato Kkultivace nebyla v dalsi experimentalni praci
pouzivéna.

U kultur byl stanoven také podil vody na Cerstvé hmotnosti (graf 1C). Nejmensi obsah
vody byl u vSech tii druhti na médiu s manitolem, naopak vyssi podil vody si udrzovaly pryty

kultivované na sorbitolu, v ptipadé druhu P. lanceolata i na sacharo6ze.
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Graf 1A- Akumulace biomasy (¢erstva hmotnost) prytu tii druhu jitrocele v zavislosti na
ruzném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS média: 3% sachar6za, 3% sorbitol, 3%
manitol, 0 bez pfidani sacharidu, Sun cap bez piidani sacharidu pod vickem Sun cap. Doba
kultivace na danych médiich- 30 dni. Chybové usecky znazornuji smérodatné odchylky, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=6 (varianta sachar6za, 0, Sun
cap), resp. n=2 (varianta sorbitol, manitol).
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Graf 1B- Akumulace biomasy (hmotnost susiny) prytu tfi druhi jitrocele v zavislosti na
ruzném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS meédia - 3% sachardéza, 3% sorbitol,
3% manitol, 0 bez pfidani sacharidu Sun cap bez pridani sacharidu pod vickem Sun cap. Doba
kultivace na danych médiich- 30 dni. Chybové usecky znazornuji smérodatné odchylky, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, 0=0,05. n=6 (varianta sachar6za, 0, Sun
cap), resp. n=2 (varianta sorbitol, manitol)
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Graf 1C- Podil obsahu vody na ¢erstvé hmotnosti prytu tfi druhu jitrocele v zavislosti na
ruzném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS média: 3% sachar6za, 3% sorbitol, 3%
manitol, 0 bez pfidani sacharidu, Sun cap bez ptidani sacharidu pod vickem Sun cap. Doba
kultivace na danych médiich- 30 dni. Chybové usecky znazorfiuji smérodatné odchylky. n=6
(varianta sachardza, 0, Sun cap), resp. n=2 (varianta sorbitol, manitol).
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Protoze rist kofenll byl na médiu s manitolem a na médiu bez pfidani sacharidu
S tradicnim uzavérem vyrazné omezen, nebylo mozné u téchto variant odebrat vzorky pro
analyzy. Spatny rist kofentl je dobie patrny na fotografiich (Obr. 5,6,7). V nasledujicich grafech
je uvedena Cerstva hmotnost (graf 1D) a suSina (graf 1E) kotenil pro vSechny tfi druhy jitrocele,
se kterymi bylo pracovano v tomto experimentu, avsak z jiz zminénych divodii pouze na médiu
se sachar6zou, sorbitolem a pod vickem Sun cap. I kdyZ piedevs§im u druhu P. lanceolata je
napadny trend sachar6zy podporovat nartist Cerstvé i suché hmotnosti kofend, tento rozdil neni
statisticky prukazny. Kotfenovy systém P. eriopoda a P. lanceolata byl makroskopicky bohatsi a

vice vétveny nez kotfenovy systém P. maritima (viz Obr. 5-7).

1
0,9 a
0,8

07

N

= 0,6

172

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0

M sacharéza

M sorbitol

hmotno

B Sun cap

1D

P.eriopoda P.maritima P.lanceolata

0,08

0,07

|

0,06
% 0,05

M sacharéza

0,04
B sorbitol

0,03

hmotnost [g]

B Sun cap

0,02
b ab h b

0,01

1E

P.eriopoda P.maritima P.lanceolata

Graf 1D,E- Akumulace biomasy (Cerstva hmotnost-1D; hmotnost suSiny-1E) koienu tii
druhu jitrocele v zavislosti na rizném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS média
- 3% sachardza, 3% sorbitol, 3% manitol, 0 bez pfidani sacharidu, Sun cap bez pfidani sacharidu
pod vickem Sun cap Doba kultivace na danych médiich - 30 dni. Chybové Gsecky znazoriuji
smérodatné odchylky, odlisnd pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, 0=0,05.
n=6 (varianta sachar6za, Sun cap), resp. n=2 (varianta sorbitol).
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Obr. 7- Fotografie P. lanceolata po 30 dnech na danych médiich
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4.2.2. Obsah a spektrum endogennich sacharidi rostlin P. eriopoda, P. maritima a P.
lanceolata v zavislosti na rizném zasobeni exogennim sacharidem

U vzorkl pouzitych pro stanoveni rastovych parametrii pryti byl nésledné sledovan i
obsah a spektrum endogennich sacharidi. Vysledky jsou znazornény ve sloupcovych grafech.
Graf 2A znazornuje obsah celkovych sacharidl a graf 2B procentudlni zastoupeni jednotlivych
sacharidi ve spektru u pryti (graf 3A a 3B totéz u kotfentl). Chybové Gsecky u sloupcovych
grafli znazoriuji smérodatné odchylky pro celkovy obsah sacharidii. Celkové nejniz$i obsah
sacharidi byl v rostlindch rostoucich na médiu bez piidavku zdroje energie. U vSech
studovanych druhu jitrocele byla v této varianté pifevazujici slozkou spektra frakce, v této préaci
oznacovana jako RTOS (v kapitole 4.5.2. blize specifikovano). Frakce RTOS byla majoritni
slozkou sacharidového spektra u vSech druht jitrocele na vSech médiich s vyjimkou varianty
rostouci na 3% manitolu. V rostlinach rostoucich na médiu s manitolem se manitol v nadzemni
¢asti rostlin vyrazn¢ akumuloval a navySoval celkovy obsah sacharidii. I v téchto manitolovych
variantach bylo mozné detekovat endogenni sorbitol, av§ak v mensich mnozstvich nez u variant
rostoucich na sorbitolu nebo sachardze. Obsah sorbitolu byl nejvyssi v rostlinnych variantach
rostoucich na médiu s pf¥idavkem 3% sorbitolu. U vSech téi druht P. eriopoda, P. maritima i P.
lanceolata byla frukt6za ve vétSich mnozstvich detekovana na médiu s 3% sachardzou a u rostlin
P. lanceolata i na varianté s 3% sorbitolem a médiu bez pfidavku sacharidu. Sachar6za tvotila

pouze minimalni mnozstvi z celkového obsahu sacharidt u vSech druhti ve vSech variantach.
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Graf 2A- Obsah rozpustnych sacharidi v prytech u tii druhu jitrocele v zavislosti na
ruzném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS média - 3% sachardza, 3% sorbitol,
3% manitol, 0 bez pfidani sacharidu. Doba kultivace na danych médiich - 30 dni. Chybové
usecky znazoriuji smérodatné odchylky pro celkové sacharidy, odlisna pismena nad sloupci
znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych rozpustnych sacharidia, o=0,05. n=6

(varianta sachardza, 0), resp. n=2 (varianta sorbitol, manitol).
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Graf 2B- Podil endogennich sacharidi u tii druhi jitrocele v zavislosti na rizném zasobeni
exogennim sacharidem. Varianty MS média - 3% sachar6za, 3% sorbitol, 3% manitol, 0 bez

pfidani sacharidu. Doba kultivace na danych médiich - 30 dni.
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Graf 3A- Obsah rozpustnych sacharidi v kofenech u tiéi druhu jitrocele v zavislosti na
ruzném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS média - 3% sachardza, 3% sorbitol,
3% manitol, 0 bez piidani sacharidu. Doba kultivace na danych médiich - 30 dni. Chybové
usecky znazoriiuji smérodatné odchylky pro celkové sacharidy, odliSna pismena nad sloupci
znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych rozpustnych sacharidi, a=0,05. n=6 (pro
sachardzu), n=2 (pro sorbitol).
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Graf 3B- Podil rozpustnych sacharidi v korFenech u tfi druhi jitrocele v zavislosti na
ruzném zasobeni exogennim sacharidem. Varianty MS média - 3% sachardza, 3% sorbitol,
3% manitol, 0 bez pfidani sacharidu. Doba kultivace na danych médiich - 30 dni. Chybové
usecky znazoriuji smérodatné odchylky pro celkové sacharidy. n=6 (pro sachardzu), resp. n=2
(pro sorbitol).
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4.3. Zasoleni, nizké teploty a kombinovany stres

4.3.1 Vliv zasoleni, nizké teploty a kombinace obou stresi na ristové parametry P.
maritima a P. lanceolata

Pro zjisténi reakce na zasoleni, chlad a kombinovany stres halofytniho a glykofytniho
druhu byly pouzity rostliny P. maritima a P. lanceolata. Bylo pouzito tzv. 1/2 MS médium (viz
kapitola 3.3.1.) se zdrojem uhliku sestavajicim ze 1,5 % sachardzy a 1,5 % sorbitolu. Pro
vyvolani reakce rostlin na zasoleni byl do média ptidan chlorid sodny ve dvou koncentracich -
100 a 200 mM. Na tato média byly piesazeny 14 denni rostliny obou druhd. Odbéry byly
provadény 7. a 14. Den po piesazeni na experimentdlni média, zde se jednalo pouze o vliv
zasoleni, proto jsou v téchto dnech odbéru v grafech 4 A-H znazornény pouze tfi sloupce
predstavujici tfi varianty - kontrolni rostliny a rostliny kultivované na 100 mM NaCl a 200 mM
NaCl. Na obr. 8 a 9 jsou znazornény fotografie P. maritima a P. lanceolata po 14 dnech
kultivace. V nasledujicich odbérech se jiz hodnotil vliv individualniho i kombinovaného stresu,
proto odbéry 15. a 17. den obsahovaly ¢étyfi varianty - kontrolni rostliny; rostliny, na které bylo
pusobeno pouze no¢nim chladem (10 °C po dobu trvani temné periody); rostliny, které byly
vystaveny kombinaci zasoleni 100 mM a 200 mM NaCl soucasné s nocnim chladem. Vzhled
rostlin po 14. dnech riistu na experimentalnich mediich dokumentuji fotografie (Obr. 8 a 9).

Rostliny jitrocele po 7 dnech nereagovaly na NaCl v médiu zménou Eerstvé hmotnosti
ani suSiny prytu (graf 4A-D). V hmotnostech kofenil je patrna zména u P. lanceolata, kde je
vyrazn¢ ovlivnéna Cerstva hmotnost u varianty rostouci na médiu 200 mM NaCl (graf 4G).
Hmotnost je zde snizena na méné nez 50 % cerstvé hmotnosti kontroly. K menSimu, avSak stale
signifikantnimu poklesu doSlo v této variant¢ v hmotnosti suSiny (graf 4H). Reakce rostlin
vyjadiena Cerstvou hmotnosti i hmotnosti suSiny kotfend P. maritima nebyla vyrazna, pouze je
pozorovatelny trend ke snizeni Cerstvé hmotnosti u varianty potykajici se s 200 mM zasolenim
NacCl (graf 4E). Po 14. dnech zasoleni stale nedochazi k ovlivnéni hmotnosti pryt ani kofena P.
maritima. Glykofytni druh reaguje signifikantnim poklesem cerstvé hmotnosti prytu. Susiny jsou
ovlivnény stejnym smérem jako Cerstvé hmotnosti, rozdily vSak nejsou statisticky prikazné. U
kotent je dokonce zjiSténa zvySend hmotnost susiny u rostlin vystavenych 14. dni 200 mM NaCl
oproti kontrolnim rostlinam.

Vliv chladu na ristové charakteristiky rostlin jitrocele vyjadfené hmotnosti rostlin byl
pouze minimalni. Po jednom ptlisobeni no¢niho chladu jsou rlstové parametry srovnatelné s

kontrolnimi rostlinami. A ani tieti den nedochazi k zadnym signifikantnim zménam.
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Ve tfetim a ¢tvrtém odbéru (15. a 17. den experimentu), kdy byly rostliny vystaveny
taktéz kombinovanému stresu, jiz dochazi k vét§im rozdilim hmotnosti prytd obou druhii oproti
kontrolnim variantam. Vyraznéji se odlisuji i reakce glykofytniho a halofytniho druhu. Zatimco
u P. maritima se po 1. dni kombinovaného stresu rostliny ve sledovanych ruastovych
charakteristikdch nelisi, rostliny P. lanceolata se zvySujici se koncentraci soli snizuji jak
Cerstvou hmotnost, tak hmotnost susiny. 15 a 17. den je reakce u P. lanceolata podobna.
Hmotnost kofend je u P. lanceolata ovlivnéna opaénym smérem neZ pryty. Nejedna se o
signifikantni zménu, ale je zde patrny trend nartstu suSiny. Zmény nastavaji 17. den 1 u P.

maritima, kde je signifikantné snizena Cerstva hmotnost varianty vystavené 200 mM NaCl
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Graf 4A,B- Akumulace biomasy pryti u jitrocele Plantago maritima v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresi, A: ¢erstva hmotnost; B: hmotnost susiny.
Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta vystavena no¢nimu chladu; 100 mM NaCl a 200 mM
NaCl: varianty s ptidavkem NaCl do média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka
kultivace jitrocele na danych médiich. Chybové tisecky zndzoriiuji smérodatné odchylky, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=6.
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Graf 4C,D- Akumulace biomasy pryti u jitrocele Plantago lanceolata v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresii, C: ¢erstva hmotnost; D: hmotnost susiny.
Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta vystavena no¢nimu chladu; 100 mM NaCl a 200 mM
NaCl: varianty s pfidavkem NaCl do média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka
kultivace jitrocele na danych médiich. Chybové usecky zndzoriuji smérodatné odchylky, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=6.
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Graf 4E,F- Akumulace biomasy kofFenu u jitrocele Plantago maritima v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou strest, E: ¢erstva hmotnost; F: hmotnost suSiny.
Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta vystavena no¢nimu chladu; 100 mM NaCl a 200 mM
NaCl: varianty s pfidavkem NaCl do média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka
kultivace jitrocele na danych médiich. Chybové tsecky zndzornuji smérodatné odchylky, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=6.
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Graf 4G,H- Akumulace biomasy kofFenu u jitrocele Plantago lanceolata v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresii, G: ¢erstva hmotnost; H: hmotnost susiny.
Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta vystavena no¢nimu chladu; 100 mM NaCl a 200 mM
NaCl: varianty s pfidavkem NaCl do média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka
kultivace jitrocele na danych médiich. Chybové tsecky zndzornuji smérodatné odchylky, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=6.
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Obr. 8- Fotografie P. maritima po 14 dnech kultivace na médiich s NaCl. Zleva- kontrolni
varianta, rostlina na médiu se 100 mM NaCl a rostlina na médiu s pfidanim 200 mM NaCl.

200 mM NaCl

Obr. 9- Fotografie P. lanceolata po 14 dnech kultivace na médiich s NaCl. Zleva- kontrolni
varianta, rostlina na médiu se 100 mM NaCl a rostlina na médiu s pfidanim 200 mM NaCl.
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4.3.2. Vliv zasoleni, nizké teploty a kombinace obou strestii na obsah a spektrum
endogennich sacharidi rostlin P. maritima a P. lanceolata

V nésledujicich vysledcich prezentuji porovnani reakce sacharidoveho metabolismu
glykofytniho druhu P. lanceolata a druhu halofytniho P. maritima na zasoleni, chlad a
kombinaci zasoleni a chladu. Obsah a spektrum endogennich sacharidi byly sledovany u vzorka
pouzitych pro stanoveni ristovych parametrii. Uspotadani a prezentace zjisténych dat v grafech
je stejné jako v piedchozi kapitole.

Sedmy den po vystaveni rostlin P. maritima individudlnimu solnému stresu je patrny
trend vzestupu obsahu celkovych sacharidli v prytech. Na vzestupu celkovych sacharidi se
vyraznou mérou podili narust sorbitolu. Vzestup mnozstvi sorbitolu u variant na 100 a 200 mM
NaCl je oproti kontrole signifikantni. Kromé sorbitolu se navysuje i podil frakce RTOS, zatimco
podil fruktoézy je u variant vystavenych zasoleni piiblizné¢ 50%. V kontrolnich rostlinach je i
vys$§i podil glukézy. V rostlinach P. lanceolata je také pozorovatelny trend zvySujiciho se
mnozstvi celkovych sacharidi. Stejné jako u P. maritima se na zvySeni podili signifikantni
narust sorbitolu. Li$i se mezidruhové zastoupeni sacharidt. Frakce RTOS tvofi u P. lanceolata
nejméné 65 % rozpustnych sacharidd. U P. maritima jsou podstatnou slozkou sacharidového
spektra vedle sorbitolu i hex6zy a sachardza. Trend zvySeného mnozstvi celkovych sacharidi i
nariist sorbitolu v rostlinach vystavenych zasoleni pokracuje i 14. den. Hodnoceni vysledkt P.
odchylky pfi stejném poctu hodnocenych vzorki). Reakce kofenti u P. maritima se mezi
jednotlivymi variantami nelisi.

Odpoved rostlin jitrocele se 1isi mezi 1. a 3. dnem vystaveni no¢nimu chladu. V prytech i
kotenech nedoslo k téméf Zadnym zménam ani v obsahu, ani ve spektru sacharidit obou druhil
jitrocele 1. den ptsobeni chladu. Tteti den je v prytech zaznamenan pokles celkovych sacharidii
a pokles mnozstvi sorbitolu v chladové variant¢ P. maritima. Kofeny rostlin vystavenych chladu
se nelisi od kontrolnich. Reakce kofent P. lanceolata je rozdilna. Obsah celkovych sacharida
chladové varianty je nizsi.

Kombinovany stres v prytech vice prohlubuje rozdily mezi halofytnim a glykofytnim
druhem. Celkovy obsah sacharidii se téméf nelisi u P. maritima. Méni se zastoupeni jednotlivych
sacharid. Pii oSetfeni NaCl vzrista podil frakce RTOS a sorbitolu, oproti snizeni podilu
glukozy a fruktézy. Na 200 mM koncentraci NaCl 3. den kombinovaného stresu rostliny P.

.....

zpuisoben hlavné signifikantnimi zménami v obsahu sorbitolu. V kotenech obou druhii nebyly
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pozorovany rozdily v obsahu sorbitolu, je zde patrny trend rastu podilu i absolutnich hodnot

frakce RTOS.
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Graf 5A- Obsah rozpustnych sacharidi v prytech jitrocele Plantago maritima v zavislosti
na zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresii. Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta
vystavend no¢nimu chladu; 100 mM NaCl a 200 mM NaCl: varianty s pfidavkem NaCl do
média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka kultivace jitrocele na danych
médiich. Chybové useCky zndzoriiuji smérodatné odchylky pro celkové sacharidy, odlisna
pismena nad sloupci znaCi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych rozpustnych
sacharidi, a=0,05, n=6.
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Graf 5B- Podil rozpustnych sacharidi v prytech P. maritima v zavislosti na zasoleni, nizké
teploté a kombinaci obou stresi. Popis variant viz legenda grafu 5A.
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Graf 5C- Obsah rozpustnych sacharidi v prytech jitrocele Plantago lanceolata v zavislosti
na zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresi. Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta
média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka kultivace jitrocele na danych
médiich. Chybové UseCky znazoriiuji smérodatné odchylky pro celkové sacharidy, odlisna
pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych rozpustnych
sacharidi, a=0,05, n=6.
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Graf 5D- Podil rozpustnych sacharidi v prytech Plantago lanceolata v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresii. Popis variant viz legenda grafu 5C.
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Graf 5E- Obsah rozpustnych sacharidii v kofenech jitrocele Plantago maritima v zavislosti
na zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresii. Kontrola — kontrolni varianta; 0 — varianta
bez zasoleni, vystavena pouze noénimu chladu;100 mM NaCl a 200 mM NaCl: varianty
s ptidavkem NaCl do média, od 15. dne vystaveny no¢nimu chladu. Osa x: délka kultivace
jitrocele na danych médiich. Chybové usecky znazornuji smérodatné odchylky pro celkové
sacharidy, odlisna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
rozpustnych sacharidi, 0=0,05, n=6.
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Graf 5F- Podil rozpustnych sacharidi v korfenech Plantago maritima v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresi. Popis variant viz legenda grafu 5E.

47



600

o))

B
= 500
a
g
> 400
=
:g 300 m sorbitol
E fruktéza
S .
& 200 ® glukéza
é M sachardza
>§ 100 = RTOS
g
0 .
5G

kontrola
>~ 100 NaCl

(=W
(e}
=
[UnN
~

200 NaCl
kontrola
100 NaCl
200 NacCl
kontrola
100 NaCl
200 NacCl

Graf 5G- Obsah rozpustnych sacharidi v koienech jitrocele Plantago lanceolata v
zavislosti na zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresti. Kontrola — kontrolni varianta;
0 — varianta vystavena no¢nimu chladu; 100 mM NaCl a 200 mM NaCl: varianty s ptidavkem
NaCl do média, od 15. dne vystaveny nocnimu chladu. Osa x: délka kultivace jitrocele na
danych médiich. Chybové tusecky znazoriuji smérodatné odchylky pro celkové sacharidy,
odli§na pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych rozpustnych
sacharidu, a=0,05, n=6.
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Graf 5H- Podil rozpustnych sacharidi v koienech Plantago lanceolata v zavislosti na
zasoleni, nizké teploté a kombinaci obou stresti. Popis variant viz legenda grafu 5G.
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4.4. Omezeni dostupnosti vody nepenetrujicim osmotikem

4.4.1. Vliv osmotického stresu na ristové parametry P. maritima a P. lanceolata

Pro navozeni osmotického stresu byl do médii piidan PEG (polyethylenglykol) o
prumérné molekulové hmotnosti 4000. PEG o této molekulové hmotnosti ma charakter
nepenetrujicitho osmotika. Proto piiddni PEG do kultivacniho média indukuje pouze reakce
rostlin na stres osmoticky, zplsobeny zhorSenim piijmu vody, a ne jako je tomu u zasoleni,
kombinovany s reakci rostlin na toxicitu iontt soli penetrujicich do bunék. Rostliny P. maritima
a P. lanceolata byly po ¢trnacti dnech od vykli¢eni pfesazeny na experimentalni média (1/2 MS
médium, zdroj uhliku a energie sestavajici z 1,5 % sacharozy a 1,5 % sorbitolu). Pro zjisténi
reakce rostlin na nedostupnost vody byly pouzity dvé koncentrace PEG (média s 3% a 6% PEQG).
Odbéry vzorkt byly provadény 1. a 3. den pro zjiSténi rychlé reakce rostlin na nedostatek vody,
a 14. den, kdy by jiz méla odeznit akutni reakce na neptiznivé podminky. Kvili odbérim brzy
po presazeni mladych rostlin nebylo mozné ziskat dostatek materialu pro analyzy kotentl.

Prvni rozdily mezi variantami se v ristovych charakteristikach zacinaji projevovat az 3.
den po zahdjeni experimentu. U rostlin P. maritima je Cerstva hmotnost 3. den negativné
ovlivnéna pouze u varianty na 6% PEG oproti kontrole. Odbér ve 14. dni neukazuje na rozdil v
Cerstvé hmotnosti mezi rostlinami P. maritima na 3 a 6% PEG, ale je zde patrny rozdil v
hmotnosti mezi t€émito variantami a kontrolnimi rostlinami (graf 6A). Naopak hmotnost suSiny
14. den u rostlin P. maritima ovlivnéna neni (graf 6B). Po 14 dnech byly vice ovlivnény rostliny
P. lanceolata rostouci na médiu s pfidanim PEG. Cerstva hmotnost téchto rostlin dosahovala
pouze 50 % hmotnosti kontroly (0% PEG) (graf 6C). Je patmé, ze rozdily v ristovych
parametrech rostlin rostoucich na médiu s pfidanim PEG a kontrolnich rostlin se projevuji az za
delsi casovy tsek, v mém piipadé az 14. den (graf 6C,D). Obr. 10 a 11 znazornuji fotografie

obou druhi jitrocele po 14. dnech od pfesazeni na experimentalni média.
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Graf 6A,B- Akumulace biomasy prytu u jitrocele Plantago maritima v zavislosti na sniZeni
osmotického potencialu média nepenetrujicim osmotikem, A: Cerstva hmotnost; B:
hmotnost susiny 0 % PEG: kontrola; 3 % PEG a 6 % PEG: varianty s pfidavkem PEG 4000 do
média. Osa x: délka kultivace na danych médiich. Chybové usecky zndzornuji smérodatné
odchylky, odlisna pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil, 0=0,05, n=5.
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Graf 6C,D- Akumulace biomasy prytu u jitrocele Plantago lanceolata v zavislosti na sniZeni
osmotického potencidlu média nepenetrujicim osmotikem, C: ¢erstva hmotnost; D:
hmotnost susiny 0 % PEG: kontrola; 3 % PEG a 6 % PEG: varianty s piidavkem PEG 4000 do
média. Osa x: délka kultivace na danych médiich. Chybové usecky zndzornuji smérodatné
odchylky, odlisna pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=5.
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Obr. 10- Fotografie rostlin P. maritima 14 dni od pfesazeni na dand média, zleva- kontrolni
varianta, rostliny na 3% PEG a 6% PEG

A7

Obr. 11- Fotografie rostlin P. lanceolata 14 dni od pfesazeni na dana média, zleva- kontrolni
varianta, rostliny na 3% PEG a 6% PEG

4.4.2. Vliv osmotického stresu na obsah a spektrum rozpustnych endogennich sacharidiu
rostlin P. maritima a P. lanceolata

V nésledujici ¢asti prezentuji vysledky porovnéni reakce sacharidového metabolismu
glykofytniho druhu P. lanceolata a druhu halofytniho P. maritima na snizeni osmotického
potencidlu kultivaéniho média pomoci nepenetrujiciho osmotika PEG 4000 a takto vyvolany
osmoticky stres. Obsah a spektrum endogennich sacharida byly sledovany u vzorka pouzitych
pro stanoveni rastovych parametrti. Uspofadani a prezentace zjisténych dat v grafech je stejné

jako v predchozi kapitole.

52



Prvni odbér vzorkli (pryti) probihal po jednom dni od pfesazeni na experimentalni
média. V tomto odbéru nebyly ani u jednoho druhu jitrocele pozorovany signifikantni zmény
mezi jednotlivymi variantami. Mnozstvi sacharidi 1 jejich zastoupeni bylo ve vzorcich
jednotlivych druhii srovnatelné. Celkové mnozstvi sacharidl se prvni den signifikantné nelisi ani
mezi P. maritima a P. lanceotata (graf 7A a 7C). Lisi se zastoupeni jednotlivych sacharida, kde
jsou vysledky srovnatelné jako v experimentu se zasolenim. U P. lanceolata pievazuje frakce
RTOS, ktera tvoii ptiblizné 75 % spektra rozpustnych sacharida (graf 7D), u P. maritima tato
frakce tvofi priblizné 50 % (graf 7B). Tteti den dochazi u P. maritima k signifikantnimu
navyseni obsahu sorbitolu u varianty na 3% PEG. U varianty na 6% PEG dochazi pouze k
naristajici tendenci obsahu sorbitolu. Zadné pritkazné zmény nebylo mozné pozorovat mezi
variantami P. lanceolata. Ve 14. dni doslo navySeni sorbitolu u varianty na 6 % PEG u obou
druhti. Piekvapive se nelisi celkové mnozstvi sacharidit mezi variantami, a to ani v porovnavani
mezi vSemi odbéry u P. maritima (graf 7A). Pozorovany nartst sorbitolu je ve 14. dni
doprovéazen ubytkem glukdzy a frakce RTOS. Ve 14. dni rostliny P. lanceolata také zvySuji
mnozstvi sorbitolu v reakci na osmoticky stres (graf 7C). Je pozorovatelny trend zvySujiciho se

mnozstvi sorbitolu u variant na 3% 1 6% PEG.
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Graf 7A- Obsah rozpustnych sacharidi v prytech jitrocele Plantago maritima v zavislosti
na sniZeni osmotického potencialu média nepenetrujicim osmotikem. 0 — kontrolni varianta;
3 a 6 — varianty s ptidavkem 3%, respektive 6 % PEG 4000 do média Osa x: délka kultivace
jitrocele na danych médiich. Chybové usecky znazorfuji smérodatné odchylky pro celkové
sacharidy, odlisnad pismena nad sloupci znacCi statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
rozpustnych sacharidt, 0=0,05, n=5.
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Graf 7B- Podil rozpustnych sacharidua v prytech Plantago maritima v zavislosti na sniZeni
osmotického potencialu média nepenetrujicim osmotikem. Popis variant viz legenda grafu
TA.
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Graf 7C- Obsah rozpustnych sacharidi v prytech jitrocele Plantago lanceolata v zavislosti
na sniZeni osmotického potencialu média nepenetrujicim osmotikem. 0 — kontrolni varianta;
3 a 6 — varianty s piidavkem 3%, respektive 6 % PEG 4000 do média Osa x: délka kultivace
jitrocele na danych médiich. Chybové tsecky znazoriiuji smérodatné odchylky pro celkové
sacharidy, odlisna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil v obsahu celkovych
rozpustnych sacharidt, a=0,05, n=5.
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Graf 7D- Podil rozpustnych sacharidi v prytech Plantago lanceolata v zavislosti na
sniZeni osmotického potencialu média nepenetrujicim osmotikem. Popis variant viz legenda
grafu 7C.

4.5. Identifikace frakce RTOS

4.5.1. Identifikace frakce RTOS- inkubace vzorku s a-galaktosidazou

Vzorky obsahuji velké mnozstvi oligosacharidii "frakce RTOS", které jsou na
chromatogramu zobrazeny v reten¢nich casech mezi 10 az 13,5 min. Podobny retencni ¢as maji
I oligosacharidy rafinézové tady, tato skupina sacharidi navic byla v pouzivaném rostlinném
materidlu popsana (viz kap. 2.5.3. v literarnim Gvodu). Nejrychlejsim a dostatecné specifickym
ovétenim, zda se jedna o RFO, je inkubace vzorku s a-galaktosidazou. Pokud by byly ve vzorku
pritomny bézné¢ znamé RFO, a-galaktosidaza by méla odstépovat galaktdozové podjednotky.
Chromatogram puvodniho vzorku je na Obr. 12. Po inkubaci vzorku s a-galaktosidazou se
chromatogram vyrazné¢ nelisil od kontrolniho vzorku s pufrem ani vzorku s pufrem +
a-galaktosiddzou (Obr. 13 a 14), pouze se zménil tvar peaku v rete¢nich casech mezi 10-13,3
min. Pfedev§im ale nebyl pozorovan Zadny peak v oblasti kolem reten¢niho ¢asu 17,5 min, ktery
je retencnim Casem standardu galakoozy (viz Obr. 15). Identita frakce RTOS jakozto frakce

obsahujici cukry rafindzové fady tudiz nemohla byt potvrzena.
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Obr. 12- Chromatogram puvodni vzorek
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Obr. 13- Chromatogram vzorek s a-galaktosidazou a acetatovym pufrem
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Obr. 14- Chromatogram vzorek s acetatovym pufrem
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Obr. 15- Chromatogram standard galaktozy

4.5.2. Identifikace frakce RTOS - inkubace vzorku s invertazou

Jelikoz a-galaktosiddza neodsStépila Zadné galaktézové podjednotky, vzorek byl
inkubovan s kyselou invertdzou. Obr. 16 opét ukazuje chromatogram pivodniho vzorku, ktery
byl inkubovan s invertdzou. Na chromatogramu (Obr. 17) vzorku s invertazou je patrny narast
oligosacharidl okolo reten¢niho ¢asu 10,8 min. Naopak peak v retencnim ¢ase 12,6 min ziistava
po inkubaci vzorku s invertazou nezménén. Zmény v jinych sacharidech nejsou na
chromatogramech pozorovany. Bylo nutné ovéfit, zda peak v retenénim case 20,0 min, neni
fruktéza. Proto byl smésny vzorek zméfen i na jiné HPLC koloné (Pb?"), ktera déli fruktézu v
jiné oblasti nez na Ca?" kolong, kde s fruktézou komigruje artefakt z acetatového pufru (Obr.
18). Bylo zjisténo, Ze se fruktdza oproti plivodnimu vzorku nenavysila. Ani invertdzou tedy
nedochazi k uvolilovani monosacharidi, i kdyz ke zmé€ndm v oblasti frakce RTOS po tomto

Sté€peni dochazi.
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Obr. 16- Chromatogram pivodni vzorek
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Obr. 18- Chromatogram vzorek s acetdtovym pufrem

4.6. Zmény obsahu prolinu p¥i zasoleni v rostlinach P. maritima a P.
lanceolata

Obsah prolinu v rostlindch jitrocele P. maritima a P. lanceolata byl zjistovan po 14
dnech od pfesazeni na dand média. Pro experiment bylo pouzito 1/2 MS médium s pfidanim
NaCl pro dosaZeni koncentrace 100 a 200 mM NacCl stejné jako tomu bylo v experimentu
hodnocenému v kapitolach 4.3.1. a 4.3.2. Vyhodnocovany byly pouze nadzemni ¢asti rostlin. V
grafu 8 je mezi druhy jitrocele pozorovatelny, avSak nesignifikantni rozdil v obsahu prolinu. Se
zvySujicim se zasolenim je u P. lanceolata patrny trend ke zvySenému mnozstvi prolinu v

rostlinach. | rostliny P. maritima vykazuji trend zvySeného mnozstvi prolinu ve varianté
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200 mM NacCl. Nesignifikantni rozdily jsou zptisobeny pravdépodobné nizkym poctem vzork

s velkym rozptylem naméfenych hodnot.
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Graf 8-Mnozstvi prolinu v prytech jitrocele P. maritima a P. lanceolata v zavislosti na
zasoleni. Kontrola — kontrolni varianta; 100 mM NaCl a 200 mM NaCl: varianty s piidavkem
NaCl do média kontrola. Chybové tisecky znazoriuji smerodatné odchylky, odliSna pismena nad
sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, a=0,05, n=3.
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5. Diskuse

5.1. Experimentalni material a zpisob kultivace

Pro experimenty byly pouzity celistvé rostliny z rodu Plantago. Na zdklad¢ vybéru druhti
popsaném v 1. kapitole experimentalni ¢asti byly pro pokusy vyuzity nejprve tfi druhy jitrocele-
Plantago maritima a Plantago eriopoda jako druhy halofytni, a Plantago lanceolata
predstavujici druh glykofytni. Evoluce halofytl probihala v prostfedich vystavenych vétSim
koncentracim soli v pudé, a proto je jejich metabolismus piizptisoben zasoleni. Jednim z
duasledki zasoleni je omezeni dostupnosti vody pro rostliny, coz je ¢asty mechanismus plisobeni
i jinych abiotickych stresti (osmoticky stres, chlad). Experimentalni rostliny byly péstovany v
podminkach in vitro na tuhych MS médiich (pfipadné na jejich modifikacich). Tento zpusob
péstovani je velmi vhodny pro typy experimentt, které jsem provadela, nebot’ dovoluje cilené a
dobfe kontrolovatelné manipulace se slozenim médii (zdroj uhliku a energie, pfidavani NaCl
nebo PEG do média) i s podminkami kultivace. Nastavené¢ podminky kultivace vSech druhi
jitrocele v mé praci odpovidaly kultivaénim podminkam, které byly zvefejnény v publikaci Fons
et al. (2008). Jako vhodngjsi pro moji diplomovou praci se ukazalo byt péstovani rostlin ze
semen, nikoli vegetativni mnoZeni, pfedevs§im z hlediska vyssi ¢asové narocnosti vegetativniho
mnozeni. Nicméné vypracovand metodika mnoZeni z kofenovych segmentli vyuZzivajici
vybornou regeneracni kapacitu jitrocele je také dobie vyuZitelnd a vyhodné pfedev§im pro svou
nendrocnost a moznost regenerace velkého mnozstvi klondlnich rostlin bez pouziti ristovych
regulatori. V dostupnych védeckych publikacich se vzdy pouZivaji pro vegetativni mnoZeni
rostlin jitrocele rastové regulatory (Fons et al., 2008, Makowczynska and Golec, 2009), mé
vysledky ukazuji, Ze to neni podminkou. Pfi péstovani ze semen je vSak tieba pocitat s urcitou
heterogenitou mezi rostlinami. Coz mize byt divod, pro¢ jsou ve vSech experimentech pomérné

velké smérodatné odchylky.

5.2. Ovlivnéni ristovych parametrii a obsahu a spektra sacharidii v zavislosti
na ruzném zasobeni sacharidem

Rostliny v podminkéch in vitro maji vyrazné sniZzenou schopnost fotosyntézy, ktera je
dana zvlasté¢ nedostateCcnym pirisunem CO,. Péstovani rostlin v alobalem uzavienych
Erlenmayerovych batnkach je dobrym piikladem omezené schopnosti fotosyntézy, predevs§im

kvuli nedostatecné vyméné vzduchu (Shin et al., 2013). Co mozna nejtésnéjsi uzavieni je vSak
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nutné pro omezeni kontaminaci. Tim, Ze nedochazi k vyméné latek mezi rostlinou a prostfedim
(nebo pouze minimaln¢), jsou rostliny péstované in vitro odkazané na slozeni kultivacnich médii.
Obsah sacharidii v médiu je velmi zdsadni pro spravny rust a vyvoj rostliny. Jako nejcastejsi
zdroj uhliku a energie se pouziva do médii sacharoza, ktera je univerzalné rozSifena v celé
rostlinné isi. Kromé zastupct ¢eledi Rosaceae jsou rostliny z rodu Plantago dal$im ptikladem,
kdy je vedle sachardzy dilezitym fotosyntetickym a transportnim produktem cukerny alkohol
sorbitol (Klages et al., 2001; Pommerening et al., 2007). Pravé u téchto skupin rostlin bylo
opakované popsano, Ze i tyto sacharidy jsou obvykle srovnatelnym zdrojem uhliku a energie
v podminkéach in vitro (napt. Bilav¢ik et al. 2012, Rejskova et al. 2007). Pro rostliny rodu
Plantago podobné informace chybi.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda se rozdilné zasobeni sacharidem projevi na
rustovych parametrech a endogennich hladindch sacharidii, a zda se budou tyto parametry lisit
mezi jednotlivymi druhy jitrocele (zvlasté pak, zda budou rozdily mezi halofytnimi druhy a
druhem glykofytnim). V rostlindch P. eriopoda a P. maritima je na médiich se sacharézou a
sorbitolem vyss$i celkovy obsah sacharidii nez u P. lanceolata. Tyto vysledky jsou v souladu s
experimentem (Al Hassan et al., 2016), kde kontrolni rostliny halofyta (P. crassifolia a P.
coronopus) obsahovaly vétsi celkové mnozstvi sacharidli oproti glykofytnimu druhu (P. major).
Spektrum obsahuje stejné typy sacharidii na médiu se sachardzou i sorbitolem, tedy rostliny,
které vyuZzivaji sachardzu jako vyluény zdroj energie efektivné syntetizuji a hromadi sorbitol a
naopak. Kofeny naopak vykazuji opacny trend, ktery vSak neni v literatufe nikde
zdokumentovan. V této fazi byl pro dalsi experimenty z halofytnich druhd vybran P. maritima z
divoda vétsi podobnosti celkového habitu rostliny (uzsi listy) s glykofytnim druhem P.
lanceolata pro snadnéjsi porovnavani ristovych parametrii, a z divodi nutné redukce vzorki,
kvtli ¢asové limitaci pii méfeni sacharidi na HPLC.

Piekvapivy byl pozorovany, byt minimalni, rist kultur na manitolu jako jediném zdroji
uhliku a energie. Pro ovéfeni, zda rostliny jitrocele nejsou schopny alespon castecné
fotosyntetizovat, a tedy tento minimalni rast dotovat bez vyuziti manitolu, byla do experimentu
zatazena varianta, kdy byly rostliny pfesazeny na média bez ptidavku jakéhokoli sacharidu. I u
této varianty jsou pozorovany piirtistky, ale vzhled rostlin je vyrazné ovlivnén, jsou svétlejsi a s
minimem kotend. Jako vysvétleni pfirtstku se nabizi dvé mozné varianty. Prvni je, Ze si rostliny
po tiech tyden od vykli¢eni dokazi udé€lat dostacujici zdsoby sacharidii pro nasledny rust (kliceni
na médiu s 3% sachardzou) a pii presazeni na média bez sacharidového zdroje téchto zasob
vyuzivaji. Pravdépodobné by ale muselo dojit za del§i dobu k vycerpani téchto omezenych

zdroji. Ale po dobu mého experimentu (30 dni) k Gplnému zastaveni rastu nedoslo. V rostlinach
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byl nicméné detekovan pouze minimalni obsah sacharidi, u vSech tfi druhi jitrocele jsou hex6zy
pfitomné pouze v zanedbatelnych mnozstvich, podil sorbitolu v sacharidovém spektru je o néco
vysS§i nez je tomu u hexdz, obsah sachardzy pro obsahy na limitu detekce nebylo mozné spocitat.
Nejvétsi slozkou sacharidového spektra je frakce RTOS. Druhou a pravdépodobnéjsi moznosti,
pro¢ dochézi k pfirtistkiim rostlin jitrocele na médiu bez piidani sacharidu, je urcitd schopnost
fotosyntézy a vétsi vymeéna vzduchu mezi mikroklimatem v barice a vné&j$im prostiedim nez jak
bylo piivodné predpokladano z ditkazt u jinych rostlin (napt. Shin et al., 2013). Nebo se miize
jednat o kombinaci obou téchto moznosti. Pro ovéfeni, jak reaguji rostliny jitrocele na plné
fotoautotrofni kultivaci byly pouzity vicka Sun cap. Rostliny jsou diky vyméné vzduchu pres
filtry schopny fotosyntetitzovat, K nartistu Cerstvé hmotnosti vSak dochazi jen u rostlin P.
lanceolata a P. eriopoda, kde je rust srovnatelny na médiu se sorbitolem (u P. lanceolata i se
sacharozou), rostliny P. maritima na tento zpusob kultivace nereaguji srovnatelnym zptsobem.
Manitol neni vhodnym zdrojem energie ani pro jeden druh jitrocele. Manitol se chova
jako penetrujici osmotikum. Pro metabolismus manitolu pravdépodobné nemaji rostliny jitrocele
vyvinuty enzymaticky aparadt a nemaji tedy moznost jej utilizovat i pies to, Ze je strukturné
podobny se sorbitolem. Strukturni podobnost se projevuje napiiklad pifi nizké specifité
transportérti pro sorbitol (PmPLT1 a PmPLT?2), které dokézi transportovat i manitol (Watari et
al.,, 2004). Je viditelny negativni trend akumulace Cerstvé hmotnosti prytd vSech tii druhi
jitrocele na médiu s manitolem. PfirGstky jsou pravdépodobné dany ptedevSim akumulaci
manitolu v prytech nebo opét minimalnimi sacharidovymi zasobami (viz pfedchozi odstavec).
Akumulace je viditelnd na vysledcich obsahu a spektra endogennich sacharidi, kde manitol u P.
maritima i P. lanceolata navySuje celkovy obsah sacharidi a tvofi pfiblizn¢ 60-70 %
sacharidového spektra. Rust kofentll je na médiu s manitolem zcela nulovy. Obsah sacharidd (bez
manitolu) (u P. eriopoda a P. maritima) ptiblizné odpovida variantim rostoucim na mediu bez
pfidani sacharidu pod alobalem. Z téchto poznatkll lze uzaviit, Ze manitol neovliviiuje
vyznamnym zpisobem energetickou bilanci rostlin jitrocele a mize byt vyuZzit jako penetrujici

osmotikum pro podobné typy experimenti.

5.3. Vliv zasoleni, chladu a kombinovaného stresu

Vliv zasoleni na rtizné druhy jitrocele, at’ uz halofytni nebo glykofytni, je v literatuie
pomérn¢ Casto popisovan, avsak ne se zcela jednotnymi zavery (napt. Ahmad et al., 1979; Erdei

and Kuiper, 1979; Konigshofer; 1983; Koyro, 2006; Gil et al., 2011; Al Hassan et al., 2016).
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Rist vSech glykofyti a vétSiny halofyti je optimalni v nepfitomnosti stresu zasoleni.
V podminkach zasoleni je vSak rast ovlivnén vice u glykofyti. Vysledky mé prace vedou
k podobnému zavéru - glykofytni druh P. lanceolata byl testovanymi abiotickymi stresy obvykle
ovlivnén vice nez halofytni druh P. maritima.

Pii porovnavani dvou halofytnich druhtt P. maritima a P. coronopus s glykofytnim
druhem P. media bylo zjistény veliké rozdily ve schopnosti pieziti pii zvySujicim se zasoleni.
P. maritima se v tomto experimentu ukazal jako velmi odolny druh, ktery byl stale schopen rtstu
pii 300 mM NaCl (Erdei and Kuiper, 1979). P. maritimav mych experimentech byl schopen
bezproblémového ristu pii 200 mM NaCl, bez ovlivnéni rastovych parametri. V diskutované
préci ale druhy halofytni druh P. coronopus neptezil koncentrace soli vy$si nez 150 mM NaCl.
Velmi citlivy druh P. media v8ak nedokazal rast ani pti 75 mM NaCl (Erdei and Kuiper, 1979).
Jiny druh, ktery je povazovan za glykofytni, P. major, dokazal ptezit i velmi vysoké koncentrace
(do 800 mM NacCl). Oproti dvéma typickym halofytnim druhtim (P. crassifolia a P. coronopus)
ale vykazoval uz pti 200 mM NaCl vyrazné snizeni Cerstvé hmotnosti. Hmotnost pii 200 mM
NaCl odpovidala pouze 30 % hmotnosti kontrolni rostliny. Pfi vysSich koncentracich NaCl se
pak Cerstvd hmotnost dale dramaticky nesniZzuje (Al Hassan, et al. 2016). V mych vysledcich
neni Cerstva hmotnost ani hmotnost susiny halofytniho druhu jitrocele P. maritima ovlivnéna ani
100 mM, ani 200 mM NaCl, coZz odpovida vySe diskutovanym experimentim. U glykofytniho
druhu P. lanceolata byly zaznamenany rozdily po 14 dnech pusobeni 200 mM NaCl, kdy
dochazelo ke snizeni ¢erstvé hmotnosti. Odolnost P. lanceolata by tedy mohla byt srovnatelna
s P. major, na rozdil od P. media, které je vyrazngjsi citlivéjsi.

Prace uvedené v prvnim odstavci této kapitoly, ve kterych byl hodnocen sacharidovy
metabolismus, se shoduji v tom, Ze zvySujici se koncentrace soli v médiu ¢i v pid¢€ znamenaji
vy$$i akumulace sorbitolu v halofytnich druzich jitrocele. Pro halofyty byly obdobné vysledky
dosazeny i v mych experimentech. V prytech P. maritima se obsah sorbitolu pfi zasoleni
zvySoval. Bylo vSak zji§téno, ze se obsah sorbitolu zvySoval i v rostlinach glykofytniho druhu P.
lanceolata. Pti koncentracich 100 i 200 mM NaCl byl pozorovan signifikantni nartist obsahu
sorbitolu v prytech. V préaci (Al Hassan et al., 2016) jsou publikovany vysledky, kde se obsah
sorbitolu ani obsah celkovych sacharidi spolu se vzrlstajici koncentraci soli u glykofytniho
druhu P. major nelisi. Naopak v kofenech jsem nepopsala zadné zmény v obsahu sorbitolu ani
u jednoho druhu nedochézi. V mych experimentech byl pozorovan v kofenech trend ke zvyseni
obsahu frakce RTOS pfi vyssich koncentracich NaCl.

Soucésti mého experimentu byly i varianty, kdy na rostliny obou druhti bylo ptisobeno

snizenou teplotou v obdobi temné periody (tzv. no¢ni chlad). Rostliny P. maritima a
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P. lanceolata byly vystaveny no¢nimu chladu 10 °C po dobu tfi dnl. Pisobeni chladu po tfi noci
pravdépodobné pro rostliny jitrocele neptedstavuje vyraznéjsi zatizeni. Ristové parametry
nebyly chladem ani u jednoho druhu vyznamn¢ ovlivnény, pouze u rostlin P. maritima je mozné
vidét negativni trend akumulace biomasy oproti kontrolni varianté. RozSifeni P. maritima je
Siroké, avSak nejcastéji vyhledava stanovisté blizko mote nebo v okoli minerdlnich pramenti a
slanisek, kde se teplota udrzuje stabilni a neklesa k nule. V dostupné literatute byl popsan pouze
vliv teploty na kli¢eni semen P. maritima. Kli¢ivost je vyrazn¢ ovlivnéna v teplotaich mezi 7 a 11
°C, kdy dosahuje pouze 0-30 %. Kolem 90 % kli¢ivosti je dosazeno v teplotach mezi 17 a 21 °C
(Arnold, 1972). Informace o ovlivnéni obsahu sacharidii nebo sacharidového spektra u tohoto
druhu jitrocele pfi chladu jsou nedostate¢né. V mych experimentech nedoslo k ovlivnéni
sacharidi v kofenech, v prytech byl pozorovan signifikantni pokles obsahu sorbitolu po tfech
dnech chladu. VIiv chladu na rostliny P. lanceolata je jesté mirngjsi. Kontrolni rostliny se
od chladem oSetfenych lisily minimalné. Odlisnych vysledk dosahli (Smakman and Hofstra,
1982), kde byl rast prytu i kofent ve 13 °C P. lanceolata vyrazné snizeny oproti kontrolnim
rostlindm rostoucich pfi 21 °C. Zaroven se jak v kofenech, tak v prytech zvysil obsah
rozpustnych sacharidi, v mych vysledcich v prytech k signifikantni zméné po tfech dnech
nedoSlo, v kofenech byl pozorovan naopak klesajici trend celkového mnozstvi sacharidi a
signifikantni pokles mnozstvi sorbitolu. Odlisné vysledky mohou byt zpisobeny odliSnym
uspofadanim experimentd. Ve vySe popsaném experimentu byly rostliny vystaveny chladu
po dobu celych deseti dni. Mij experiment trval pouze tii noci, takze je mozné, Ze pii delSim
pusobenim chladu by se vice prohlubovaly rozdily.

Kombinace zasoleni spolu s nizkymi teplotami ovlivituje ristové parametry spiSe
halofytniho druhu P. maritima. Cerstva hmotnost varianty rostouci na 200 mM NaCl, na kterou
je pasobeno 3 dny no¢nim chladem, je snizena pfiblizn€ na polovinu kontrolni varianty. Zatimco
u P. lanceolata je zachovan podobny pokles cerstvych hmotnosti jako pfi ptisobeni samotného
zasoleni. V obsahu sacharidd u P. maritima je mozné pozorovat trend snizujiciho obsahu
celkovych sacharidii 3 den puasobeni kombinovaného stresu oproti variantam vystavenych pouze
zasoleni. Zda se tedy, ze nelze se stoprocentni jistou v mych experimentech tvrdit, Ze reakce
na kombinovany stres neni pouhym souctem reakei jednotlivych stresti a pro potvrzeni by bylo
nutné déle trvajicich experimenti. Nepodafilo se mi dohledat Zadné prace, které by se tykaly
jitrocele v souvislosti s kombinovanym stresem, ani kombinace chladu a zasoleni neni

dostatecné prozkoumanym tématem.
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5.4. Osmoticky stres

Pro vyvolani osmotického stresu bez zatizeni rostlin zvySenymi koncentracemi ionti,
jako je tomu u zasoleni, byl pro experimenty pouzit PEG 4000 (o molekulové hmotnosti
ptiblizné 4000). PEG funguje jako nepenetrujici osmotikum a znesnadituje rostlindm piijem
vody. Ovlivnéni jitrocele suchem neni pfili§ Castym tématem védeckych publikaci, hlavnim
zajmem je zasoleni. Ovlivnéni suchem bylo zjisStovano pouze u P. major, kde byl sledovan vliv
sucha na fotosyntézu. Pii nizSich vodnich potencidlech pady dochdzelo ke snizovani rychlosti
Cisté fotosyntézy (Mudrik et al., 2003). Prvni den v mych experimentech nebyla pozorovatelna
zadna akutni reakce (na Grovni ovlivnéni ristovych parametri ani sacharidového metabolismu)
na osmoticky stres ani u jednoho druhu jitrocele. Celkem piekvapivé byly zjistény signifikantni
rozdily tieti den u halofytniho druhu P. maritima, u kterého dochazi k poklesu ¢erstvé hmotnosti
1 hmotnosti susiny na médiu s 6% PEG oproti kontrole. Rozdily v ristovych charakteristikach
zjisténé 14. den v reakci na ménici se PEG jsou opét mezi obéma druhy jitrocele srovnatelné.
Stejné tak jako u ovlivnéni ristovych parametrli, nedochazi ani ke zméndm v sacharidovém
spektru a obsahu sacharidd 1. den vystaveni PEG. Reakce i v pozdgjsich dnech vystaveni PEG
jsou velmi podobné u obou druhti jitrocele. Po 14. dnech dochézi k vyznamnému nartistu obsahu
sorbitolu na 6 % PEG u obou druht jitrocele. U P. lanceolata je tato zména doprovazena i
celkovym zvySenim obsahu sacharidi v rostliné. U jinych druhu, kde je sorbitol také
mezi hlavnimi produkty fotosyntézy, byl zjistovan vliv sucha na sacharidovy metabolismus.
Naprtiklad u jabloné byl zvySeny obsah nestrukturnich sacharidi pozorovan po 15 dnech
vystaveni rostlin (Malus domestica Elstar) suchu. Za zvySeni obsahu sacharid je z nejvétsi ¢asti
zodpovédny sorbitol (Sircelj et al., 2005). Podobnych vysledkii dosahli i Wang et al. (1995), kde
byl pozorovan zvySeny obsah sorbitolu v reakci na zvySujici se vodni deficit. Reakce jitrocele je

tedy do urcité miry podobna reakcim dalSich druht disponujicim sorbitolovym metabolismem.

5.5. Identifikace frakce RTOS

Podstatnou cast sacharidového spektra Plantago maritima i P. lanceolata tvofi frakce
v mé praci nazvand "RTOS". Pii méfeni na HPLC je retencni Cas frakce mezi 10,0 a 13,5
minutou. Nejen, Ze se jedna o podstatnou slozku sacharidového spektra, pravdépodobné se jedna
1 o dilezitou slozku stresové reakce, protoze v experimentech, kde jsem se zabyvala vlivem

zasoleni na sacharidovy metabolismus, byl pozorovan vzristajici trend pfi oSetfenich s vy$$imi
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koncentracemi soli i pfi kombinovaném stresu. Mirny (nesignifikantni) pokles byl zjistén u obou
druhti jitrocele v prytech pfi plisobeni nizkymi teplotami. Retencni ¢as mezi 10 a 13,5 min je
charakteristicky pro oligosacharidy rafin6zové fady. V publikaci (Janecek et al., 2011) se autofi
zabyvali sacharidovymi zasobami v rostlinach liSicich se preferencemi ristu bud’ na vlhké nebo
suché louce. Do svého experimentalniho materialu zafadili i Plantago lanceolata. Zjistili, ze
Vv kofenech P. lanceolata se nachazi velké mnozstvi RFO a sorbitolu. Jedna se vlastné o jediny
dikaz ptitomnosti RFO v kofenech v rodu Plantago. Ostatni ditkazy o pfitomnosti RFO
v rostlinach jitrocele pochazi ze studii zasobnich latek semen, kde se vyskytuje trisacharid
planteosa (Rohrer, 1972), ktery ovSem neni fazen mezi tzv. tradi¢ni sacharidy rafin6zové
fady, i kdyz podobné jako v jejich pfipadé se jedna o galaktosylovany derivat sachardzy.
Na zakladé vlastné jediného literarniho zdroje o piitomnosti RFO u rodu Plantago jsem provedla
experiment, kdy byl sacharidovy extrakt, normalné€ pouzity pro meétfeni obsahu sacharidl
na HPLC, inkubovan s enzymem o -galaktosidazou. Stejny postup byl zvolen i ve vySe popsané
publikaci, kde byly identifikovany RFO v kotenech. Piekvapivym vysledkem vSak bylo, ze a-
galaktosidaza v mém vzorku neodStépila Zadné galaktézové podjednotky. Pokus byl dvakrat
zopakovan, vzdy se stejnym vysledkem, kdy byly pozorovatelné pouze zmény tvaru peaku
mezi 10 a 13,3 min a zmény zpusobené piidanim acetatového pufru do vzorku. Na zakladé
téchto vysledkli vSak musela byt zamitnuta hypotéza, ze frakce RTOS obsahuje sacharidy
rafindézové fady. Mij experiment a experiment (JaneCek et al., 2011) se liSil zplisobem méfeni
sacharidii a méticim systémem (HPAE-PAD - vysoceucinna aniontova chromatografie s pulzné-
amperometrickou detekci). Dal§im moznym zpisobem pfiblizeni se k identifikaci frakci RTOS
byla inkubace vzorku s kyselou invertdzou. Kyseld invertdza ve vzorku ale neodstépila Zadné
monosacharidy, doslo ke zméné peakti pro oligosacharidy okolo reten¢niho casu 10,8 min.
Kyseld invertdza mohla na$tépit oligosacharidy vysSich fada, které neni v nastavenych
parametrech systému HPLC mozné detekovat. Témito oligosacharidy vyssich fadii by mohly byt
fruktany, které invertaza dokaze $tépit. Kysela invertaza dokaze rozstépit vyssi fruktany na kratsi
molekuly ne vSak az na monosacharidy. Tuto reakci zprostiedkovavaji fruktosyltransferazy
(Bonnett and Simpson, 1993; Avigad and Day, 1997). Kratsi invertazou nastépené fruktany by
mohly byt divodem navyseni peaku v reten¢nim ¢ase 10,8 min. V publikaci (Koyro, 2006) byla
v kotfenech P. coronopus detekovana neznama sloucenina, kterd reagovala na vysoké
koncentrace soli. Zaujimala az 30 % sacharidového spektra. Je mozné, Ze v mych experimentech
se jednd o stejnou slouceninu, jako tomu bylo v tomto experimentu, a je mozné, Ze se tato
neznama sloucenina vyskytuje v rostlinach jitrocele univerzalné napfi¢ celym rodem. Dale se

budu vénovat identifikaci této slouCeniny (frakce) za vyuziti specidlnich kolon pro detekci
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oligosacharidt i biochemickymi metodami zalozenymi na castecné ¢i plné hydrolyze

oligosacharida.

5.6. Zmény v obsahu prolinu v reakci na zasoleni

Jak jsem se jiz zminila v literarnim uvodu, situace kolem kompatibilnich soluti
fungujicich pii abiotickém stresu v jitroceli neni zcela vyjasnéna a stile se kromé sorbitolu
uvazuje i s prolinem jakozto vyuzivanym kompatibilnim solutem rostlinami z rodu Plantago.
V dusledku téchto rozpori jsem provedla orientani experiment zaméfeny na obsah prolinu
v rostlinach P. maritima a P. lanceolata pti zasoleni. Vysledky i pfes to, Ze nejsou signifikantni,
ukazuji trend vzristu obsahu prolinu u zasoleni vystavenych rostlin jitrocele. Zvysujici se trend
obsahu prolinu je markantnéjs$i u P. lanceolata. Rozdil v obsahu prolinu mezi halofytnimi a
glykofytnimi druhy jitrocele je popsan i v dostupné literatufe. U P. maritima prolin neni
vyznamnéj$i slouceninou, jejiZ obsah by se vyraznégji reagoval v reakci rostlin na stres (Stewart
and Lee, 1974). Stejné tak i v praci (Ahmad et al., 1978) se mnoZstvi prolinu pfi zasoleni u P.
maritima vyrazné neméni. Z grafu v ¢lanku Ize vycCist pouze mirné€ zvySeny nartst prolinu
v koncentracich okolo 100 mM NaCl. Pii vyssich koncentracich (nad 200 mM NaCl) obsah
prolinu Klesal, dokonce i pod hodnoty kontrolni varianty. U jiného halofytniho druhu P.
crasifolia jsou vysledky velmi rozporuplné a neni zcela vyjasnéno, zda je prolin hlavni
slouceninou, ktera reaguje na zvysujici se zasoleni (Vicente et al., 2004; Vicente et al., 2005; Gil
et al., 2011; Al Hassan et al., 2016). V recentné publikovaném ¢lanku (Al Hassan et al., 2016)
jsou ziskané vysledky opacné oproti mym. Pfi porovnani glykofytnich a halofytnich druht
jitrocele bylo zjisténo, Ze pouze halofyty (P. crassifolia, P. coronopus) akumulovaly prolin,
zatimco glykofytni druh (P. major) nikoli. Vyrazné se ale 1isi koncentrace NaCl, ptie kterych
bylo téchto vysledkl dosazeno. Ja jsem pracovala s koncentracemi NaCl 100 a 200 mM, v této
praci jsou vyrazné akumulace prolinu u halofytnich druhti pozorovany az pti koncentracich 600
a 800 mM NacCl.
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6. Zavéry

e Efektivniho vegetativniho mnoZeni bylo dosazeno bez rastovych regulatora
z kofenovych segmentl, jedna se o velmi snadny zpusob ziskani velkého mnozstvi
klonalnich rostlin. Z divodi ¢asové narocnosti, vSak nebylo v této praci dale vyuzivano.

e Sorbitol a sachardéza jsou srovnatelnymi zdroji energie u vSech druha jitrocele
P. eriopoda, P. maritima i P. lanceolata. Halofytni druhy (P. eriopoda a P. maritima)
obsahuji celkové vy$$i mnozstvi rozpustnych sacharidd pfi ristu na médiu s 3%
sachardzou a s 3% sorbitolem nez glykofytni druh (P. lanceolata).

e Manitol, i pfes strukturni podobnost se sorbitolem, neni vhodnym zdrojem energie a
uhliku. V rostlinach se akumuluje a neni pravdépodobné dale vyuzivan.

e Glykofytni druh jitrocele citlivéji reaguje na zasoleni, zasoleni v koncentracich 200 mM
NaCl omezuje glykofytnimu druhu rast.

e Zasoleni zpusobuje jak v halofytnim, tak glykofytnim druhu akumulaci sorbitolu
Vv prytech, akumulace sorbitolu je pfi 200 mM NaCl doprovazena zvySenim 1 celkového
mnozstvi sacharidl u obou druhd.

e Piichladu je zaznamenan pokles obsahu sorbitolu v prytech u halofytniho druhu.

e Osmoticky stres pii pouziti PEG 4000 (6%) dtive ovlivituje halofytni druh (jiz po tfech
dnech snizeni Cerstvé hmotnosti), po 14 dnech je ovlivnéni PEG shodné u halofytniho i
glykofytniho druhu.

e Dlouhodobé pisobeni PEG (6%) zptsobilo u obou druhii zvySeni obsahu sorbitolu,
u glykofytniho druhu je zvySeni obsahu sorbitolu doprovazeno i zvySenim celkového
mnozstvi rozpustnych sacharidu.

e Ucast prolinu pii reakci jak halofytniho, tak glykofytniho druhu na abioticky stres
(zasoleni) nelze signifikantn€ potvrdit, je vSak velmi pravdépodobné u obou druhil
jitrocele.
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