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Abstrakt: Nizké teploty jsou na Zemi velmi roz§ifenym jevem. Rostliny, jakoZto sesilni
organismy, jsou jejich u€inkdm pfimo vystaveny. Lisi se pisobeni teplot nadnulovych (chlad)
a podnulovych (mraz). V priibé€hu evoluce se u rostlin vyvinuly rozli¢éné mechanismy, jak se
s pusobenim nizkych teplot vypofadat. Tyto mechanismy jsou dvojiho typu — avoidance a
tolerance. VyuzZiti téchto typi odrazi pivod rostliny. Rostliny mohou byt na nizké teploty
aklimatizovény, diky ¢emuZ dosahuji vys$si urovné odolnosti. U temperétnich rostlin je proces
aklimace uzce spjat s jinymi biorytmy a je ponejvice fizen fotoperiodou. Odolnost rostlin

k nizkym teplotam pfi svém vzniku t&sné€ souvisela s odolnosti k suchu.

Kli¢ova slova: aklimace, chlad, mraz, odolnost k nizkym teplotam, po$kozeni, stres,

temperatni rostliny

Abstract: Low temperatures are a wide-spread phenomenon on Earth. Plants, being
sessile organisms, are directly exposed to their effects. There is a difference between the
impacts of supra-zero (chill) and sub-zero (frost) temperatures. During the evolution various
mechanisms were developed in plants to cope with the influences of low temperatures. There
are two types of the mechanisms — avoidance and tolerance. The use of these mechanisms
reflects the origin of plants. Plants can be acclimated (hardened) to low temperatures and thus
they can reach a higher level of resistance. In temperate plants, the course of hardening is
tightly linked to other biorhytms and it is controlled mainly by photoperiod. The resistance of

plants to low temperatures was closely connected with the resistance to drought by its rise.

Key words: acclimation, cold, frost, injury, low temperature resistance, stress,

temperate plants



UvoD

Predkladané bakalaiska prace shrnuje poznatky tykajici se odolnosti rostlin k nizkym
teplotam. Jejim hlavnim cilem je ziskani dostate¢ného teoretického zakladu pro vypracovani
prace diplomové.

Prvni &ast je literarni reSer$i na dané téma, v ¢asti druhé se zabyvam metodickymi

postupy, které jsem jiZ zkuSebné provadeél.
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CAST PRVNI: LITERARNiI RESERSE

1. Rostliny a nizké teploty na Zemi

Rostliny jsou organismy poikilothermické — teplota jejich téla je podminéna teplotou
okolniho prostiedi. Jsou oviem schopné svou teplotu ¢aste¢né regulovat (v obou smérech).

Suchozemské cévnaté rostliny jsou dale eurythermni, zptsobilé pieZivat Siroké rozpéti
teplot. Rostliny poikilohydrické (n€které fasy, mechy, z cévnatych rostlin nékteré kapradiny,
z ojedinélych zéastupcl krytosemennych napt. Ramonda myconi, Myrothamnus flabellifolia),
rovnéz sucha semena, pylova zrna a spory jsou schopné prezit veskeré teploty vyskytujici se
na Zemi.

Pouze pod vodou a hloubéji v ptidé teploty kolisaji v pribéhu dne v uzkém rozmezi.
V blizkosti zemského povrchu dochéazi k dennim zménam, které mohou byt i letalni.

NejniZsi teploty se vyskytuji v centralni Antarktidé (kolem -90°C), v Grénsku a
vychodni Sibiti (az -68°C). Na 64% zemského povrchu je primérné roéni minimalni teplota
niz8i nez 0°C, na 48% povrchu niz§i nez -10°C, na 35% nizsi nez -20°C a na 25% niZ3i nez -
40°C. Jen na Y4 zemského povrchu se tak podnulové teploty viibec nevyskytuji, tzn. rostliny
nejsou nikdy vystaveny mrazu. Teploty pod 15°C (tedy chlad) se neobjevuji pouze
v nizinnych oblastech Amazonské panve, Konzské panve a jihovychodni Asie — celkem 6,6%
zemského povrchu (Sakai et Larcher, 1987).

Vyskyt nizkych teplot narlstd se zemépisnou Sitkou, nadmoiskou vyskou a

vzdalenosti od mofte.

2. Teplotni a radiacni bilance rostliny na stanovisti

Teplota rostliny je ponejvice ovliviiovana radiaci. Zbyvajici dva zpisoby tepelné
vymény (tj. kondukce a konvekce) se rovnéZ uplatiiuji, ale spiSe ve specifickych piipadech (o
kterych bude hovofeno niZe). Naproti tomu radiaéni vyména probihd po celych 24 hodin.

Rostlina absorbuje zafeni viditelné, ultrafialové a infraervené. UV i viditelné svétlo je



schopna degradovat na energii tepelnou (zejména pfi nadmérnych davkach zafeni, napf.
prostfednictvim xantofylového cyklu). RovnéZz je n€kdy schopna produkovat teplo
biochemickou cestou (alternativni oxidaza). Do okoli vyzatuji rosliny nékteré sloZky spektra
viditelného (hlavné v zelené a Eervené oblasti — dusledek excitaci a deexcitaci pigmentt) a
jako kazdé téleso s nenulovou absolutni teplotou také IR.

Ve dne vyrazn€ pievazuje piijem viditelného zafeni — teplota rostliny se postupné
zvySuje — Casto o né€kolik (8-10) stupiid pievySuje teplotu okolniho vzduchu. Toto je
nejvyrazné€jsi u duznatych plodi, sukulentnich €asti rostlin a kmenti stromd, jejichz teplota tak
miZe byt aZ o 15 K vys3i neZ teplota okolni (Sakai et Larcher, 1987 ). Pfizemni, riZicovité a
polstafovité formy se zahfivaji vice neZ rostliny vzpfimené. O poméru pohlceného a
odraZzeného mnoZstvi zafeni rozhoduje whel, pod nimZ paprsky na povrch dopadaji, tedy
vyska slunce nad obzorem.

V noci naopak rostlina teplo ztraci, hlavné vydejem IR do chladnéj$iho prostiedi. Za
klidné, jasné noci je povrch rostliny o 1-3 K chladné&;ji neZ okolni vzduch. I v noci ale mohou
rostliny ur¢ité mnoZstvi tepla ze svého okoli ziskat, napt. kdyZ na chladnéj$im rostlinném
povrchu kondenzuje vodni péra, ¢imZ se uvoliiuje latentni teplo, nebo vedenim tepla z pidy.

Pro 24 hodinovou tepelnou bilanci rostliny je tedy rozhodujici pomér délky dne a noci.

V tésné blizkosti povrchu rostliny se naléza tzv. hraniéni vrstva, nehybny vzduch,
jehoZ teplota je vy38i neZ teplota vzduchu okolniho. Hraniéni vrstva velice snizuje moznost
tepelné vymény kondukci nebo konvenci mezi povrchem rostliny a jejim okolim. Odpor
kladeny hrani¢ni vrstvou vzristé s jeji zvySujici se mocnosti. Ta zévisi na velikosti plochy
listu a jeho spojitosti — je tenéi, ¢im je list mensi a ¢lenit&jsi, je snizovana vétrem.

Nachazi-li se rostlina v porostu, je vystavena pomérné¢ mirn&j$im klimatickym
oscilacim, neZ kdyZ roste osamocené. V porostu totiZz rostliny ve vy$8i mife ovliviuji
mikroklima dané abiotickym prostiedim. Toto porostni mikroklima se nazyva bioklimatem.
Bioklima je rostlinami spoluvytvafeno tim vét§i mérou, ¢&im pocetn€j§i a propojené;si
rostlinstvo je. Husté zapojené porosty maji tudiZ bioklima nejvyrovnané;si.

Zapojeny porost se svym okolim komunikuje zejména pies tzv. aktivni vrstvu, ktera
pfiléha k povrchu porostu. V této vrstvé se zna€na ¢&ast prichoziho zateni méni v teplo, takZe
zde s velkou intenzitou probihd evapotranspirace. Dochazi zde tak k nejvét$im teplotnim
fluktuacim, aktivni vrstva je ve dne o né&kolik stuprii teplej$i a v noci o n€kolik stupriti
chladn&j$i nez interiér porostu. Uvnitf porostu jsou vertikdlni teplotni (ale i vlhkostni,
svételné, koncentrace CO,) gradienty, jejichz smér se méni s pfechodem den/noc. Uvnitt

porostu se &ast tepelné energie ve dne méni v teplo latentni (diky evapotranspiraci), v noci



naproti tomu dochazi k intercepci a kondenzaci vodni pary, pfi nichZ se toto teplo opét
uvolityje.

Stabiliza¢ni a pufra¢ni schopnosti z hlediska teploty ma rovnéz ptuda. Ve dne se pfi
povrchu zahfivd (mira zahfivani zavisi na vlastnostech putdy), teplo je odvadéno do
spodnéjSich vrstev. Tepelna vodivost pidy je zavisla zejména na jeji vihkosti a provzdu$néni.
VIlhké a utaZené piidy vedou teplo lépe. V noci je naopak teplo vedeno k ochlazujicimu se

ptidnimu povrchu, odkud je vyzafovano do okoli, pfipadné miiZze byt pohlcovano rostlinami.

3. Klasifikace rostlin podle vztahu k nizkym teplotam

Stuperl odolnosti rostlin k nizkym teplotdm odrazi jejich geografické rozsifeni, tj.
vyskyt, pfipadné absenci téchto teplot v jejich pivodnim pfirozeném prostiedi. V ramci
jednoho druhu se vyskytuje mezipopula¢ni variabilita, kterd miiZze davat vznik rizné tepelné
odolnym ekotyplim. Takovd rozriznénost zvySuje potencidl druhu k pfeZiti podminek
extrémnich, neobvyklych mrazt. Pfitomnost riznych ekotypt je typickd u druht s rozsahlym
aredlem zasahujicim rtizné zemépisné $itky. Napi. u Arabidopsis thaliana koreluje odolnost
k podnulovym teplotdm se zemépisnou $iikou, z niZ tyto rostliy pochazeji (Zhen at Ungerer,
2007).

Nejnizsi teplota, pti niZ jesté nedochazi k poskozeni rostliny, se oznacuje LT, naopak
nejvyssi teplota, pfi které jiz odumiraji vSechny vzorky nebo je dosazeno poskozeni
maximalniho, je LTgo. Pro srovnani odolnosti se nejéastéji uziva hodnota LTsy, tedy teplota,

pfi niZ odumiré pravé %2 po¢tu rostlin nebo nastava 50% poskozeni.

Podle odolnosti k nizkym teplotam lze rostliny délit na:

1. Rostliny citlivé na chlad

Jsou poskozovény i nemrazovymi teplotami, obvykle niZ§imi nez 10°C. Neé&které
druhy (cukrova tftina) nebo i vyvojova stadia (ryZe v kvétu) viak nesnaseji ani teploty pod
15°C. Ptipadné nemusi byt chladem poskozena celé rostlina, ale jen jeji ¢asti (napt. kvetouci
pSenice pii teplotach niZ$ich nez 3°C zastavuje vyvoj pylu v prasnicich). Riizné €asti rostlin

byvaji rizné citlivé. O dopadu chladu na rostlinu rozhoduje zéroveri i doba exposice - napf.



listy okurky vydrZi bez poskozeni pfi 10°C tyden, pti 8°C tii dny a pii 5°C jen n€kolik hodin
(Levitt, 1980).
Rostliny citlivé na chlad patfi ponejvice mezi druhy tropické a subtropické. Patii sem

né€které vyznamné plodiny jako ryZe, kukufice, sdja, raj¢e nebo bavinik.

2. Rostliny citlivé na mraz

Tyto rostliny postradaji toleranci k mrazu, uplatiiuji pouze mechanismy avoidance (viz
niZe). Vyskytuji se oby¢ejné na mistech, kde se mraz objevuje jen na né€kolik hodin denné, i
kdyz tfeba po cely rok (typicky na tropickych horach). Opét mohou byt citlivé nejen celé
rostliny, ale pouze n€ktera pletiva (napf. buiiky dfevniho parenchymu dievin mirného pasma).
Vedle druhd tropickych a subtropickych sem patfi i né€které druhy teplych

temperatnich oblasti.

3. Rostliny odolné viéi mrazu

Vykazuji toleranci k mrazu. Jde zejména o dieviny a byliny mirného a polarniho pasu.
Patfi mezi né nejodolnéjsi druhy — hlavné dfeviny borealni tajgy a vysokohorské a arktické
byliny, z nichZ né€které jsou schopny (v experimentalnich podminkach) piezit bez poskozeni i
ponoteni do kapalného dusiku (-196°C) nebo vodiku (-250°C) (Levitt, 1980).

4. Fyziologie poskozeni rostlin nizkymi teplotami

1. Poskozeni chladem

Nizka teplota zasahuje nejdiive membrany. Ty mohou u neaklimatizovanych rostlin
pfi vystaveni nizkym teplotdm (chladovy $ok) prechazet z faze tekutého krystalu do faze gelu.
V tomto ohledu jsou nejcitliv€j§i thylakoidni membrany chloroplastli a plasmalema
(Smallwood et Bowles, 2002) Zmény v membrané pak ovliviluji proteiny s membranami
asociované, mezi néZ patii i kli€ové enzymy energetického metabolismu. Prvnimi pfiznaky
chladového 3oku tak byvaji zejména zastaveni proudéni cytoplasmy (pfimo zavislé na

dostate¢ném poolu NTP), sniZeni intenzity fotosyntézy a naopak zvySeni respirace, kterym se



rostlina snaZi navysit v butice obsah dostupné energie, z niZ jsou hrazena opatfeni smétujici
k napravé poskozeni a preziti rostliny (Levitt, 1980).
Nizka teplota méa rovnéZ vliv na aktivitu a sekundarni strukturu enzymd, véetné téch

podilejicich se na genové expresi, a na stabilitu nukleovych kyselin.

Vliv na membrany a proteiny

Fazovy ptechod membrany zpisobuje jeji pravideln&j$i uspofadani a kontrakci, kvili
¢emuz se méni jeji propustnost. Dochazi k masivnimu vyliti iontd (zejména K*) z bungk.
Otvirani a zavirani iontovych kanald souvisi se stavem membrany. Iontové kandly vSak
pravdépodobné nereaguji pfimo na né&jakou teplotu, ale spiSe na rychlost zmény teploty
(Smallwood et Bowles, 2002).

Kontrahovani membrana je méné permeabilni pro malé molekuly, a2 o '/3 kles4
propustnost pro vodu. Dochazi ke zhor$eni absorpéni funkce kofend, a tim k dehydrataci.

Fazovy ptfechod nemusi prob&hnout vcelé plasmalemé najednou. To je dano
pfitomnosti riiznych funk&nich okrski membrany, které se lisi sloZzenim (napf. lipidové rafty
s vy$8§im zastoupenim delSich a nasycenych mastnych kyselin jsou méné fluidni). Pfi takové
nerovnomérné kontrakci miZe pak dochdzet v membrané ke zlomim, které se nemohou
zacelit, pokud membrana setrvava ve fazi gelu. Vyskyt zloml miZe byt dale zvy$ovan vlivem
dehydratace. Vytvafeni zlomd je velmi pravdépodobné zejména v mistech integralnich
proteind. Vlivem chladu a dehydratace dochazi k zeslabovani hydrofobnich interakci mezi

molekulami proteinti a lipidd, takZe je zde membrana vazéna k lipidim méné pevné.

Vliv na fotosyntézu

Na chlad jsou velmi citlivé fotosyntetické struktury. Vlivem nizkych teplot dochézi
k inhibici komplexu rozkladajiciho vodu (OEC), separaci pigmentproteinovych komplexi a
sniZeni aktivity enzymi fotochemické i syntetické ¢asti fotosyntézy. Napt. u Pinus sylvatica
v zim¢ je asimilace CO, téméf nulova (Ensminger, 2007).

Pokud se spole¢né s nizkou teplotou vyskytuje vysoka ozatenost (napf. alpinské
rostliny), dochazi k poskozeni fotosyntetického aparatu svétlem — fotoinhibici. Je zapfi€inéna
tim, Ze pfi nizké teplot¢ enzymy zajistujici pfeménu svételné energie absorbované
fotosyntetickymi pigmenty nepfevadéji tuto energii dostate¢né rychle v energii chemickou.

Muze tak dochazet k oxidaci fotosystémi (hlavné PS II, ktery si dopliiuje elektrony z fotolyzy



vody — OEC je nizkou teplotou inhibovan). Vlivem fotooxidace mohou v buiice vznikat
nebezpeéné ROS (reaktivni formy kysliku).

V reakci na chlad se méni pomé&r vyuziti zachycené svételné energie. Ta miize byt bud’
zpracovana fotochemickymi reakcemi, pfeménéna na teplo (xantofylovy cyklus) nebo zpétné
emitovana deexcitaci pigmenti (fluorescence).

V listech zdravych rostlin je za optimalnich stabilnich podminek asi 80%
absorbovaného svétla vyuZito ve fotochemickych reakcich, 15% disipovano jako teplo a jen
kolem 5% emitovano fluorescenci. Fluorescence probihd z velké vétSiny na PS II, které maji
rozsahly svétlosbérny systém s velkym mnoZstvim molekul chlorofylu a (Ducruet, 2006).

Fluorescence je minimalni (Fo) u listi adaptovanych na tmu. Ve tmé jsou vSechna
mista Qs fotosystému II voxidovaném stavu, tim padem mohou pfijimat elektrony
(uvoltiované z excitovaného chlorofylu) a pfevadét maximum absorbované energie do
fotochemickych reakci.

Naopak pfi saturaci svétlem dochazi k vysyceni vech Q4 mist (tedy jejich redukci) a
energie absorbovana nad tuto kapacitu musi byt odvadéna jinak, fluorescence je za danych
podminek maximalni (Fp). Rychlost reoxidace Qa mist je tedy kli€ova. Rozdil Fy a Fy je
maximalni vytéZek variabilni fluorescence Fy.

Pomér Fy/Fy tak poskytuje informaci, kolik z maximélni moZné fluorescence je
realizovano emisi aktualni, tedy nepfimo i do jaké miry je vysycena kapacita fotosyntetickych
pochodii. Fluorescence je nejvys$si kolem teploty fazového pfechodu thylakoidni membrany
(Ducruet, 2007).

Vliv na respiraci

Respirace se béhem poskozeni nejen zvySuje ve své intenzité, ale také se méni pomér
mezi respiraci aerobni a anaerobni. Anaerobni pribé&h zadind ptevladat. (Naproti tomu u
rostlin k chladu resistentnich nebo otuzilych se pfi nizkych teplotach uplatiiuje rostouci mérou
pentosofosfatova draha) (Guy, 2003).

V disledku nedostatku ATP a poklesu aktivity enzymii vyznamné pfevazuji
katabolické reakce nad anabolickymi. Dochazi k amylolyze, §tépeni bilkovin, které jsou
v nedostateéné mife resyntetizovany. Na grafu zavislosti rychlosti enzymatické reakce na
teploté se u na chlad citlivych rostlin objevuje vyrazny zlom. Za timto zlomem klesé rychlost
se snizujici se teplotou rychleji neZ pfed nim. Stoupa aktiva¢ni energie enzymi. Mize

dochazet i kchladové denaturaci proteini, kdy zeslabeni hydrofobnich interakci
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v sekundérnich a vy38ich strukturach proteinu koné¢i zménou konformace proteinu (Levitt,
1980).

V zévére¢né fazi téchto procesi rostlina umira na ,,vyhladovéni*.

2. Poskozeni mrazem

Pusobeni mrazu vyvolavd poskozeni jednak nizkymi teplotami, za druhé jevy
spojenymi s tvorbou a pfitomnosti ledu v rostlinném téle.

Utinky nizkych teplot jsou podobné jako u chladu, tedy hlavné vliv na membréany a
enzymovou aktivitu.

Led miiZe byt v rostlinach lokalizovan dvojim zptisobem:

Led intracelularni

Tvorba ledu uvnitf buriky je vZdy letalni. Zfejmé& dochézi k mechanickému poskozeni
bunéénych struktur ledovymi krystaly. Pouze v experimentalnich podminkich byla
pozorovana tvorba submikroskopickych ledovych krystalki v cytoplasmé (pfi
pseudovitrifikaci, viz niZe), ktera nezpisobila poskozeni buriky (Levitt, 1980).

Intracelularni led se v pfirodnich podminkach vytvéfi ziidkakdy. Bud’ pti prudkém
ochlazeni bun€k nebo spontinni nukleaci podchlazeného obsahu buné€k. K prvnimu piipadu
dochazi udajné (nikdy to nebylo zcela potvrzeno) u dfevin pfi jevu nazyvaném ,,sunscald*: je-
li v zimé& slune¢né pocasi, pak na ozafené stran¢ stromu stoupa teplota rostliny — vétvi, kmene
— o né€kolik desitek stupiii nad teplotu vzduchu. Pokud je v3ak slunce nahle zastinéno
oblaénosti nebo jinou ptekdzkou, poklesne teplota rostliny velice prudce, coZ mize vést az
k tvorbé ledu uvnitf buné€k.Rychlost poklesu se uvadi né€kolik (6-8) stupiiti za minutu (Levitt,
1980).

Led extracelularni

Tvofi se v apoplastu. Jeho vznik pfinasi rostlin€ celou fadu stresovych disledki.

Led zaéina krystalizovat na nuklea¢nich centrech. MiZe jit o nékteré makromolekuly,
strukturni motivy povrchi, prachové ¢astice apod. Bakterie Erwinia hubicola a Pseudomonas
syringae produkuji latky, které rovnéZ pisobi jako nukleétory.

Nukleace mize byt homogenni, kdy se v kapaliné tvofi nukleacni centra spontanné

(kazda kapalina je charakteristickd ur¢itou teplotou, pfi niZ u ni dochézi k homogenni
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nukleaci — voda: 235 K). K heterogenni nukleaci dochazi v kapaliné na nukleaénich centrech
nevzniklych v této kapaliné.

Zatatek nukleace se manifestuje jako nahlé zvySeni teploty (pfi fazovém ptechodu se
uvolni skupenské teplo tuhnuti) — exoterma.

Casti rostlin mohou promrzat kontinuilné — jde pfedeviim o pletiva s jednotnou
stukturou, napf. jen jedinym bun&&nym typem. KdyZ zde nukleace zapoc¢ne, §iti se viesmérné
a rovnomérné celym pletivem. Exoterma je jedind, s Sirokym peakem.

Sekvenéné promrzaji napf. organy s vodivymi pletivy. Nukleace zaind pravé ve
vodivych (xylémovych) elementech a $ifi se podél nich do okolnich pletiv. Roztok
v tracheach a tracheidach ma zroztokl v rostlin€ nejvy3§i hodnotu bodu tuhnuti.V tomto
pfipadé€ se objevuje exoterem né€kolik.

Diskontinualni promrzani se projevuje na urovni celych velkych &asti rostlin (vétve),
obsahujicich mnoZstvi rizn€¢ uspofaddanych bunéénych typid. Jednotliva pletiva se v teploté
promrzani i vyraznég li§i, nukleace na sebe bezprosttedné nenavazuje.

Led piisobi na rostlinu jednak termodynamicky, jednak mechanicky.

Termodynamické plsobeni spo¢iva v tom, Ze nad povrchem ledu je tenze vodni pary
niz$i neZ nad povrchem roztoku v burice, v diisledku ¢ehoz dochézi k difuzi vodni péry pies
plasmatickou membranu z buiiky na led. Toto probiha do ustanoveni rovnovahy.

Pfimé po3kozeni mrazem se vyskytuje zejména u bun€k velkych a s velkym obsahem
vody, kdy je rozdil vodniho potencialu cytoplasmy a ledu tak vysoky, Ze dochézi k poruse
permeability membrany az vyliti buné€ného obsahu.

K mrazu tolerantni buiiky jsou tvorbou ledu dehydratovany, protoplast mize
v disledku ztraty vody zmensit sviij objem aZ o '/3 . Vodni poméry v buiice b&hem

dehydratace popisuje vztah podle Gusta et al. (1975):
Lt=Lo*AT/T+K,

kde Ly je puvodni obsah vody v buiice, Lt obsah vody v burice pfi teplot¢ T (tedy po
dehydrataci), ATy, pokles bodu tuhnuti bunééné §t’avy a K obsah vazané, tedy nezmrznutelné
vody. Poskozeni pfi mrazu je tedy vyvolano zejména sekundarné — dehydrataci.

Dehydratace zpusobuje vzestup koncentrace solutd v bunééné 3$tav€. Vysoké
koncentrace zejména iontii (anorganickych kationti a aniontd organickych kyselin) mohou

pusobit toxicky, pfipadné ovliviiovat vlastnosti membréan a konformaci proteind.
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Nejmarkantnéj$i je opét dopad na membrany. Ty mohou v disledku dehydratace a
nizké teploty pfechdzet do hexagonalni II faze, v niZ pozbyvaji lamelarni struktury. To
samoziejmé ovliviiuje strukturu membranovych proteini. Dochéazi az ke ztrat¢ nékterych
proteini z membrany. Pfi zmrazeni na poSkozujici teploty byly u bunék takto zasaZenych
rostlin nalezeny oblasti membran zcela prosté proteini.Pfedpoklada se, Ze takovéto poskozeni
je neobnovitelné (Sakai et Larcher, 1987).

ZmenSeni objemu buriky sleduje plasmalema rovnéZ zmeénou velikosti. U
neaklimatizovanych bun€k dochazi k endocytické vesikulaci, kterd je irreversibilni
(Smallwood et Bowles, 2002). Pii zvySeni teploty, tani a rehydrataci protoplastu neni
membrana schopna kompenzovat naristajici objem buiiky a dochazi k lyze.

V aklimatizovanych rostlindich naopak pfevlddd exocytickd extruse reversibilni
v hypotonickém roztoku. Aklimatizované builky tak mohou pfi otepleni Uspé$né obnovit
turgor (Smallwood et Bowles, 2002).

RovnéZ u aklimatizovanych bun€k vznikaji tzv. ,fracture jump lesion“. Ty vSak jiz
maji charakter po3kozeni. Jde o propojeni cytoplasmatické membrany s membranami
vnitrobunéénymi (napf. endoplasmatické retikulum, organely). Pfedpoklada se, Ze vznikaji
provazanim lipidovych molekul riznych membran, kdyZ jsou tyto membrany v hexagonalni I1
fazi (Guy, 2003).

Moznosti, jak (alespoii c&aste¢né€) zachovat puvodni velikost cytoplasmatické
membrany, muizZe byt Ccast€j§i propojeni plasmalemy sbunéénou sténou (integralni
membranové proteiny se vaZou na proteiny bunééné stény). Pfi zmenSeni objemu protoplastu
pak tvofi ¢ast membrany Hechtova vldkna.

Pii letalnich teplotich se nevratné méni sloZzeni membran. Aktivitou fosfolipazy D
dochazi ke $té€peni fosfatidylcholinu, ¢imZz v membrané vzristd zastoupeni kyseliny
fosfatidové (Sakai et Larcher, 1987).

Mechanické ptisobeni ledu mé piivod v objemovych zménach — intercelularni prostory
se zapliiuji ledem a tim se zvétSuji, zatimco protoplasty a celd pletiva se v dusledku
dehydratace smrit'uji. Tim ¢asto vzniké vyrazné pnuti.

Na urovni bun€k dochazi napf. k mrazové plasmolyze, kdy vznikd led mezi
plasmalemou a bun&nou sténou. Smrst'ujici se protoplast je obklopen ledem. Propojeni
membrany s buné¢nou sténou je zachovano, tvoii se Hechtova vldkna znama z ,,normalni*
plasmolyzy (Levitt, 1980).

,»Frost splitting* znamé u dfevin je dal$im ptikladem mechanického pisobeni ledu. Na

kmenech a vétvich se pfi silnych mrazech otviraji podélné praskliny (,,frost cracks®) vedouci
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od stfedu organu k borce. Na jednom kmenu muZe byt soucasné né€kolik prasklin. Pfi otepleni
a rehydrataci se uzaviraji a mohou se zacelit, pfi opétném mrazu se znovu rozsifuji (Guy,
2003).

Mira poskozeni rostlin mrazem zavisi na délce exposice. Pti kratkém vystaveni mrazu
(v fadu dnl) se poskozeni s €asem nemeéni, avSak po del§i dobé (desitky dni) postupné
vzrustd. U pln€ aklimatizovanych temperatnich rostlin k vyrazné€j§imu poskozeni dochézi az
pfi n€kolikamési¢ni exposici mraztim v fadu desitek stupiiti Celsia.

Opakované kratkodobé zmrzani a tani zvySuje teplotu, pii niZ se poskozeni objevi.

Ke vzniku poskozeni ziejmé dochédzi pti vymrzéni, ve zmrzlém stavu se miZe
poskozeni pravdépodobné pouze stupiiovat (ale nejspise ne vznikat). Dalsi poskozeni se muze
vyskytnout béhem rehydratace pfi tani nebo i n€kolik dnd po uplném roztati (Levitt, 1980).

Cim je zpisobena smrt nasledkem nizkych teplot (u aklimatizovanych tolerantnich
rostlin), neni vZdy zcela jasno. N&kdy se na zdznamu teploty objevuje druhé exoterma (znaéné
niZ$i neZ prvni), kterd zna€i promrznuti protoplastu. Jind teorie fik4, Ze zvySeni teploty je
déno teplem uvolnénym agregaci proteinti denaturovanych extrémni hydrataci. Pfi¢ina mozna
tkvi v odstranéni ¢asti vazané vody pfi nizkych teplotach. Rovnéz 1ze prfedpoklédat nevratné a

s Zivotem neslucitelné zmény ve struktufe a sloZeni membrén.

5. Mechanismy odolnosti

wewr

borealni dfeviny, nejcitlivéjsi druhy z niZin vnitinich tropt. Rizné odolné jsou ale i jednotlivé
asti rostliny. Zna¢né citlivé jsou podzemni organy. Pieziti dfevin je mnohokrat uréeno
odolnosti kofenli. Naopak pryt je znaéné odolné&jsi. Nejcitlivéj$i k nizké teploté jsou
reprodukéni organy, coZ je dano energetickou naro¢nosti procesii v nich probihajicich (u
rostlin kvetoucich brzy na jafe bylo prokdzéno zvySovani teploty rozmnoZovacich organt
diky efektu parabolického zrcadla vytvafeného kvétnimi obaly). Suché semena ztraceji svou
vysokou odolnost pfi kli¢eni, semenatky jsou (podobné jako v mnoha jinych ohledech)
jednou z nejcitlivéj§ich vyvojovych fazi. Nejodolnéj$imi organy byvaji pupeny (hlavné
axilarni, apikalni pupen je odolny o néco méné) a stonkové ¢lanky. Z pletiv je nejodolné;jsi

kambium (Larcher).
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Vétévky odolnych rostlin, nejdiive pomalu ochlazené na -15 az -0°C (neposkozujici
teplota) a ponechané na té€chto teplotach do ustaveni rovnovahy mezi extracelularnim ledem a
roztokem uvnitf bun€k, pak ptezily pfimé ponoieni do kapalného dusiku nebo i vodiku.

Teplotu kapalného dusiku pfezivaji vzimé i jehlice Pinus strobus ochlazované
rychlosti 3°C za hodinu (Levitt).

Odolnost k nizkym teplotdim je ziskdvdna v procesu aklimace (viz niZe). Ta je
vyvolavéana vystavenim rostliny nizkym neposkozujicim teplotam, vhodné fotoperiodé, mize
byt spousténa i suchem. V reakci na exposici t¢mto podminkdm se spoust&ji adaptivni
mechanismy vedouci k navozeni takové situace v rostling€, ktera ji umoZni vypofadat se

s nizkoteplotnim stresem.

Rozpoznani nizkych teplot

Aby mohly rostliny na jakykoli stres adekvatné zareagovat, musi byt nejdiive schopny
jej rozpoznat a vyhodnotit.

Piedpoklada se, Ze ,tuhnuti“ membrany muze spoustét expesi genl regulovanych
nizkymi teplotami (Chinnusamy, 2007).

Vlivem nizkych teplot dochazi k naristu koncentrace vapenatych kationtt
v cytoplasmé. Pfitokové kanaly pro Ca** v plasmatické membrang jsou spoustény rychlym
poklesem teploty (Smallwood at Bowles, 2002). Pii chladovém stresu tak rychlost pfitoku
Ca® odpovida rychlosti sniZovani teploty. ZvySeni koncentrace Ca’* je spoletnym
mediatorem signald o rozli¢ném stresu, pokaZzdé je ale jinak vyhodnocovéno. Interpretace je
zfejmé zavisld na rizné lokalizaci, intenzit¢ nebo frekvenci nartistu koncentrace. Vyssi
koncentrace Ca’* je nezbytna pro spusténi COR (,,cold regulated*) gent.

Rovn&Z zvyseni obsahu ABA a tvorba ROS ovliviiuje koncentraci Ca®*. ROS mohou
také pfimo plsobit na proteiny citlivé na redox potencial (transkrip¢ni faktory, proteinkinazy),
které tim méni své chovani (Chinnusamy, 2007).

U Arabidopsis thaliana je 4 az 20% geni COR. Vlivem aklimace se v rostlin€¢ méni
(vesmés stoupd) 75% metabolitt (z celkem 497 zjisténych metaboliti) (Guy, 2008).

Na chlad odpovidaji zejména CFBs (,,C-repeat binding factors* neboli ,,dehydration
responsive element-binding protein 1s“ = DREBIs), coZ je rodina transkripénich faktord,
které vaZou cis-elementy v promotoru COR genti.

Jako regulatory (represory) genové exprese rovnéZ pisobi microRNA a short

interferring RNA. COR geny totiz koduji vedle velkého mnoZstvi transkripénich faktorti
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relativné malo regulatord transkripce (u Arabidopsis thaliana jen asi 7% COR gent

(Chinnusamy, 2007)), tudiZ je ve zvySené mife vyuZivana regulace pomoci miRNA a siRNA.

Odolnost k chladu

Opatieni sméfuji hlavn€ k ochrané membran. DileZité je udrZeni membrany ve fazi
tekutého krystalu, dochazi tedy ke zménam vedoucim ke sniZeni teploty fazového pfechodu
membrany. V membrané se velmi zvySuje zastoupeni kratkych a nenasycenych mastnych
kyselin. U neaklimatizovanych na chlad citlivych rostlin miZe naopak mnoZstvi takovych
latek klesat (Levitt, 1980), €imzZ se jesté vice snizuje fluidita. Zmény ve sloZeni jsou zvlaste
vyrazné u plasmalemy a membran semiautonomnich organel a probihaji ponejvice v nové se
tvoticich, vyvijejicich a nedospélych pletivech. Mezi nenasycenymi mastnymi kyselinami se
nejvice uplatiiuji kyseliny vicenenasycené, tedy ty s nékolika dvojnymi vazbami v molekule,
hlavné linolovéa a linolenova. Dal§imi latkami zvySujicimi fluiditu membran jsou steroly,
jejichZ obsah v prib&hu otuZovani rovnéZ vzrista (Smallwood et Bowles, 2002).

Desaturace mastnych kyselin s sebou ovSem nese i jistd rizika. Nenasycené mastné
kyseliny jsou kvili pfitomnosti dvojnych vazeb nachylné&jsi k oxidaci. Mohou tak vznikat
nebezpe¢né a reaktivni peroxidy, z nichZ se nékterymi cestami mohou vytvaiet ROS nebo
mohou byt oxidované mastné kyseliny ve zvy$ené mife degradovany. (Sakai et Larcher,
1987). Proti oxidaci mastnych kyselin pisobi nékteré enzymy, napt. glutathion peroxidazy,
jejichz aktivita ale miiZze byt z diivodu nizké teploty sniZena, a antioxidanty (napf. chinony,
karotenoidy, a-tokoferol, askorbat). Aby k oxidaci nedochazelo, zvySuje se redukéni charakter
prostiedi uvnitf buiiky zvySenou syntézou proteini s velkym mnoZstvim sulfhydrylovych
skupin (zbytky cysteinu).

Dvoji tlohu ma v odolnosti proti nizkym teplotim enzym fenylalaninamoniumlyaza
(PAL). Hladina PAL je pfi nizkych teplotach vyssi, za nizkych teplot se totiz mnohem
pomaleji odbourava, nez je syntetizovana. PAL stoji na po¢atku tvorby fenylpropanoidnich
latek, tedy prekursorti ligninu a suberinu, které zvySuji odolnost bunéénych stén. U
fotosyntetizujicich buné€k se navic vlivem vysokého obsahu PAL tvoii hodné kyseliny trans-
skoficové, jejiZz estery se ukladaji do vakuoly. Zde slouzi jako substraty pro regeneraci
vakuolarni peroxidazy. Pisobi tedy rovnéZ jako obrana pied u€inky ROS (Adamkova et al.,
2006).
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Aby nedochazelo vlivem sou€asného pisobeni vysoké radiace a nizkych teplot
k fotoinhibici, sniZuje se u stdlezelenych rostlin v butikich hladina fotosyntetickych
pigmenti. Stoupa pomér VAZ/Chl, tedy relativné se zvySuje zastoupeni xantofyld icastnicich
se disipace energie v podob¢ tepla v xantofylovém cyklu proti ostatnim karotenoidim a
chlorofylu.

V prub&éhu aklimace se zvySuje schopnost reoxidace Qa, miZe stoupat syntéza
alternativni oxidazy (Bravo et al., 2007).

Rovnéz stoupa obsah né€kterych proteini, které funguji jako ochrana pfed svételnym
stresem. Napf. u Rhododendron catawbiense je obsah ELIP (,early light-induced protein®)
v zim€& 5-8krat vy3$i nez na konci 1éta. ELIP je integralni protein thylakoidni membrany. Je
schopen vézat volné molekuly chlorofylu a i b a tudiZ zabrafiovat disledkim fotoihhibice
(Peng et al., 2008).

Rozpustné enzymy s uzkym teplotnim optimem jsou nahrazovany tolerantn&j$imi
isozymy, pfipadné miZe stoupat koncentrace téchto termolabilnich enzymi. Nové

syntetizované enzymy maji proti ptivodnim nékdy sniZenou hodnotu Michaelisovy konstanty
(Km).

Odolnost k mrazu

Odolnost k mrazu je v podstaté trojiho druhu. Prvnim zpiisobem je snaha rostlin viibec
se nevystavit mrazovym teplotdim. Ve druhém piipadé sice rostliny zakouseji podnulové
teploty, nicméné nejsou vystaveny disledkim tvorby extracelularniho ledu ve svém téle.
Poslednim typem je odolnost vii¢i tvorbé extracelularniho ledu a s tim spojené dehydrataci.

V prvnich dvou ptipadech jde o mechanismy avoidance, posledni zpiisob je toleranci k mrazu.

Mechanismy avoidance

Avoidance (vyhnuti se) mrazu je typickd hlavné pro rostliny, které nejsou mrazu
vystaveny nepieru$ené dlouhodobé (nejvice n€kolik hodin), i kdyZ se mraz miZe vyskytovat
opakované ¢i pravideln€é. Tedy rostliny tropickych hor nebo pfi nahodilych mrazech na
zaCatku a konci vegetaéniho obdobi u rostlin v temperatu. Nicméné né€které avoidantni
mechanismy jsou charakteristické pro ur€itd pletiva rostlin temperatnich a jiné mechanismy

neZ avoidanci tato pletiva ani nevyuzivaji.
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1. Mechanismy zmiriujici mraz. Mezi takovéto mechanismy patii
isolace Zivych pletiv a rizné cesty ziskavani tepla.

Isolace citlivych organi skyta O¢innou ochranu zejména pfed radiaénim mrazem.
NaleZi sem nyktinastické pohyby kvéth a listl, zakryvaji se tak rozmnozovaci organy, pupeny
a meristémy pfed no¢nim mrazem. Déle isolace mrtvymi rostlinnymi ¢astmi, opadem nebo i
organy mén¢ citlivymi (napf. polstafovité rostliny mohou pupeny ukryvat ve spleti listi a
vétvitek). Isolaén€ plsobi rovnéZ plida na kofeny nebo podzemni organy geofyt &i vrstva
sné¢hu.

Teplo mohou rostliny ziskévat z n€kolikerych zdroji. DuZnaté a sukulentni organy
nebo kmeny stromi mohou mit v sobé znaéné mnoZstvi tepla akumulovaného béhem
sluneéného dne. Tim potom mohou kompenzovat tepelné ztrity b&€hem noci. Pfi zemi
rozprostiené, riZicovité a polStafovité rostliny jsou schopny v noci vyuZivat teplo vedené
z hlubsich vrstev pidy k jejimu povrchu. Casti rostlin pfiléhajici k ptidé jsou o 2 az 6
K teplejsi nez zbytek rostliny (Sakai et Larcher, 1987). Také pfi krystalizaci ledu a jinovatky
na povrchu rostlin se uvoliiuje teplo, které je rostlina schopna piijimat.

Zvlastnim piipadem je metabolicka termogeneze. Je zaji§t'ovana alternativni (= kyanid
resistentni) oxiddzou a PEP karboxylazou. Termogenni pletiva byla pozorovana u Araceae. U

druhu Symplocarpus foetidus zistava teplota kvétenstvi nad 10°C i pfi okolni teploté -15°C.

2. Podchlazeni. Podchlazeni protoplasti je stav, kdy i pod bodem
tuhnuti (0°C) je bunélny obsah tekuty a netvofi se led. Jak jiz bylo feceno, je teplota
homegonni nukleace vody kolem -38°C (rizné prameny uvadéji rizné teploty od -38 do -
40°C), tedy do této teploty se mtize voda nachazet v kapalném skupenstvi. Latky rozpu$téné
ve vodé tuto teplotu dale sniZuji. ZvySeni koncentrace soluti (nebo sniZeni koncentrace vody)
rovnéZ snizuje bod tuhnuti roztoku. Pfi 60 aZ 70% vody v cytoplasmé klesé bod tuhnuti o 1 az
2 K. Pii sniZeni obsahu vody az ke 40% (napt pfi mimoorganovém vymrzani, viz niZe) se
teplota snizuje aZ o 10 K (Sakai et Larcher, 1987).

Podchlazeni se vyskytuje v né€kolika podobach. Mirné podchlazeni (-0,6 az -15°C)
trva jen po omezenou dobu, po niZ je nasledovano tvorbou extracelularniho ledu. Casto se
vyskytuje pii kratkodobych radia¢nich mrazech.

Dlouhodobé podchlazeni (-16 az -25°C). Piedpokladem pro dlouhotrvajici
podchlazeni je urita struktura pletiva: buiiky jsou malé, bunéné stény silné se zvlaste

malymi Kapildrnimi prostory, intercelulary jsou redukované nebo je pletivo vibec bez
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mezibunéénych prostori. Vyskytuje se napf. u kvétnich pupenti a dfevniho parenchymu
temperatnich dfevin. Dale u listd rostlin tropickych hor, subtropickych palem nebo
mediterrannich sklerofylnich dievin (napf. Olea europaea).

Zvlastnim typem dlouhodobého je podchlazeni hluboké. Dosahuje se pii teplotach pod
urovni bodu homogenni nukleace vody. Je zndmo v podstaté jen zbun€k dfevniho
parenchymu difevin studenych oblasti.

Drevni parenchym je pletivo pfeZivajici nizké teploty v podstaté jen touto cestou. Jeho
buriky jsou k tomu dobfe pfizpiisobeny. Nejsou mezi nimi Zadné prostory. Extracelularni led
tedy nemd, kde by se tvofil. V pribéhu aklimace velmi zahu$tuji sviij obsah, nartstd
koncentrace sacharidi - hlavn€ oligosacharidi (sacharosa, raffinosa, stachyosa).
Monosacharidy se hromadi spiSe v apoplastu. MlZe to byt zpisobeno zmeénou aktivity
hexosovych pfenadect pfi nizkych teplotach. Napt. u topolu jsou v zimé hexosové pfenasece
inaktivovany (Kasuga et al., 2007).

Buriky dfevniho parenchymu jsou pfi letdlnich teplotich bud’ zabity tvorbou
intracelularniho ledu (objevi se exoterma) nebo dehydrataci (k niZ dochazi vlivem
mimopletivového vymrzani, viz niZe.) Letalni teploty pro toto pletivo jsou kolem -40 aZ -
50°C. Borealni opadavé druhy (Betula, Populus, Salix) nevykazuji pfi podchlazovani
dfevniho parenchymu Zadnou exotermu a pfeZivaji i teploty -70°C.

Podchlazenim se pletiva vyhybaji dehydrataci nasledkem tvorby extracelularniho ledu.
Avsak i podchlazena pletiva mohou byt dehydrataci vystavena cestou mimopletivového, resp.
mimoorganového vymrzani.

Jde o transport vody z podchlazenych bunék/pletiv/organii do jinych €asti rostlin, kde
tato voda pfechazi v extracelularni led. Tykd se hlavn€é dlouhodobé podchlazenych cCasti
rostliny. Tak je voda z podchlazenych pupenti odvadéna pies Supiny pupend do parenchymu
vétévek, zembrya do distalni €asti semena, z kambia do kortexu apod. Vlivem tohoto
transportu je dehydratace pletiv pozvolnéjsi a tim i méné poskozujici. Navic sniZeni obsahu
vody v buiikéch rozsifuje moZnosti podchlazeni na niZsi teploty.

S podchlazenim pon&€kud souvisi i jev zvany vitrifikace. K nému dochazi za
experimentalnich podminek pfi velmi rychlém ochlazeni (10* az 10° K/s) na velmi nizkou
teplotu. Typicky ponofenim tenkého platku pletiva do kapalného dusiku. Je-li toto pletivo
poté podobnou rychlosti rozehfato (ponofenim do teplé 1azn¢€), obvykle pieZije, a to 1 u pletiv,
kterd jsou jinak zabijena slabym mrazem. Vitrifikaci pfeZivaji i buriky s normaélné

hydratovanou cytoplasmou.
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Pii vitrifikaci vznikd nekrystalicka, sklo pfipominajici forma pevného skupenstvi
vody. Bod vitrifikace vody je 162(x1) K. Pii teplotach nad timto bodem vznika led, pfi
nedostate¢né rychlém rozehiivani dochézi k rekrystalizaci nad teplotami vy$§imi nez -135°C.

Buiikky mohou byt k vitrifikaci pfivedeny i podchlazovanim pomalej$im, av$ak
v ptitomnosti kryopratektantd. Kryoprotektanty (napf. glycerol, dimethylsulfoxid) pfi
vysokych koncentracich zabrariuji tvorbé ledu v cytoplasmé a pii velmi nizkych teplotach
podporuji vitrifikaci. Pfesné pisobeni téchto latek neni zndmo, neni ani jasné, zda musi byt
pro tuto funkci pfitomné v cytoplasmé, nebo jestli postaéuje povrchové osetfeni. Predpoklada

se membranové pusobeni, ale neprokéazala se inkorporace do membran.

Mechanismy tolerance

Tolerance k mrazu zahrnuje mechanismy umoziiuji rostliné vyrovnat se s dehydrataci
bunék ptsobenou extracelularnim ledem. V tomto ohledu je patrny blizky vztah reakci rostlin
na stres z nizkych teplot a ze sucha. Béhem aklimace se v cytoplasmé hromadi latky s riznou
funkei.

Buiiky snizuji svidj osmoticky potencidl (tim padem vice ,,poutaji* vodu) hromadénim
solutd. Ty nesmé&ji byt ve vysSich koncentracich toxické. Z toho diivodu se nehodi ionty,
které pfi zvySenych hladindich mohou pulisobit na proteiny a membrany nebo vyvolavat zmény
elektrochemickych potencialti. Nejcastéj§i jsou mono a oligosacharidy (glukosa, fruktosa,
sacharosa, melibiosa, raffinosa, stachyosa, verbaskosa a dalsi) a jejich derivaty, napf. cukerné
alkoholy (mannitol, pinitol, sorbitol). Ulohu kompatibilnich soluti plni i nékteré
aminokyseliny a jejich derivaty (prolin, glycin-betain, alanin-betain) a polyaminy (spermin,
spermidin, putrescin) (Kosova et al, 2007).

Déle jsou syntetizovany latky chranici proteiny a membrany pfed G¢inky dehydratace.
Tuto funkci plni jednak opét kompatibilni soluty, zejména vSak rtizné ochranné proteiny.

Jednémi z nich jsou LEA proteiny (late embryogenesis abundant — byly objeveny
v embryich, kde chranily bunééné struktury pfi desikaci semene) neboli dehydriny. Ptsobi
jako chaperony (,,drzi“ proteiny v nativni konformaci) nebo emulgatory (zabratiuji agregaci
proteinovych molekul, k niz miZe dochazet vlivem dehydratace). Interaguji s riznymi
bunéénymi strukturami (endoplasmatické retikulum, jadro, mitochondrie) (Smallwood et
Bowles, 2002). Jsou vysoce hydrofilni a pfi plné hydrataci jsou obklopeny rozsahlym, vysoce
uspofadanym hydrataénim obalem a nemohou tudiZ interagovat s jinymi molekulami. Lze na

né takto pohliZet rovnéZ jako na kompatibilni soluty. Pfi nedostatku vody se hydrata¢ni obaly
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zmen$uji a dehydriny tim mohou uplatiiovat svou protektivni funkci. Organovy vyskyt téchto
proteinl zavisi na druhu rostliny. Mohou byt v listech, kvétnich i vegetativnich meristémech,
plodech, zéasobnich organech, vodivych pletivech, dfevnim parenchymu i uvnitf organel
(jadro, plastidy) (Kosova et al., 2007).

Dal3im ptfipadem protektivnich proteind jsou CIP (cold induced proteins). Ty jsou na
rozdil od LEA proteinil vysoce hydrofobni. Jejich syntéza je zahajovana b&hem aklimace.

Odolnost bunék k mrazu zavisi i na buné&né sténé. Jeji struktura miZe ovliviiovat
jednak teplotu nukleace podchlazeného bunééného obsahu a za druhé rychlost dehydratace
vyvolané tvorbou extracelularniho ledu. Pro oboji je ur€ujici porosita stény, tedy velikost
mikrokapilarnich prostord. Ty se pfi aklimaci zmens$uji, zejména jsou vypliiovany pektiny. U
pektinli stoupé jejich mnoZstvi a klesa roveinl esterifikace. Methylestery pektini umoZiuji
rozvolnéni stény (napf. pfi ristu), zatimco hydrolyza téchto esteri diva vznik uronovym
kyselinAm. Ty pak mohou svymi karboxylovymi skupinami poutat kationty — dochazi
k provéazani pektinovych molekul dvoumocnymi ionty, hlavng Ca**. Diky t&mto interakcim se
stava buné¢na sténa pevnéjsi.

Hydrolyza methylesterti pektind je provadéna enzymem pektinmethylesterazou, jejiz
aktivita se b&éhem aklimace zvySuje o 70 aZ 90% (Solecka et al., 2008).

Navic ptisobi hydrolyza i sniZeni pH. To miZe ménit aktivitu enzyml piitomnych

v bunééné sténé, napi. endopolygalakturonaz, které $tépi pektinové fetézce.

Rostliny 1ze podle mechanismu odolnosti délit na:

1. Permanentné sensitivni, které viibec nevykazuji toleranci. VyuZivaji
pouze podchlazeni a sniZzeni bodu tuhnuti. I tyto mechanismy vSak mohou nabyvat na
intenzit€ v prub&hu aklimace.

2. Tolerantni. Vétsina rostlin si toleranci podrZzuje jen do€asné a je u
nich spojena s jinymi cyklickymi Zivotnimi projevy. Vysokohorské rostliny si zpravidla
udrZuji uréitou miru tolerance po cely rok — ty jsou permanentné tolerantni. Rostliny ¢aste¢né
tolerantni maji i v obdobi nejvyssi odolnosti néktera pletiva sensitivni (tj. podchlazend). Jde o
vétsinu dfevin mirného pasu. Borealni dieviny (Betula, Populus, Salix, konifery) a alpinské
kefiky mohou byt asi tolerantni ve viech pletivech — jsou celkové tolerantni (Sakai et Larcher,

1987).
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6. Moznosti rustu rostlin v obdobi nizkych teplot

Pfi dlouhodobé nizkych teplotach, tedy v zimnim obdobi, jsou stalezelené rostliny
aktivni v nékterych Zivotnich pochodech. Jsou v§ak nuceny snaset ¢etné obtiZe.

Hlavnim problémem je nedostatek vody. Kofeny pfi nizké teploté vodu absorbuji jen
v malé mife. Pokud ptida promrzne, neni k dispozici voda zadné. K promrzani pidy dochazi
pfi nedostatené sn€hové pokryvce. Dfeviny proto vytvafeji zasoby vody, zejména uvnitf
kment a vétvi. Pfi vysoké slune¢ni radiaci (hlavné na konci zimy) se vlivem absorpce svétla
zahiiva povrch rostlin a mohou se otevirat priduchy. To vede k vysychani pletiv.

Ve vodivych pletivech se v diisledku transpirace sniZuje tlak, ktery neni kompenzovan
nasavanim vody kofeny, a miZe tak dojit ke kavitaci. Vodiva pletiva konifer — tracheidy —
jsou schopna u€inky kavitace odstranit uzavienim téch tracheid, v nichZ k pfetrZeni vodniho
sloupce doslo, diky strukturdm v jejich bunéénych sténidch — dvirkatym ztenCeninam.
(Stalezelené listnaté ketiky, jejichZ trachey nejsou schopné kavitace kompenzovat, jsou
vétsinou ukryty pod sné¢hem).

Fotosyntéza miiZze v zimnim obdobi probihat u konifer (u borealnich vsak nejspi§ ne).
Nekteré rostliny jsou zimni fotosyntézou schopny dosdhnout az 10 — 35% letniho maxima.
Ale vétSina alpinskych rostlin mirného péasu v zimé nefotosyntetizuje ani pti oblevéch.

Neékteré opadavé dieviny (napf. osika) obsahuji zna¢né mnoZstvi chlorofylu ve
felodermu (b&hem vegetaéniho obdobi miZe fotosyntéza kmenem a vétvemi pokryvat aZ 15%
fotosyntézy celého stromu). Zde miZe probihat fotosyntéza i v zimé& MuzZe k ni byt pouZit i
CO; vznikajici respiraci hlubsich pletiv kmene (Marchand, 1996).

Rostliny ukryté pod sn€éhem jsou schopny v tomto prostfedi riist, dokonce zakladat
kvétni pupeny. Tato aktivita je ¢asto hrazena ze zasob. Nicméné stalezelené (nebo i opadavé,
napf. bortivka zelenymi vétévkami) rostliny mohou i pod sn€éhem fotosyntetizovat. Vrstva
snéhu silna 20 cm propousti pouze 1 aZ 15% (v zavislosti na struktufe sn€hu) na jeji povrch
dopadajiciho svétla, navic je snih relativné malo propustny pro plyny. Na druhou stranu se ale
svétlo prichodem snéhem spektralné méni a relativné se v ném zvySuje zastoupeni sloZek
optimalnich pro fotosyntézu. Navic je pod snéhem vlivem dekomposiénich pochodl v pidé
vys$$i koncentrace CO,. Tim se miiZe posunovat svételny kompenza¢ni bod fotosyntézy, takze
rostlina poté vykazuje kladnou bilanci uhliku pfi koncentraci fotoni niZ3i, nez jakou by

potiebovala pro kladnou bilanci uhliku v normalnich podminkéch.
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7. Aklimace

Odolnost k nizkym teplotim se méni v prib&éhu ontogeneze celych rostlin i
jednotlivych organd. Nejniz$i je u kli¢icich semenaCkd a raSicich pryti. Mira (nebo
pfitomnost ¢i absence) odolnosti se ale u rostlin zmirného klimatického pasu méni i
v priibé€hu roku. U rostlin pochézejicich z oblasti neménného klimatu je odolnost pfitomna
(pokud se tedy vyskytuje) celoroéné na stejné Grovni.

V temperatu se zména ve stupni odolnosti poji s periodickymi zménami podminek a
dal§imi biorytmy provazejicimi tyto zmény — dormanci u dfevin a obdobim vegetaéniho
utlumu u viceletych bylin. Aklimace (otuZeni) je pfechodem ze stavu nulové tolerance do
urovni tolerance vy33i aZ maximélni. Béhem ni dochazi k rozvoji obrannych mechanismu.

Aby mohla rostlina nastoupit proces otuZzovéani, musi k nému byt pfipravena. Stav
pripravenosti nastava aZ po ukonéeni rustu. U temperatnich dfevin miva aklimace obvykle tfi
faze.

Prvni nastupuje po ukonéeni ristu v 1ét€¢ nebo na podzim. Je indukovéana zkracujicim
se dnem pfi teplotach 10 az 20°C. Dochazi ke zvySené syntéze zasobnich latek — hlavné
Skrobu a lipidi — a protektantti.

Dalsi faze je vyvolana né€kolikatydenni exposici nizkym nadnulovym teplotam. To
vede ke sniZeni obsahu vody v burikach, fragmentaci centralni vakuoly. Dalsi sniZeni teplot
k 5 az -3°C provazi reorganizace biomembran a enzymovych systém.

Posledni faze nastava pfi trvalych teplotach -5 aZ -15°C. Témi je navozena nejvyssi
mira odolnosti. Pfi vyskytu vys$Sich teplot béhem aklimace rostlina rychle ztraci dosaZzenou
uroveii odolnosti.

U bylin je proces jednodussi, obvykle probiha ve fazi jediné. Je to déno tim, Ze
dfeviny pfi aklimaci soub&Zzné upadaji do dormance, coZ je proces komplexni, zahrnujici
rozsahlé zmény, zatimco byliny obvykle pouze pierusuji aktivitu. Aklimace bylin je tak
navozovana teplotami 5 az -2°C. Zpravidla ani neni tfeba vhodné fotoperiody. Béhem této
faze rostlina akumuluje cukry (byliny jsou schopné pomérné vykonné fotosyntézy i za
nizkych teplot). V né€kolika dnech se dosahuje plné odolnosti. Deaklimace — ztrata odolnosti
probihé na jafe po ukonéeni dormance. Je vyvolana zvySujici se teplotou. Je- li dormantni
rostlina ve stadiu plné odolnosti vystavena vysokym (nadnulovym) teplotam, tolerance se

rychle vytréaci, ale rostlina setrvava na Urovnich odolnosti odpovidajicich okolnim teplotam.
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Pii opétném poklesu teplot se tolerance rychle navraci (reaklimace). Nahlé vysoké (10 az
20°C) dlouhotrvajici teploty uprostfed zimniho obdobi vedou k rychlé ztrat€ odolnosti (v
né€kolika dnech).

Nékdy muze byt aklimace navozena i (mirn€j$im) suchem. Pfi vodnim stresu je
produkovana ve zvySené mife ABA, kterd rovnéZ aktivuje né€které mechanismy odolnosti

k nizkym teplotam.

8. Rytmicita

Ziskavéni a zvySovani odolnosti je spfaZeno s dal§imi rytmy — zejména se stfidanim
obdobi aktivity a klidu. Rostliny, které mezi aktivitou a klidem ,nepfepinaji“, vykazuji
nepretrZity rust. V oblastech s neménnym klimatem je to asi 20% vSech stalezelenych rostlin.
Rostou nepfetrzité a dosahuji stromovych rozmérti. Patii sem bylinna fanerofyta (Musa),
stromovité kapradiny, palmy, cykasy, nékteré dvoudélozné dieviny — Carica papaya.

Riist prerusovany (obdobim klidu) se vyskytuje u vétsiny rostlin. V tropech se projevi
shozenim listovi. To miiZe nastavat i nékolikrat do roka. Nové olisténi se vak objevuje jiZ po
kratké dob&. V temperitu je tento rytmus vazan na zmény ro¢niho obdobi. V téchto
zemépisnych Sifkach se totiz uplatiiuje vyznamny sezénni fotoperiodusmus, od n€hoz se
odviji sezénni termoperiodismus. Fotoperioda ovliviluje ¢etné vyvojové procesy rostlin —
klieni semen, raSeni pupeni, tvorbu zasobnich organti, indukuje kveteni aj. Fotoperiodicky
signal ucastnici se dormance je zprosttedkovan fytochromem.

U nékterych bylin (Capsella, Cerastium, Senecio) ma stfidani aktivity a klidu
charakter rytmu aitionomického (vnuceného), tj. vyvolaného oscilaci n&jaké vnéjsi podminky.
Ukonceni aktivity neni primarné€ iniciovano rostlinou samou. Spoustécim signalem je nizka
teplota. Po vystaveni takovym teplotdm rostlina rychle pferuSuje rist. PferuSeni rustu
zpravidla nevyZaduje fotoperiodicky signal.

Naproti tomu u vétsiny dfevin je dormance rytmem endogennim, vyvolanym vnitfnim
oscilatorem rostliny. Vnitini oscilator je ale entrainovan s oscilaci vné&j$i — fotoperiodou.
Vyjimkami jsou napf. jasan, jirovec, $efik, tfeSeii. U té€chto neni nastup dormance fizen

endogenné a nevyvolava jej ani fotoperioda. Indukce probiha vlivem nizké no¢ni teploty (pod
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10°C). Vnitini rytmicita se vyskytuje u nadzemnich ¢asti rostliny. Kofeny vétSinou vykazuji
rist pferuSovany pouze nizkou pudni teplotou, nedostatkem vody nebo Zivin. Rist kofenti
zadina dfive neZ rlst prytu a pozdé&ji ustava.

Dormance nastupuje soubéZzné s aklimaci k nizkym teplotim. Ma nékolik fazi.
Piedodpocinkové obdobi zalind v 1ét€ se zkracujicim se dnem, pfipadné sniZujicimi se
no¢nimi teplotami. Vytvéfeji se axilarni pupeny, v rostlin€ se snizuje obsah vody, hromadi se
zasobni latky. Klesa hladina giberelind, stoupa obsah ABA. To vede k selektivnim zménam
genové exprese a Utlumu a zastaveni délivé aktivity meristéml. Buné¢na jadra zpravidla
ustrnou v Gl fazi. Meéni se endomembranovy systém (zhu$tovani membran
endoplasmatického retikula, zmenSovani mitochondrii, fragmentace centralni vakuoly) a
aktivita enzymtl (zvySuje se u hydrolaz, peroxidaz, kataldz, sniZuje u cytochromoxidaz a
dehydrogenaz), n€které enzymy jsou nahrazovany isozymy fungujicimi pfi niZ$ich teplotach.
Do bunéénych stén se uklada vétsi mnozZstvi prolinem bohatych proteinli (napi. extensiny),
pory v matrix sté€n jsou zmen$ovany.

U nékterych rostlin (hlavné geofytl) je nastup ptedodpocdinkového obdobi vyvolavan i
dny dlouhymi. To souvisi s nedostatkem vody v 1ét&.

Vlastni odpoc¢inkové obdobi nastava v pozdnim podzimu a zimé¢. Je to zaroveii obdobi
vysoké odolnosti k nizkym teplotam. Je fizeno zcela endogenné. Rostliny nereaguji na signaly
(fotoperioda, teploty) vystoupenim z dormance a obnovou aktivity.

Poodpocinkové obdobi pfichazi v naSich §itkdch zhruba v unoru. Prechod do néj je
vyvolan nizkymi teplotami v obdobi pfede$lém. Pii téchto teplotach zfejm€ dochézi
k odbourani nékterych inhibitord. Je charakteristické zvySenim syntézy fytohormont —
nejdiive giberelint a cytokininti, pozdéji auxind. V disledku téchto zmén jsou mobilisovany
zasobni latky, zvySuje se intenzita bazalniho metabolismu a biosyntéz, obnovuje se buné¢né
déleni.

Pii urdité urovni aktivity je rostlina schopna reagovat na ptihodnou fotoperiodu nebo
teplotu obnovou rtistu.

Dfeviny s pferuSovanym ristem je moZno podle charakteru ristu prytu délit na 2
skupiny.

Typ Populus ma jen jedno (zimni) klidové obdobi. Pryt roste od jara nepferuSované az
do konce 1éta nebo zacatku podzimu (i kdyZ samoziejmé ne stale stejnou rychlosti). Tento typ

rastu vykazuji vedle topolu napt. Betula, Larix, Robinia, Tilia.
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Typ Quercus — pryt za¢ina rist na jafe, pak nasleduje zastaveni ristu a po ur¢ité pauze
pfichazi druhé raseni, pak rist pokracuje az do konce sezény. Tyto dfeviny tak prodélavaji

dvé obdobi klidu. Kromé& dubu sem nélezi napt. Fagus, Abies, Picea, Pinus.

9. Evoluce odolnosti k nizkym teplotam

Jak se rostliny $ifily z oblasti s neménnym klimatem, v nichZ nebyly nizkym teplotdm
viibec vystaveny, do prostfedi stale tuZ$ich, silil tlak na vytvofeni mechanismti zmirtiujicich
dopad nepfiznivych podminek. Predpoklddd se postupna adaptace jednotlivych urovni
odolnosti. Nejprve bylo nutno pfizpisobit membranovy a metabolicky aparét vyskytu nizkych
nenulovych teplot. Vyvijela se odolnost k chladu. Béhem geologické minulosti totiz
dochazelo k postupnému sniZovani globélni teploty. V dal$im kroku nasledovala adaptace na
slaby, kratkodoby mraz. K tomu mohlo dochazet hlavné $ifenim rostlin v tropech z niZinnych
partii do vys$8ich nadmotskych vysek. Rozvijely se tim mechanismy avoidance, které jsou
aktivni béhem celého roku.

Migrace rostlin z rovnikovych oblasti do monzunovych byla nejspiSe kliCova pro
ustanoveni vnitini oscilace, i kdyZ primarné ne spojené s chladem. V monzunovych oblastech,
kde se pravidelné stfidaji vlhka a suchd obdobi, doslo pravdépodobné k evoluci dormance,
pomoci niZ rostliny ptekonavaly neptiznivé obdobi sucha. Siteni pokratovalo do subtropti a
temperatu.

Zde se mechanismy tolerance k suchu postupné ménily na mechanismy mrazové
tolerance. Vedle oscilace vlhko/sucho se pfifadila i periodickd zména teplo/zima, jejiz
pfekonavani bylo rovnéZ usnadnéno vstupem rostliny do stavu klidu. Z toho vyplyva znatna

podobnost mechanismii pfekonani sucha a mrazu.

10. Rozsifeni rostlin s riznymi mechanismy odolnosti

Rostliny rizného pivodu vykazuji odli$né typy odolnosti. OdraZeji zejména prabéh a

hodnoty teplot na piirozenych stanovistich.
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Plati zde Thienemanovo pravidlo, totiZ, Ze roz§ifeni rostliny je ddno odolnosti jeji
nejcitlivejdi asti.

Se stoupajici nadmotskou vyskou sili tendence k avoidanci, naopak s ptibyvajici
zemépisnou Sitkou se siln€ uplatiiuje tolerance. Tolerance je tizce spjata s obdobim klidu,
zatimco avoidance se vyskytuje tam, kde se mraz objevuje v pribéhu ristu a vyvoje. Po
prekonani nizkych teplot avoidantnimi mechanismy je moZna rychld obnova pierusenych
procest. Pfi toleranci naproti tomu dochazi k dalekosahlym zménam metabolismu a struktury,
tudiZ navrat k aktivité je naro¢né&j$i a vyZaduje i vice Casu.

V temperatu je tedy vzimnim obdobi jednoznaéné upfednostnéna tolerance.
Avoidance se vyskytuje jen u né€kterych (tim typickych) pletiv, napf. dfevniho parenchymu
nebo kambia. Avoidance vSak dobfe chrani temperatni rostliny pfi kratkodobych a nizkych
mrazech na za¢4atku resp. konci vegetaéni sezony

Zajimava je situace na horéach, at’ tropickych nebo mirnych. Stoupajici nadmotska
vyska pisobi jednak riziko Cast&j$iho vyskytu nizkych teplot, za druhé zkracuje vegetani
sezoénu.

Mechanismy odolnosti uplatnéné béhem sezény se Casto li§i podle Zivotni formy
rostlin. Pfizemni rostliny, zejména byliny a graminoidy, vykazuji toleranci. Rostliny
vzptimené (napf. tropické obii riZice) naopak avoidanci. Je to déno tim, Ze pfi no¢nich
radiacnich mrazech se teplota sniZuje smérem k zemskému povrchu. Afroalpinské a havajské
obfi ruzice vSak mraz toleruji (Marquez, Rada et Farifias, 2006). RovnéZz Polylepis
tarapacana, ktera zakou$i na horni hranici svého rozsifeni teploty az -19°C, vyuziva
mechanismi tolerance, zatimco ostatni druhy rodu, které ovSem rostou v niZSich
nadmoftskych vyskach, jsou avoidantni.

Tropické rostliny nizkych nadmoiskych vysek jsou pouze senzitivni (tedy vyuzivaji

pouze avoidance).
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CAST DRUHA

1. Metodika

V ramci bakalafské prace byl proveden pokus s podchlazovanim rostlin. Jako pokusna
rostlina byla zvolena brusinka (Vaccinium vitis-idaea) coby zastupce erikoidnich kefiki, jimiz

se bude zabyvat nésledujici diplomova prace.

Zjistovani pocatku nukleace

Listy brusinky byly vystaveny rovnomérnému gradualnimu podchlazovani, kdy byla
sledovana teplota listu (sniména termo¢lankem) . Tak byla zjistovana teplota, pfi které za¢ina
tvorba ledu (exoterma). ProtoZe literatura udava rizné rychlosti poklesu teploty (nejen lisici
se podle ristovych forem riznych druhl rostlin, ale i u podobnych rostlin pouZivaji rtizni
autofi odli$né rychlosti), napf. pro dfeviny: 2 K/4h (Sakai et Wardle, 1978), 5 K/den (Sakai et
Weiser, 1973), u bylin napt. 2 K/h (Taschler et Neuner , 2004), 0,2 K/min (Marquez, 2006).

Byly testovany 3 rychlosti (2, 5 a 10 K/h) a byl sledovan rozptyl teplot, pfi nichZ se
objevila exoterma. Cilem bylo zvolit takovou rychlost (pro ucely podchlazovani rostlin

v ramci diplomové prace), pfi které mély namétené teplotni hodnoty nejmensi rozptyl.

Uspésné
Rychlost Pocet Odlehlé Smérodatna . .
detekce Rozptyl Prameér (°C)  Median (°C)
podchlazovani  opakovani hodnoty odchylka
exotermy
2 K/hod 11 8 0 0,9538 0,9097 -7,855 -7,645
5 K/hod 11 9 2 0,4846 0,2349 -8,783 -8,839
10 K/hod 11 10 0 1,0424 1,0866 -8,337 -8,425
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D4 se samoziejmé piedpokladat jisty posun teplot exotermy od hodnot, které by se
vyskytly v pfirozeném prostiedi. Pfi srovnani podchlazovani in situ a v laboratofi (Taschler et
Neuner, 2004) bylo zjiSténo, Ze pii podchlazeni v pfirozenych podminkach se u rostlin
objevovala exoterma pfi teplotach v priiméru o 1,1 K niZ§ich neZ pfi laboratornich pokusech.

Pokusy in situ jsou bohuzel spise vyjimkou.

Zjistovani poskozeni

Detekce poskozeni je mozZna nékolika zplisoby. Pouziva se visualni stanoveni (napf.
Sakai et Weiser, 1973).

Poskozena pletiva ¢asto méni barvu (hnédnou), mohou byt tedy listy napt. skenovany
a poSkozeni uréeno analyzou obrazu.

Déle je mozZno pouzit stanoveni pomoci TTC (trifenyltetrazolium chlorid).
Exponované ¢asti rostlin jsou inkubovany sroztokem TTC, ktery reaguje s poskozenymi
strukturami (redukuje se). Podle zmén koncentrace TTC (stanovuje se spektrofotometricky)
se vyhodnoti poskozeni (napt. Rada et al., 2001, Marquez, 2006).

V mém pokusu byla pouzZita metoda konduktometrickd (Prasil et Zameénik, 1997,
Prasil et Zame¢nik, 1990). Pii poskozeni bun€k dochazi k uniku elektrolyti. Tento unik je
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svym rozsahem Umeérny poSkozeni. Lze tedy méfit elektrickou vodivost vyluhu rostlinnych
vzorki vystavenych riznym teplotam.

Pii zvolenych teplotach byly odebirany vzorky (listy brusinky), byl z nich korkovrtem
vyseknut ter€ik o priméru 4 mm. Teréiky byly zality 5 ml deionizované vody a hodinu
tiepany. Po ukonceni tfepani byly je$t€ 1 hodinu ponechény v klidu, naez byla zméfena
vodivost vyluhu — L.

Stejné vzorky byly poté vloZeny na cca 15 minut do lazné€ s vrouci vodou. Pfejiti
vzorkd varem zpusobilo maximélni poskozeni. Pak byly vzorky zchlazeny na laboratorni
teplotu a opét byla zméfena vodivost vyluhu — L.

Jako referen¢ni hladina se uréuje vodivost minimalni — Ly (a k ni pfislu$na Ry), tedy
vodivost vyluhu z nepo$kozeného vzorku.

Z hodnot relativnich vodivosti 1ze vypocitat index poskozeni I; podle vztahu:
It (%) = 100*(R; — Ro )/(100 — Ro)

Teplota, pfi niZ nabyvéa index poskozeni hodnoty 50%, je LTso.
Graf ukazuje vysledek stanoveni indexu poskozeni konduktometricky u listl brusinky.
Vzorky byly odebirany pfi teplotach v okoli bodu, kdy se vyskytovala exoterma (tedy -7, -9, -

11 a-13°C). Poslednim bodem je nejniZsi teplota dosaZitelna pouZitym chladicim zafizenim.
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Zaporné poskozeni (druhy bod datové fady) je samoziejmé artefaktem.
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2. Zaméreni nasledné diplomové prace

V DP se chci zabyvat zménami v urovni odolnosti erikoidnich kefikd na raselinistich
v prib&hu vegetatniho obdobi. Spole¢né stim bude zkouména pfipadnd zména vodniho
potencialu pletiv téchto rostlin. Vyzkum bude provadén na lokalitich Cervené blato a
Rokytecka slat, tedy bude moZno porovnavat vliv nadmoiské vySky na odolnost (rozdil

nadmoiskych vysek lokalit je cca 700 m).
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