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Seznam poulitych zkratek

1. Seznam pouzitych zkratek

ABA (abscisic acid) — kyselina abscisova

APX — askorbatperoxidasa

AsA — askorbét

ATP — adenosintrifosfat

BA (6-BAP) — N°-benzyladenin (N 8-benzylaminopurin)
BADH - betainaldehyddehydrogenasa

CAT — katalasa

CDH - cholindehydrogenasa

CDPKs (calcium-dependent protein kinases) — Ca®*-dependentni proteinkinasy
CMO - cholinmonooxygenasa

COD - cholinoxidasa

CORs (cold-regulated proteins) — chladem regulované bilkoviny
DAG - diacylglycerol

DHA - dehydroaskorbat

DMSO - dimethylsulfoxid

DW (dry weight) — sucha hmotnost

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

GDH - glutamatdehydrogenasa

v-GK — y-glutamylkinasa

GPX - glutathionperoxidasa

GR - glutathionreduktasa

GSA - glutamat-y-semialdehyd

GSH - redukovany glutathion

GSL - glukosinolaty

GSSG - oxidovany glutathion

GST - glutathion-S-transferasa

hGSH - redukovany homoglutathion

hGSSG - oxidovany homoglutathion

HSPs (heat- shock proteins) — proteiny teplotniho $oku

HTE (high-temperature exotherm) — vysokoteplotni exotherma
Hyp-rezistentni rostliny — rostliny rezistentni vii¢i hydroxyprolinu
IAA —kyselina indol-3-octova

IP3 — inositol-1,4,5-trisfosfat

I; — index poskozeni

LTso — teplota pfi 50% mrazovém poskozeni

LTE (low-temperature exotherm) — nizkoteplotni exotherma
MAP-kinasa (mitogen activated protein kinase) — proteinkinasa aktivovana
mitogeny

NAA - kyselina 1-naftyloctova

NAD" — oxidovany nikotinamidadenindinukleotid

NADP" — oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfét
OAT - ornithinaminotransferasa

P5C — A'-pyrrolin-5-karboxylat

P5CR — P5C reduktasa



Seznam poulitych zkratek

P5CS - P5C synthetasa

PSCDH - P5C dehydrogenasa

PDH - prolindehydrogenasa

PR proteiny (patogen-related proteins) — proteiny indukované patogeny
PSII (photosystem II) — fotosystém II

RIR (relative injury rate) — parametr popisujici rychlost zmény s ohledem na
teplotu

ROS (reactive oxygen species) — (re)aktivni formy kysliku

R, — relativni vodivost

Rubisco — ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa

SAMK (stress activated MAP kinase) — stresem aktivovana MAP-kinasa
SMCO - S-methylcysteinsulfoxid

SOD - superoxiddismutasa



Uvod

2. Uvod

Vétsina rostlin se béhem svého Zivotniho cyklu setka s jednim ¢i vice stresovymi
faktory, které v nich vyvolaji stresovou reakci. Rozsifeni i péstovani rostlin na ,,modré*
planeté ovliviiuji zejména dva z nich — nedostatek vody a teplota. Vegetace mirného
pasu se v prib&hu evoluce adaptovala na sezonni teplotni zmény a je tedy schopna
snaSet kazdoro¢ni pokles teplot pod bod mrazu. Na takové podminky se rostliny
zahrnuje anatomické, fyziologické a biochemické zmeény, jakoZ i zmény v genové
expresi. Protoze se vSak ¢lovék rozhodl péstovat v chladné€j$ich oblastech i plodiny,
které na takové podminky adaptovany nejsou, teploty klesajici v zimé& hluboko pod bod
mrazu se stavaji ¢asto faktorem limitujicim. Pro zeméd¢lstvi je proto dilezité péstovat
takové odrudy plodin, které jsou schopné témto nepfiznivym podminkam odolavat.

ZvySovani mrazové odolnosti je jednim z hlavnich cili $lechténi ozimych plodin
a vyjimku netvofi ani naSe nejvyznamné&jii olejnina — fepka olejka. Repkovy olej je
nejen vyznamnou surovinou pro potravindfsky a chemicky prtimysl, ale v poslednich
letech se jeho vyznam rozsifuje i na pole zdroji obnovitelné energie, v tomto ptipadé
ekologického paliva — bionafty. Vedle klasického $lechténi se k tvorb&é novych odrid
vyuzivaji rovnéZ moderni metody experimentalni biologie rostlin, které poskytuji
nastroje ke $lechténi plodin nejen se zvyS$enou toleranci k mrazu a dal§im abiotickym
faktorim, ale rovnéZ k faktorim biotickym (8ktdci, bakterie, viry...) a herbicidim.
V neposledni fad¢ je kladen diraz na kvalitu oleje — v zavislosti na jeho dal§im vyuzZiti.

Za G¢elem vytvofeni novych odriid ozimé fepky pfizpisobenych nasim ptidnim
a klimatickym podminkdm vzniklo sdruZeni $lechtitelskych organizaci a vyzkumnych
pracovist' ,,Ceska fepka®, jehoZ &lenem je také Vyzkumny tstav rostlinné vyroby Praha-
Ruzyné. Na zminéné pracovisté jsou kaZzdoro¢né dodavany od ostatnich ¢lenti sdruZeni
F1 hybridy ozimé fepky jako vychozi material pro indukci embryogeneze a tvorbu
homozygotnich dihaploidnich linii. Zaroveri tato novoSlechténi piedstavuji 1
experimentalni material — napf. pro studium moznosti zvySovani mrazové odolnosti.

Jednou z cest ke zvySeni této vlastnosti je i manipulace s hladinami ochrannych
ve vodé vysoce rozpustnych latek - kompatibilnich solutti. Kromé molekularné
biologickych metod, které umozZiiuji vnést do rostliny pfimo geny kodujici rtzné

enzymy biosyntézy prolinu ¢i jinych kompatibilnich solutli, je moZné aplikovat ke
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Uvod

tkafiovym kulturam analog prolinu (trans-4-hydroxy-L-prolin) pro pozitivni selekci linii
s vys$i produkci pfirozené aminokyseliny, L-prolinu. K tomuto uéelu lze vyuZzit metodu
pylové embryogeneze, pomoci niZ lze ziskat haploidni regeneranty. Po zdvojeni
chromosomt ziskané dihaploidni linie jsou cennym materidlem pro piipravu novych
odrud.

Zamérem predlozené diplomové prace bylo zjistit, zda je moZné metodou in
vitro selekce v mikrosporovych kulturach prostfednictvim hydroxyprolinu ziskat
rostliny ozimé fepky se zvy$enou toleranci vii¢i mrazu.

Sledovany byly tyto dil¢i cile:

e Vyselektovat regeneranty ozimé fepky rezistentni  vuci
hydroxyprolinu  (Hyp-rezistentni regeneranty) pomoci pylové

embryogeneze.

e Stanovit obsah prolinu v listech a stupeti mrazuvzdornosti Hyp-
rezistentnich regenerantii a porovnat hodnoty s hodnotami kontrolnich
rostlin (in vitro regeneranty kultivované v médiu bez ptidavku

hydroxyprolinu).

e Porovnat obsah prolinu v listech regenerovanych rostlin se stupném

jejich mrazuvzdornosti.
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3. Prehled literatury

3.1. Vliv chladu a mrazu na rostliny

3.1.1. Uvod

Rostliny obecn¢ fadime mezi poikilothermni organismy, které nemohou
regulovat svoji vnitini teplotu. Rostlina se nemtize pohybovat z mista na misto, a tak se
vyhnout nepfiznivym podminkam. Vysledkem toho je, Ze na rostlinu nepisobi pouze
teplota, ale i fada dalSich neptiznivych faktort vnéjs$iho prostfedi. Tyto stresory mohou
byt riizné povahy — bud’ fyzikalni, chemické, mechanické nebo biologické. Plsobeni
stresoru v rostliné vyvola zvlastni stav, tzv. stres. Tento slozity dynamicky komplex
reakci je charakterizovan jako nespecifickd odpovéd’ organismu na ur€ity typ stresoru,
ptipadné jejich kombinaci (Gloser a Prasil 1998). Takovy stav rostlina muze bud’ po
urcitou dobu tolerovat nebo se mu vyhnout, ¢asto oviem kombinuje ob& dvé mozZnosti.
Druh4a moZnost pfedstavuje pasivni zptisob ochrany, ktery zahrnuje napiiklad vhodné
naasované Zivotni cykly nebo ochranné struktury jako kutikula, bunééna sténa apod.
Tolerance naopak aktivné omezuje plisobeni stresorl, avSak aZ po proniknuti
plasmatickou membranou. Tim je spusténa stresovd reakce. Jeji pribéh zavisi
predevsim na délce ptsobeni stresového faktoru, adaptaénich schopnostech rostliny a na
interakcich s dalSimi stresovymi faktory (Tamas 1999).

Stresovou reakci neboli adaptaéni syndrom lze roz¢lenit do &ty fazi, a to na fazi
poplachovou, restitu¢ni, rezisten¢ni a fazi vy€erpani (obr. 3.1). Poplachova faze nastane
ihned po interakci rostliny s pfislusnym stresorem, vede k naruseni homeostaze rostliny
a doc¢asnému sniZeni jeji odolnosti. Rostlina se snaZi stimto nepfiznivym faktorem
riznymi zpusoby vyrovnat, coZ pfedstavuje fazi restituni. Jestlize je pokraujici
vystaveni stresoru kompatibilni s adaptaci, nasleduje faze nejvyssi odolnosti, tedy faze
rezistence. Tento stav ovSem nemiZe trvat donekoneéna a pokud neni plisobeni stresoru
odstranéno v¢as, rostlina se dostane do faze vyCerpani a zahy umira. Popsany pribéh
stresové reakce je vSak velmi idealizovany. Stresové faktory piisobici na rostliny jsou
velmi rozmanité a obvykle plisobi souc¢asné. Mechanismus jejich piisobeni je dosti
slozity, proto je obecny adaptaéni syndrom €asto zpochybitovan. Né&ktefi autoti uvazuji i
o tzv. lokélni stresové reakci. Tim je mySleno, Ze stres je primarné vyvolan v misté
pusobeni stresoru. Druhotné pak vyvola stres v ostatnich organech, tedy rozsifi se po

celé rostlin€ a spusti obecny adapta¢ni syndrom (McKersie a Leshem 1994).
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Poplachova Restitucni Faze rezistence Faze vycerpani
faze faze
@ . ; Maximum
= . X rezistence
17 .
3 . |
LLl A S ]
K 2
* ' Normalni
"'--i : rozpéti
x
]
[72] '
% : Minimum
fal \ rezistence

Chronicke poskozeni

Akutni poskozeni

Doba pusobeni
stresoru

’

Obr. 3.1. Ideélni pribéh stresové reakce. Upraveno podle Larcher 2003.

Pfi uvahach o tom, jak se rostliny vyrovnavaji se stresem, je dulezité rozliSovat
mezi aklimatizaci a adaptaci na pasobeni pfislu§ného stresoru. Aklimatizace pfedstavuje
nedédi¢né zmény v ramci jednoho genotypu, zajisténé pouze fenotypovou plasticitou. Je
to stav pfechodny, indukovatelny a podléha genovému fizeni. Naopak adaptace jsou
genetické zmény, které organismy ziskaly v pribéhu evoluce. ProtoZe rostliny nemaji
moZnost ,,utéci pfed stresory do pfiznivéjSich krajin“, pfedstavuje u nich aklimatizace
velmi dilezity proces dofasné upravy struktur a metabolickych cest podle aktualniho
stavu vnéjSich podminek. Navic jim umoziiuje rychlou opravu poskozenych ¢asti
(Gloser a Prasil 1998).

Stres nemusi byt vzdy $kodlivy. Nékteti autofi (napt. McKersie a Leshem 1994)
rozliSuji dva typy stresu. Prvni je tzv. distres, tedy stres z nedostatku. Existuje ovSem i
tzv. eustres, ktery je pfiznivy, uZiteny a v nékterych pfipadech dokonce nezbytny.
Vzpomerime si naptiklad na nékteré druhy ovocnych stromi, které musi projit
chladovym stresem, aby doslo ke kveteni a k zahajeni diferenciace jejich plodi.

V ptirodé€ se b&€zné€ setkdvame s cyklickymi a acyklickymi zmé&nami podminek
prostiedi. Cyklické zmény jsou charakteristické pro mirny pas. K uréeni ro¢niho obdobi
v téchto oblastech pouZivaji vytrvalé byliny délku dne a teplotu. Tyto rostliny maji
fotoperiodicky signalni systém, ktery odhaluje pfichazejici zimu a iniciuje dormanci. Ta

je dulezita pro pteZiti neptiznivé nizké teploty a dalsi vyvoj rostliny. Acyklicka obdobi
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nebo mimofadné klimatické zmény se objevuji pfileZitostn€ a nepravidelné. Jejich
vlivem mizZe dojit k vymfeni populace nebo dokonce druhu (Guy 1999).

Vétsina studii fyziologie stresu se zaméfuje na plisobeni jednotlivych stresovych
faktorti. V ptirodé ovSem mezi nimi velmi ¢asto dochazi k interakcim, které mohou
rizné modifikovat pribéh stresové reakce. Zajimava je také skute¢nost, Ze nékteré
metabolické zmény vyvolané po plsobeni stresoru mohou byt spoleéné vice riznym
stresim. Mezi n€ patii zejména tvorba stresovych proteinl, a to jak konstitutivnich
(napf. ubikvitin) tak indukovatelnych ur¢itym stresorem (napf. specifické chaperony a
proteasy). DalSim spole¢nym znakem je tvorba aktivnich forem kysliku (superoxid,
peroxid vodiku, singletovy kyslik a hydroxylovy radikal). Také se zvySuje produkce
né€kterych fytohormonid (kyselina abscisova, jasmonat, methyljasmonat a polyaminy).
Zaroven dochazi ke zvy$ovani hladiny osmoregulaénich slou€enin (cukry, polyalkoholy
a jednoduché dusikaté latky) ( McKersie a Leshem 1994, Kadlecova 1999, Solecka a
Kacperska 2003, Tasgin et al. 2003, Parvanova et al. 2004, Zuther et al. 2004).

Pokusme se nyni nahlédnout do déju, které probihaji v rostlinach, kdyz teplota
jejich okoli trvale klesa a do moZnych mechanismu, které jim umoZiiuji tyto nepfiznivé

podminky pfekonat.
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3.1.2. Vliv nizkych teplot na rozSireni rostlin na Zemi

Rozsifeni rostlinnych druht je limitovano pfedev§im dvéma abiotickymi faktory
- ptistupnosti vody a teplotou. Tyto dva faktory prostfedi vétSinou pusobi spoleéné a
charakterizuji klima i roz$ifeni rostlin na nasi planeté (obr. 3.2). Biochemické i ristové
procesy rostlin maji urCité teplotni optimum. Toho se v3ak rostlinam mnohdy
nedostava, setkavaji se spiSe s podminkami vice ¢i méné suboptiméalnimi a nizké teploty
jsou tak jednim z nejdulezitéj$ich faktort, které omezuji rast rostlin (Guy 1999, Juntilla
a Robberecht 1999).
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Obr. 3.2. Vztah teploty a vodniho stresu. Upraveno podle Guy
1999.

Teploty mohou klesat pod 0°C epizodicky, periodicky anebo takovych hodnot
mohou nabyvat po cely rok, podle zemé&pisné §iiky. ,,Zima je nejhors$i a nejrozsifené;si
nepfitel Zivota na Zemi“ (Cerny - ustni sd&leni). Polarni oblasti spolu s hlubokymi

oceany, kde klesa teplota nize nez 2°C, zaujimaji az 80% povrchu planety Zemég. Pouze
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na jedné treting zemského povrchu se nevyskytuje led. Uzemi s minimalni teplotou pod
—20°C zahrnuji pfiblizné¢ 42% (Juntilla a Robberecht 1999). Naopak jen na 6,6%
celkové kontinentdlni plochy neklesnou teploty pod +15°C. To se tyka povodi
Amazonky, Konga a ¢asti jihovychodni Asie (obr. 3.3) (Pokorna 2002).

o]

oamgdon
Tmoow>»

Obr. 3.3. Vyskyt nizkych teplot na Zemi.

e A —ro¢ni minimélni teploty nad +5°C; chladové citlivé tropické rostliny

¢ B —ro¢ni minimalni teploty nad 0°C; extrémné mrazové citlivé rostliny

e C - epizodické mrazy s teplotami aZ k -10°C; rostliny vyuzivajici strategie
ptechlazeni a sniZzeni bodu mrznuti

e D - oblasti s chladnou zimou a priimérnymi roénimi minimalnimi teplotami
mezi -10 a -40°C (bilé linky jsou isothermy s minimalni teplotou -30°C);
rostliny s limitovanou mrazovou toleranci a stromy se dievem schopnym
hlubokého prechlazeni

e E — primérné ro¢ni minimélni teploty pod -40°C; celkové mrazové tolerantni
rostliny

e F —polarni led

Upraveno podle Larcher 2003.

Dnes na na$i planeté roste ptiblizn€¢ 250 000 druhd cévnatych rostlin, z nichz
40% obyva tropické destné lesy. Tento udaj ukazuje, Ze mnoZstvi druhli klesa se
vzristajici nadmotskou vyskou a zemépisnou Sitkou. Ackoli je mnoZstvi druhi
schopnych pfezit periodické mrznuti stile malé, né€které rostlinné druhy jsou dobfte
adaptovany k pteziti ménicich se klimatickych podminek. Poskozeny byvaji, jen kdyz
se teplota nebo srazky odchyli od dlouhodobého priméru. Jsou znamy druhy stromdi,
které dokazi ptezit teploty blizké teploté tekutého dusiku (-196°C), ackoli se s takovou
teplotou jen stéZi nékdy setkaly (Nilsen a Orcutt 1996, Junttila a Robberecht 1999).
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3.1.3. Chladovy stres
3.1.3.1. Uvod

Chladovy stres postihuje zejména rostliny pivodem ze subtropickych nebo
tropickych oblasti svéta. Teplota, vyvolavajici chladovy stres se totiz pohybuje od 0°C
do +15 az +20°C. Nezalezi ale pouze na teploté, dulezita je také doba, po kterou je
rostlina ptislu$né teploté vystavena.

Rostliny maji vyvinuty rizné strategie, jak nejen pfeZivat, ale i rust a
rozmnoZovat se za podminek b&Znych v jejich pivodnim prostiedi. KdyZz se vSak
dostanou, ¢asto i prostfednictvim ¢lovéka, do oblasti ,,novych®, pro n¢ mén¢ vhodnych
nebo extrémni teploty pfekro¢i inosné meze, nastava problém, se kterym se rostliny
musi n€jak vyrovnat. Ty, kterym se to povede, nazyvame chladuvzdorné. Takové
rostliny 1ze dale rozdélit na chladové tolerantni (neboli chladové rezistentni) a chladoveé
necitlivé. U chladové tolerantnich rostlin vyvolaji sice nizké teploty primarni pos$kozeni,
nicméné¢ jsou schopny odolavat sekundarnimu poSkozeni, které vede
k charakteristickym symptomim, nebo jej alespoii po uréitou dobu tolerovat. U
chladové necitlivych rostlin primarni poskozeni viibec nenastane pfi teploté nad 0°C.
Naopak rostliny citlivé na chlad (neboli chladové sensitivni) jsou poSkozeny nebo
dokonce hynou pii teplotach od 0°C do +15 az +20°C (McKersie a Leshem 1994,
Nilsen a Orcutt 1996).

Citlivost rostlin na chlad je zavisl4 nejen na jejich genetickém zékladu, ale také
na fad¢ jinych faktorti — zejména na etapé vyvoje, metabolickém stavu (dormance nebo
aktivni rist), dostupnosti vody a Zivin, intenzité svétla, denni dob¢ aj.

Za nizkych teplot se snizuje schopnost kofent vést vodu, navic je blokovana
funkce praduchii. Vlivem vysokych intenzit slune¢niho zafeni mizZe dochazet snadnéji
k fotoinhibici a fotooxidaci (McKersie a Leshem 1994). Denni zmény odolnosti vici
chladu souvisi s fluktuaci zasob metabolitli, pfedevsim sacharosy a glutathionu, jakoZ i
se zménami v transkripci a translaci. Z hlediska Zivin je dileZitym prvkem draslik, ktery
souvisi s osmotickym pfizpisobenim. Rostliny jsou obecné vice citlivé k chladu
v nedormantnim stavu a béhem mladsich etap vyvoje. Naopak velmi odolné vyvojové
stadium rostliny je suché semeno, protoZe je to stadium klidové a obsahuje jen
minimum vody. Odolava tedy i del$imu vystaveni nizké teploté. Jakmile v8ak pfijme
vodu a za¢ne Kklicit, stava se citlivym na chlad (McKersie a Leshem 1994). Uréujicim

procesem je v tomto piipadé reorganizace a nestabilni stav membran pfi pfechodu ze
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suchého do hydratovaného stavu semene. JelikoZ nizkd teplota poru$i integritu
membrany, zvysi se unik elektrolytti a nakonec dojde k zastaveni kli¢eni. Pokud voda
vnikne do semene za vy$3i teploty a teprve pak je semeno vystaveno nizkym teplotam,
k poskozeni nedojde. Podobné procesy se odehravaji v membranach pylu citlivych
druh rostlin.

Semenacky jsou citlivéj§i nez dospélé rostliny. Kofeny, oddenky a cibulky
byvaji nachylnéjsi neZ nadzemni vegetativni organy. ProtoZe jsou viak chranény pidou,
nesetkavaji se v piirodé s tak nizkymi teplotami jako nadzemni &asti rostliny. Zdaleka
nejcitlivéjsi jsou reprodukéni organy. Nizka teplota miZe ovlivnit kveteni, produkci
pylu, kli¢eni a u citlivych druhi miZe zpusobit dokonce saméi sterilitu (McKersie a
Leshem 1994).

3.1.3.2. PoSkozeni chladem

Za primarni pos$kozeni je povaZovana pocateéni rychla reakce, ktera v rostling
sice zpusobi rizné inaktivace, ale je snadno reversibilni. Pokud vystaveni nepfiznivym
teplotam pokrauje, nasledujici sekundarni zmény mohou byt nevratné a jejich

vysledkem jsou charakteristické symptomy, které je mozné na rostlin€ pozorovat.

3.1.3.2.1. Primarni poSkozeni

I kdyZz je znamo, Ze buiky vnimaji nizké teploty individualng€, zatim se
nepodafilo jasn¢ stanovit primarni misto po$kozeni na buné¢né urovni. Existuji dva
hlavni kandidati, kteti jsou spole¢ni pro viechny druhy poskozeni vlivem nizkych teplot
— zmény metabolismu a plasmatické membrany.

Kdybychom povaZovali jako primarni misto poSkozeni metabolismu, sled
moznych reakci by byl nasledujici: vlivem nizké teploty by byly nepfiméfené
inhibovény uréité enzymy, coZ by mohlo vést k nahromadéni toxickych meziproduktd,
poruseni integrity membrany a nakonec k projeveni symptomu chladového poskozeni
(McKersie a Leshem 1994).

Naopak jini autofi jsou zastdnci toho, Ze teplotu vnima sama membrana, a to
pomoci acylovych koncid fosfolipidd (McKersie a Leshem 1994, Yamada et al. 2002).
Lipidova faze se lateraln¢ separuje — tvoifi odlisné domény gelovych a tekutych
krystalickych fazi. Domény gelové faze obsahuji lipidy malo pohyblivé a jejich acylové

fetézce jsou pevné sté¢snany. To znemoZiiuje membran€ chovat se semipermeabilné a
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navic je narusena funkce integralnich membranovych proteint a kanald. Takto si lze
dobte predstavit, Ze nasledkem primarniho poSkozeni membrany dojde ke ztraté
turgoru, uniku cytoplasmatickych solutii, poklesu energetického metabolismu,
rozvraceni fotosystémt, bunéfné autolyze a nakonec smrti buriky, pfipadné celé
rostliny. Po piisobeni chladu na membrany dochazi k odpojeni transportu elektrond od
syntézy adenosintrifosfatu (ATP). Lze to jednoduse vysvétlit tim, Ze fyzikalni zmény
vlastnosti membrany vyvolavaji zmény v aktivit¢ membranovych enzymu. Existuje tedy
velmi uzké spojeni mezi teplotou, fluiditou membranovych lipidi a aktivitou
integralnich enzymd membrany. Daéle bylo zpozorovano, Ze rostliny, které se
aklimatizuji na nizké teploty, zvysuji podil nenasycenych mastnych kyselin. To v§ak
neznamena, Ze by nenasycenost lipidd byla jedinym nebo nejvice ur€ujicim faktorem
v odolnosti vi€i chladu (McKersie a Leshem 1994, Kawamura a Uemura 2002).

Jednou z pocate€nich reakci rostlin na nizkou teplotu je inhibice fotosyntézy.
Poskozeni je znasobeno, je-li rostlina zaroveii vystavena silné€jSimu ozafeni. Nizké
teploty obecné zpomaluji vSechny metabolické reakce. V ramci fotosyntézy vSak
muzeme rozlisit dvé zvlast¢ citlivé — reakce zapojené do fixace oxidu uhli¢itého a
reakce ucCastnici se regulace velikosti priduchi. To mé dva okamzité dusledky —
pozadavek chemické energie klesa a schopnost priduchi regulovat ztratu vody a
vyménu CO; je blokovana. Za nizkych teplot je odpovéd’ priduchid na vnitini i vné&jsi
podnéty pomald. To znamena, Ze kdyzZ jsou v tu chvili oteviené, ptiviraji se jen pomalu
a naopak, kdyZ jsou zaviené, tak v tomto stavu zistanou i nadale (Kratch a Wise 2000).
Navic je sniZena vodivost vody plasmatickou membranou bun¢k kofend (McKersie a
Leshem 1994). Za nizké teploty a vysoké ozafenosti fotosynteticky aparat zachyti vice
energie nez je potfeba, a tim se inhibuje ¢innost fotosystému II (PSII — photosystem II).
Pfitom se zpomaluje $tépeni vody jako zdroje elektronti a dochézi k degradaci proteinu
D1 reakéniho centra. Tento proces se nazyva fotoinhibice. Rostliny chladové tolerantni
to feSi rozptylenim nadbyte¢né energie do okoli ve formé tepla. U chladové citlivych
rostlin vede fotoinhibice k poklesu mnoZstvi reakénich center. Je nutno dodat, Ze
fotoinhibice probihd i za nestresovych podminek, za suboptimalnich podminek je vSak
vyrazn€ zvyS$ena. Zajimavé je také pozorovani, Ze fotosyntéza tropickych lusténin byla

vazn€ poskozena jest¢ n€kolik dni po jediné chladné noci (McKersie a Leshem 1994).
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3.1.3.2.2. Sekundarni poskozeni

Za chladného slunného dne mize dojit k nadprodukci (re)aktivnich forem
kysliku (ROS - reactive oxygen species) fotosystémy diky primarnim zméndm
v elektrontransportnim fetézci (McKersie a Leshem 1994). To je pokladano za hlavni
misto jejich produkce. ROS mohou byt oviem tvofeny i v ostatnich systémech
transportu elektronli, zejména v mitochondriich. Jejich vlivem dochazi k peroxidaci
mastnych kyselin, kterd méni fyzikalni vlastnosti membranovych lipidi. To znemoZni
spravnou funkci integralnich proteini membrany a dojde krozvoji viditelnych
symptomi chladového poskozeni. Mimoto jsou schopny pfimo poskozovat DNA ¢i
navodit denaturaci proteini. K zajimavému zavéru dospéli Chen a Li (2002a), kteti
sledovali ultrastrukturdlni zmény v burikach kukufice vystavenych chladu. Pozorované
zmény byly ndpadné podobné zménam, které nastavaji pfi programované buné¢né smrti
— mizely $krobové granule, vakuoly fuzovaly a praskaly, mitochondrie se zdufovaly,
cytoplasma sraZela a chromatin se zacal rozpadat.

Pfesto nelze ROS pokladdat jen za toxické vedlejsi produkty metabolismu,
v niz§ich koncentracich totiz slouzi jako vyznamné signalni molekuly (Chen a Li

2002a).

3.1.3.2.3. Symptomy chladového posSkozeni

Citlivost rostlin k chladu miiZze byt odli$nad mezi druhy téhoZ pasu, ale i mezi
jednotlivymi ekotypy stejného druhu (Pokorna 2002). Podobné symptomy chladového
poSkozeni se lidi mezi jednotlivymi druhy a jejich pribéh muze trvat od hodin
k mésicim podle citlivosti rostliny a dal$ich podminek prostfedi (svétlo, voda, vitr,
ziviny). U né€kterych rostlin se symptomy projevi jiz béhem chladové periody, u jinych
az poté, co jsou jejich tkané opét zahfaty. Symptomy chladového poskozeni zahrnuji
zmény metabolické, bun&¢né a nakonec zmény na urovni celé rostliny.

Zmény metabolismu obvykle pfedchazi bunéénym a viditelnym symptomim
poskozeni. Respirace se zrychluje ¢i zpomaluje, v zavislosti na vaZnosti stresu. Je také
stimulovana glykolysa. To zpisobuje nahromadéni koncovych produkti fermentace,
ethanolu a laktatu. Sama akumulace téchto latek mtZze byt pro rostliny $kodliva. Nékteré
tkan€ urychluji produkci ethylenu, ale ten neni pivodcem ani nezbytnym agens pro
rozvoj symptomu chladového poskozeni (McKersie a Leshem 1994).

Silnéjsi chladovy stres podnécuje plasmolyzu a senescenci buné€k, nasledkem

toho i ztratu turgoru. ProtoZe poSkozena membrana umoZiuje vytékani bunéénych
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tekutin do apoplastu, dochazi k poruseni bunééné integrity a kompartmentace. Buné¢né
roztoky, které unikly z buriky, navic slouzi jako dobré ristové médium pro bakterie a
houby, které napadaji rostlinu jako patogeni. Jednim z ¢asnych symptomi na bunééné
urovni je také zastaveni proudéni cytoplasmy, a tim i zastaveni transportu uvnitf buriky i
mezi butikami. Chladnuti limituje energeticky metabolismus v mitochondriich, a proto
se burice nedostdva dostate¢ného mnozstvi ATP, které je pro proudéni cytoplasmy
nezbytné (McKersie a Leshem 1994).

Vlivem nizkych teplot je zpomalen prodluzovaci rist a rostliny zlstavaji
viditelné zakrnélé. Diky fotooxidaci rostliny ztraceji chlorofyl a jejich listy Zloutnou.
Listy se mohou riizné stacet, zkrucovat a délat vybézky. Stonky praskaji, cévy hnédnou
a tkan nasava vodu. Tyto degenerativni procesy starnuti mohou probihat bud’ v celé
tkani nebo jen mistné. Piikladem lokalniho poskozeni jsou doli¢kovité plochy na
epidermis listd a plodi diky buné¢nému kolapsu. Tyto propadlé jamky jsou zprvu
nasaklé vodou, po zahtéti se ale vysus$i a zanechaji nekrotické skvrny na povrchu listu
nebo plodu (napf. na okurce). Navic ptisobenim chladu nedozrava mnoho plodu (napf.
raj¢at) nebo se spravné nevyvine jejich chut’. Dferi banant se za nizkych teplot rozpada
a jejich slupka hnédne, vnitini pletiva ananasu ¢ernaji (Nilsen a Orcutt 1996). MizZe
také dochazet k odbarveni duZiny, cévnich tkani a semen.

A¢ to na prvni pohled nemusi byt patrné, chladovy stres je vniman lokalné a
pravdépodobné kaZzdou buitkou zvlast. To znamend, Ze i symptomy jsou vysledkem
individualniho bunééného poskozeni a li$i se mezi rostlinami i tkanémi, jelikoZ i buiiky

jsou rozdilné (McKersie a Leshem 1994).

3.1.3.3. Fyziologické a biochemické efekty chladového stresu

Chladovy stres muiZe ovlivnit proteiny, a to jak kvalitativné, tak i kvantitativng.
MnozZstvi rozpustnych proteinii obvykle vzrista. Proteiny, které maji enzymatickou
funkci, mohou byt regulovany jak k niz§im, tak k vy$8im hladinam, v zavislosti na
specifické funkci, druhu rostliny a stupni chladového stresu (Nilsen a Orcutt 1996).
Enzymy, jejichz hladina po pusobeni chladu stoupa, mohou odraZet aklimatizaéni
procesy. Enzymy, jejichZz syntéza se sniZzuje, piedstavuji bud’ citlivé enzymy nebo
enzymy uU¢astnici se indukce dormance. Proteiny jsou obecné labilng€jsi za vysokych
teplot, ale i za chladnych podminek muzZe dojit k inaktivaci jejich funkce. Napiiklad
enzymy P; — dikinasa (zapojena v reakcich fixace uhliku u C4 rostlin) a
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fosfofruktokinasa (zapojena v reakcich glykolysy) mohou byt inaktivovany konversi
tetramerti na dimery. Také K'-ATPasa, kter4 je uréujici pro osmotické poméry v butice,
je ovlivnitelna chladem.

Pasobenim nizkych teplot se oslabuji hydrofobni interakce, odhaluji
sulfhydrylové skupiny a méni se lipidové prostiedi obklopujici membranové proteiny.
Tim se méni konformace pfislusnych proteinii i enzymova kinetika. Ke zménam
dochazi zejména v reakéni rychlosti (Vmax) a afinit€é enzymu pro dany substrat (Kp,)
(Nilsen a Orcutt 1996).

Dal$im z biochemickych efektl chladu na rostliny je inhibice fotosyntézy. Jak
Jiz bylo zminéno v kapitole o primarnim poskozeni, z hlediska fotosyntézy je pro
rostliny nebezpe¢néj$i plsobeni chladu za vysoké ozafenosti nebo také za sucha.
Existuje n€kolik enzymi ucastnicich se fotosyntézy, které jsou zvlasté citlivé. To ma za
nasledek i zmenSeni metabolické zasoby 3-fosfoglyceratu potfebné pro sekundarni
reakce fotosyntézy, ¢imZ se snizuje mnoZstvi fixovaného uhliku. Klesd i transport
uhliku akumulovaného. NiZ§i rychlosti fotosyntézy mohou také odrazet nedostate¢ny
piisun CO; do rostliny, jelikoZ pfi chladovém stresu jsou rostliny ¢asto dehydratovany a
uzaviraji pruduchy. Tyto zdanlivé nevyhodné reakce mohou byt vyznamné z hlediska
»vodni ekonomie“ rostliny a mohou byt tedy rozhodujici pro udrZeni nizké hladiny
chladového poskozeni (Nilsen a Orcutt 1996). K vyvinuti plné mrazové tolerance bylin
je potfebné, aby se vyvinuly nové listy pii nizké teploté. S tim souvisi pfizptisobeni
uhlikového metabolismu — vzristd aktivita mnoha enzymi Calvinova cyklu, je
selektivné stimulovana syntéza sacharosy a v neposledni fadé se méni distribuce
anorganického fosfatu mezi jednotlivymi kompartmenty buiiky (Hurry et al. 2002).

Pusobeni nizkych teplot se dotyka i rychlosti respirace. Kratkodoby minimalni
stres respiraci zrychluje, protoZe se zvySuje aktivita kyanid-necitlivé alternativni drahy
transportu elektrond. Naopak dlouhodobé nebo extrémné nizké teploty rychlost
respirace snizuji (Nilsen a Orcutt 1996).

Béhem chladového stresu byly pozorovany i strukturalni zmény v organeléach.
Poradi jednotlivych organel podle jejich citlivosti na chlad je nasledujici: plastidy >
mitochondrie > peroxisomy > jaderny obal > tonoplast > plasmaticka membrana (Nilsen
a Orcutt 1996). Ziejme neni ndhoda, Ze zrovna tonoplast a plasmatickd membrana jsou
vii¢i pusobeni chladu nejodolngjsi. Tonoplast vyznamné ovliviiuje osmotické poméry
v burice. Role plasmalemy je jesté ziejméjsi — jakmile je protrZena, $ance buriky na
zotaveni je miziva.
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3.1.4. Mrazovy stres
3.1.4.1. Uvod

Za mrazuvzdorné povaZujeme rostliny, které jsou schopny tolerovat nebo se
vyhnout teplotdm pod 0°C. Druhy, ale i jednotlivé kultivary se 1isi ve svém genetickém
potencialu odolnosti viiéi mrznuti. Do hry ov§em vstupuji i jiné faktory neZ jen samotna
teplota a genom. Z té€ch nejvyznamnéjsich je to rychlost mrznuti a tani, rychlost a
hloubka aklimatizace, rozdily rostlinnych tkani a organd, vodni pomeéry v rostlin€ i
padé, snéhova pokryvka, Ziviny, morfologické charakteristiky rostliny a charakter ristu
(Nilsen a Orcutt 1996). Stejné jako u chladového stresu jsou citlivéjs$i ¢asna stadia
vyvoje semenackl neZ rostliny s vyvinutymi pravymi listy. Také existuje proménlivost

v mrazové rezistenci mezi tkanémi a sezoénni zmény v citlivosti jednotlivych pletiv.

3.1.4.2. Proces mrznuti

Mrznuti lze obecné rozdélit na dva zakladni typy — radia¢ni a advek¢ni. Radia¢ni
mrznuti miZzeme pozorovat za chladnych jasnych noci, kdy je teplo z povrchu rostliny
emitovano zpét do atmosféry. Za té€chto okolnosti je teplota povrchu rostliny nizZ3i nez
teplota okolni atmosféry. Tento rozdil teplot mize vést ke kondensaci vlhkosti na
povrchu listu a jestliZe je teplota dostate¢né nizka, mtZe to mit za nasledek tvorbu ledu.
K advekénimu mrznuti mize dojit v ptipadé, Ze se do urcité oblasti dostane velmi
studeny vzduch z polarnich &asti svéta. Ten zplisobi extrémné nizké teploty vzduchu,
coZ vyvola rychlé mrznuti rostlin (Nilsen a Orcutt 1996).

Led se nejprve objevuje v mistech s vy$§im (nejméné negativnim) osmotickym
potencidlem. To zahrnuje zejména velké cévy xylému v listech a stoncich, buné¢nou
sténu a mezibun&¢ny prostor. Velky primér xylémovych cév napomaha tvorbé ledu.
Jejich ziedéna miza ma obvykle nejvyssi bod mrznuti. Poté, co se zde led vytvoii, zatne
se rozsifovat do extracelularnich prostor jinych pletiv rychlosti aZ 60 cm.min™ (Nilsen a
Orcutt 1996). Krystal ledu vSak nemiize proniknout neposkozenou plasmatickou
membrénou. Proto roste na ukor vodni pary a povrchové vrstvicky tekuté vody na
buné¢né sténé. Mrzne pouze ,Cistd voda“, ostatni latky jsou vylu€ovany do okolni
tekutiny (McKersie a Leshem 1994). Extracelularni roztok se stava ¢im dal vice
koncentrovanéj$im, aZ mezi nim a roztokem uvnité butiky vznika gradient vodniho
potencidlu. Voda je taZena ven z buriky, dokud se vodni potencidly nevyrovnaji a

nasledkem toho se cytoplasma dehydratuje. To ma t¥i ddleZité fyziologické nasledky:
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béhem mrznuti a tani musi projit plasmatickou membranou velké toky vody; krystaly
ledu se rozsituji v apoplastu, a pokud jim tento prostor nestaci, tkail zatne bobtnat a
vnitrobunééné spoje praskat a kone¢né, cytoplasma se vysousi a buriky tak mohou
zkolabovat.

Z vy$e uvedeného je patrné, Ze plasmaticka membrana ma rozhodujici funkci pii
procesu mrznuti. Nejen, Ze slouzi jako fyzicka bariéra priniku ledu do cytoplasmy, ale
také udrzuje bunéénou integritu béhem mrznuti a tani, kdy se buiika nejprve kontrahuje
a poté expanduje. Navic semipermeabilita plasmalemy ovliviiuje toky vody a solutd
mezi cytoplasmou a extracelularnim prostorem. Z hlediska rychlosti tvorby ledu, ktera
je zasadni pro miru poSkozeni rostliny, hraje dileZitou roli porosita plasmatické
membréany a bun&né stény. Cim je velikost a &etnost porti v&tsi, tim rychleji je voda

taZzena ven z buiiky a nasledkem toho se i rychleji tvofi led.

3.1.4.3. Nukleace ledu

Aby se mohl tvofit led uvnitf nebo na povrchu rostliny, musi nastat nukleace
ledu. Ackoli je za bod mrznuti vody povaZovana teplota 0°C, &istd voda ma ve
skute¢nosti jen malou $anci zmrznout pfi teploté vyssi nez -40°C. Ta ptedstavuje teplotu
homogenni nukleace ledu. ProtoZe se voda v pfirodé nevyskytuje v istém stavu, ale
jako iontovy nebo koloidni roztok, k jejimu mrznuti dochazi pf#i teplot¢ mnohem vyssi
(Wisniewski a Fuller 1999).

Nejprve se musi vytvofit maly zarodek krystalu, ¢emuZ napomadhaji tzv.
heterogenni nukleéatory ledu. Mezi n€ patii naptiklad specifické druhy bakterii, houby,
hmyz, prach, vlhkost ¢i samotny led. Tyto nukleaéni agens lze déle rozdélit na vnéjsi a
vnitini. Mezi vnéj$i agens patii zejména vlhkost a dva specifické druhy bakterii —
Pseudomonas syringae a Erwinia herbicola. Tyto bakterie, aktivni v nukleaci ledu,
produkuji specifické proteiny, které orientuji molekuly vody do ledové mitizky. Cim
vice je té€chto bakterii na povrchu rostliny, tim vy$$i je stupefi nukleace ledu. S nimi
mohou kompetovat bakterie, které aktivni v nukleaci ledu nejsou, ¢ehoz lze vyuzit pii
ochrané rostlin pfed zmrznutim. Jejich pouZiti je vSak diskutabilni. Vnitini nuklea¢ni
agens si rostlina syntetizuje sama. Jsou dulezité zejména u dfevin, kde jsou aktivni pii
teplotach lehce pod bodem mrazu a to ve zhruba stejném rozsahu jako vnéj$i nukleétory
u bylin (Wisniewski a Fuller 1999, Gusta ez al. 2004). Heterogenni nukleatory ledu jsou

velmi efektivni a ¢etné, mrznuti tedy u rostlin nastava pfi mnohem vysSich teplotach
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neZ je homogenni nukleace ledu. Rostliny citlivé na mraz jsou poskozovany v disledku
tvorby ledu jiZ mezi -2 a -5°C (McKersie a Leshem 1994).

K pfimému pozorovani nukleace a propagace ledu v rostlinich se pouzZiva
infratervend thermografie. Metoda vychazi ze skuteCnosti, Ze tvorba ledu je
exothermicky dé€j. Uvolnéni tepla pii pfechodu vody z tekuté na pevnou fazi mize byt
monitorovano a vizualizovano. Infradervena thermografie tedy umoziuje definovat
inicidlni misto nukleace ledu a pozorovat roz$ifovani ledu do ostatnich tkani. Timto
zplisobem lze napt. zjistit, Ze mira mrznuti miZe byt pfimo asociovdna s mnoZstvim
viditelného poskozeni (Wisniewski a Fuller 1999).

U rostlin je moZno vystopovat dvé rtizné exothermy — vysokoteplotni exothermu
(HTE - high-temperature exotherm) a nizkoteplotni exothermu (LTE - low-temperature
exotherm). HTE reprezentuje extracelularni tvorbu ledu, kterd nastdvd za relativné
vysokych teplot a neni letalni. Naopak LTE vyplyva z intracelularni tvorby ledu, ktera
téméf vzdy vede ke smrti burikky. LTE je charakteristicka pro teploty pfechlazeni a je
Casto nazyvana eutektickym bodem. ProtoZze mlUze byt charakterizovana
nékolikanasobnymi vzrusty teploty, ukazuje na individualni mrznuti bun€k pfi riznych
teplotach (Nilsen a Orcutt 1996).

Na nukleaci ledu ma vliv i struktura rostliny. Ziejmy rozdil je mezi adaxidlnim a
abaxidlnim povrchem listu. Kapky vody s bakteriemi aktivnimi v nukleaci ledu mrznou
na obou povrsich stejné rychle, ale list mrzne nejprve na povrchu abaxialnim, protoZe se
led §ifi skrz priduchové $térbiny. Je tedy patrné, Ze aby mrzla listova tkan, krystaly ledu
musi nejprve proniknout povrchem listu a to bud’ skrz priiduchy, praskliny v kutikule
nebo zlomené epidermalni vlasky (Wisniewski et al. 2002).

Pro zabranéni nukleace ledu jsou dulezité tzv. antifreeze proteiny (Atici a
Nalbantoglu 2003), které ovliviiuji tvar i rlst krystali tim, Ze se navazuji na jejich
povrch. Vysledkem jsou mal€ jehliCkovité krystaly. Antifreeze proteiny sice sniZuji bod
mrazu jen o 0,2 az 0,4°C, ale mohou inhibovat aktivitu vnitinich i vn&j$ich nuklea¢nich

agens. Proto hraji dileZitou roli ve vyhnuti se mrznuti (Wisniewski a Fuller 1999).
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3.1.4.4. Mechanismy mrazové odolnosti

Mrazuvzdorné rostliny vyvinuly né€kolik unikatnich mechanismi, které jim
umoziiuji vypotfadat se snizkymi teplotami a moZnou pfitomnosti ledu v pletivech.
Vsechny tyto pozoruhodné strategie spadaji do dvou obecnych kategorii — mrazové

tolerance a mrazové avoidance (neboli vyhnuti se mrznuti).

3.1.4.4.1. Mechanismy mrazové avoidance

Elegantni zplisob prevence mrznuti vyvinuly nékteré sukulenty, které maji
vysoky obsah vody v tkanich. Béhem dne akumuluji residualni teplo a v prib&éhu
chladové periody pak uskladnéné teplo pomalu disipuji.

Nekteré druhy z Celedi Araceae a rodu Chlamydomonas produkuji metabolické
teplo, a tim se ohieji (Nilsen a Orcutt 1996).

Jednoleté byliny v pfiznivych teplotnich podminkach rostou a rozmnoZuji se,
mraz piezivaji pomoci dormantnich organid (hlizy) nebo vyvojovych stadii (semena).
Jiné rostliny jsou zase schopny stahnout rostouci konce vyhonki pod listy nebo
hrabanku. Toho vyuZivaji zejména pifes noc, aby piede§ly radiaénimu mrznuti
(Kacperska 1999).

Rostliny malokdy zmrznou pfi teploté mrznuti bunééného roztoku, ale Casto se
prechlazuji. Toho jsou do ur¢ité miry schopny vyuZivat vSechny rostliny, n€které se
vSak mohou pfechlazovat aZ k teplot¢ homogenni nukleace ledu. Mnoho druhi dievin
se touto strategii snazi vyhnout vysuSeni cytoplasmy. I mezi druhy, které tento
mechanismus ochrany rozvinuly, najdeme velké rozdily a specificky prah teploty, na
kterou se jsou schopny pfechladit, omezuje jejich geografickou distribuci (McKersie a
Leshem 1994). Také mnoho ovocnych dievin (napf. broskvoii, vinna réva, brusnice
borivka) se vyhyba mrznuti, a to v kvétnich pupenech, vegetativnich pupenech a
v Castech tkané kury a dieva tzv. hlubokym pfechlazenim. Primordium kvétniho pupene
je obklopeno bunéénou vrstvou s mnozstvim vosku. Tato vrstva izoluje meristematické
buriky od Supin a osy pupenu, ¢imZ zabraiiuje proniknuti krystalkt ledu do primordia.
Primordium tedy neobsahuje Z4dnd nukleani agens a mulZe se pfechlazovat aZ ke
kritické teploté¢ nukleace ledu. KdyZ v8ak teplota prostfedi pfekro¢i kriticky prah,
primordium okamzit¢ kompletné zmrzne a umird. Tento mechanismus je kombinovan
jeste s tzv. extraorgdnovym mrznutim. Led se tvofi nejprve v Supindch a ose pupenu.

Pfitomnost ledu v Supinach pupene zptisobi gradient potencialu vody, ktera pak migruje
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z apexu stonku nebo kvétu do mist extracelularniho ledu. U vétSiny druhti do Supin a
osy pupene necestuje veSkera voda, ale &ast ji zistava pfechlazena v primordiu. Mira
hlubokého pfechlazeni se méni na zakladé obdobi — je postupné ztracena s tim, jak
pupeny zacinaji raSit. Rychla ztrata schopnosti pfechlazeni u kvétnich pupent
broskvoné je spojena se zranim prokambialnich cévnich svazkd v primordiu. U mnoha
ovocnych plodin i pfirozenych druhti dfevin mirného pasu je bézné hluboké prechlazeni
xylémovych tkéni. Jako u dorm?.ntnich pupenti i zde musi existovat n&jaka bariéra proti
rustu krystali ledu. V tomto pfipad¢ hraje duleZitou roli porosita bunééné stény a
plasmatické membrany, a zvlasté pak struktura a sloZeni zteneniny parenchymatickych
bunék xylému. Ztencenina je tenka nelignifikovana (alespori prvni dva roky vyvoje) ¢ast
bunééné stény, sloZzena hlavné zcelulosy a pektinG. Pravé pektiny hraji ziejmeé
vyznamnou roli v regulaci permeability a porosity buné¢né st€ny (Wisniewski a Fuller
1999). Hluboké ptechlazeni je charakteristické pro mirné otuzilé¢ dfeviny, protoZe je
limitovano teplotou homogenni nukleace ledu.

Extrémn€ otuzZilé druhy vyvinuly jest€ rafinovanéj$i strategii k vyhnuti se
mrznuti svych tkani, tzv. sklovaténi. Stejné jako hluboké pifechlazeni i tato strategie
reprezentuje situaci, kde je voda pfitomna v metastabilnim stavu. Zatimco rostliny
upiednostiiujici pfechlazeni, se snazZi zabranit pfechodu vody z tekuté na pevnou fazi,
sklovaténi pfedstavuje mechanismus, pomoci né€jZ se buriky stanou osmoticky,
thermdlné i mechanicky nete¢né k ptitomnosti externiho ledu dokonce pti teplotach
blizkych teploté tekutého dusiku, tedy -196°C. ,,Vodni skla® jsou mimofadné viskdzni
ptechlazené roztoky, ale nedochazi u nich k nukleaci ledu, pokud je teplota dostate¢né
nizk4, tedy pokud buiika zlistava pod teplotou tani sklovatého roztoku. Bunééna $t'ava je
v takovém stavu extrémné stabilni a relativné odolna ke vSem stresim spojenym

s mrznutim a ptitomnosti ledu v pletivech (Wisniewski a Fuller 1999).

3.1.4.4.2. Mechanismy mrazové tolerance

Ackoli mnoho rostlin mirného pasu dokaze pfezit zimu tim, Ze se mrznuti
néjakym zvySe uvedenych zplsobi vyhnou, vétSina druhi, ktera piezimuje ve
vegetativnim stavu je nucena tolerovat rust ledovych krystali ve svych pletivech.
Mechanismy mrazové tolerance zahrnuji tvorbu ledu v rostlinnych tkanich bez letalnich
nasledkd. Led musi byt ovSem tvofen extracelularng, tzn. v prostoru bunééné stény,
v mezibunééném prostoru ¢i v xylému. Za intracelularni tvorbu ledu rostliny obvykle

zaplati Zivotem. Existuji ale ptipady, kdy i intracelularni mrznuti nemusi byt smrtelné.
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Tato situace muze nastat, je-li mrznuti velmi pomalé a ledové krystalky jemné
strukturované, nicméné v pfirodé se s tim setkame jen velmi zfidka (Nilsen a Orcutt
1996). Mnohem c¢astéji intracelularni tvorba ledu zptisobi silné poSkozeni membran
bunéénych organel a nasledné smrt celé buriky.

Mrazové poskozeni je ovlivnéno rychlosti a hloubkou mrznuti, slozenim
roztoku, rychlosti tani a stupném dehydratace (Reaney a Gusta 1999). Mrazova
tolerance bunék je také zavisla na objemu intersticidlni vody. Buiiky a pletiva zmirfiuji
dopad mrznuti zmeénou extracelularniho prostfedi. Pfitomnost velkého mnoZstvi
intersticidlni vody zfedi ochranné latky, které buriky béhem mrznuti exportuji do

apoplastu (malé cukerné molekuly a specifické enzymy) a jejich tolerance je oslabena.

3.1.4.5. Reakce bunék na tani a opakované mrznuti

Pii tvorbé extracelularniho ledu se prostiedi apoplastu stava hypertonické a voda
je tazena ven z bun€k. Tento proces se nazyva dehydrataci. Nasledkem toho se buiika
scvrkava a plasmatickd membrana je odbouravana pomoci malych endocytotickych
vacku, které putuji sjejim materidlem do cytoplasmy. Povrch membrany se tim
dramaticky zmenSuje. Kdyz zaéne led roztavat, extracelularni prostfedi se stane razem
hypotonické a voda putuje zpét do buriky. Nastava rehydratace cytoplasmy. Plasmaticka
membrana je ale velmi neelastickd a nemlZe se vzristajicimu cytoplasmatickému
objemu piizplsobit. Navic nelze pfipojit ani endocytotické vacky, které predtim
s membranovym materidlem odcestovaly do cytoplasmy. Plasmatickd membrana se
protrhne. Takto se chovaji buriky, které nejsou aklimatizovany na chlad. U bun¢k
aklimatizovanych se plasmatickd membrana chova béhem osmotické kontrakce odli$né.
Misto endocytotickych vackt se tvofi exocytotické extruse a tento proces je pii
rehydrataci vratny. To dokazuje, Ze béhem aklimatizace se méni mimo jiné i fyzikalni
vlastnosti membrany (McKersie a Leshem 1994, Reaney a Gusta 1999). Nebezpeci
tvorby hexagondlni Il faze a protrZeni plasmatické membrany aklimatizované buriky
pfedchazi zvySenim podilu  dinenasycenych druhti  fosfatidylcholinu a
fosfatidylethanolaminu. Vliv ma i hromadéni cukri a syntéza specifickych proteind.
Tyto proteiny nemaji transmembranovou doménu, jsou tedy periferni, nekovalentné
vézané na plasmatickou membranu. Radime je do Sesti skupin a patii mezi n& zejména
dehydriny a dale proteiny spojené s fixaci CO,, proteolyzou nebo osmotickym stresem

(Kawamura a Uemura 2002).
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Buriky jsou méné poskozeny, probiha-li jejich rozmrzani pomalu. Bun&¢na sténa
zustava v podtlaku do té doby, neZ je uvolnén dostatek vody na hydrataci buné¢né stény
a cytoplasmy. Zabrani se tak odtrZzeni bun¢éné st€ény od plasmatické membrany. Navic
buné¢na sténa omezuje expanzi plasmalemy, a tim ji stabilizuje (Reaney a Gusta 1999).

Tani ledu mize vyvolat embolii v xylému. To bylo pozorovano u stalezelenych
ket v Kalifornii (Junttila a Robberecht 1999). Muze to byt dokonce faktor limitujici
rust, preziti a distribuci téchto druhti. U nékterych rostlin byla embolie vyvolana jen za
sucha, u jinych na v§ech trovnich hydratace.

V oblastech mirného pasu je bézné, ze teploty kolisaji okolo bodu mrazu. To
mize tkanim zpusobit cyklovani mezi mrznutim a tanim neZ pfijde déletrvajici obdobi
mrazu. Ukazalo se, Ze takto ovlivnéné buitkky mrznou rychleji diky pfitomnosti vétsich
objemu intersticidlni vody, ktera se v nich nahromadila pfi ptedes$lém tani (Reaney a

Gusta 1999).

3.1.5. Aklimatizace rostlin k nizkym teplotam

3.1.5.1. Obecné déje nastavajici pri otuzovani

»Nedédi€nd modifikace struktury a funkce jako odpovéd na nepfiznivy
klimaticky faktor, ktera minimalizuje poskozeni a vylepsuje fitness rostliny* (Kacperska
1999). Takto zni definice procesu, ktery obecné nazyvame aklimatizace.

V oblastech mirného pasu je aklimatizace zahajena na podzim, kdy jsou
atmosférické podminky suboptimalni a fotoperioda se pomalu zkracuje. V tu dobu
nastava tzv. pfedotuZovani, tedy prvni etapa aklimatizace k nizkym teplotam. Byliny
mohou vyZadovat pouze sniZenou teplotu, alpinské druhy pouze fotoperiodu a nékteré
druhy se spoléhaji na oboji. U dfevin vede prvni etapa aklimatizace k rozvoji dormance,
naopak byliny se snaZi nastavit rist a metabolismus k nastavajicim podminkam nizké
teploty. Subletalni teploty pak mohou vyvolat druhou fazi aklimatizace, ktera vede
k dosaZeni maximalni odolnosti vii€i nizkym teplotdm. Tato odolnost se rychle ztraci
béhem jara, jakmile teploty vystoupi nad 0°C, prodlouZi se fotoperioda nebo je-li
rostlina poSkozena b&€hem zimy. Rychlost odotuZovani pozitivné koreluje s teplotou
(Junttila a Robberecht 1999, Kacperska 1999). Umeéle lze rostliny otuzZit také
vystavenim vodnimu stresu nebo v né€kterych piipadech aplikaci kyseliny abscisové
(ABA — abscisic acid).

29



P¥ehled literatury

Jednotlivé organy rostliny se li§i ve své odolnosti vi¢i mrazu. Napf. nejméné
odolné jsou kofeny, o néco odolngjsi jsou listy a nejvétsi stupeii mrazové odolnosti
vykazuji tkané odnoZovacich uzli. Jejich pfeziti je urCujici pro pfezZiti semenacku,
nebot’ obsahuji meristematické oblasti, které produkuji nové kofeny a zahajuji rast
(McKersie a Leshem 1994).

Béhem aklimatizace se vyrazné méni metabolismus celé rostliny. Tim se méni 1
hladiny metaboliti a aktivity pfislu§nych enzymi. Rostliny akumuluji velkd mnoZstvi
cukru (sacharosa, rafinosa, stachyosa), cukernych alkoholti (sorbitol, ribitol, inositol) a
nizkomolekularnich latek, které obsahuji dusik (prolin a glycinbetain). Tyto latky
pomahaji stabilizovat membrany diky udrZovani hydrofobnich interakci a stabilizaci
hlavi¢kové skupiny fosfolipidli. ProtoZe udrzuji vodu okolo membranovych proteind,
umoZiuji jim zachovat spravnou konformaci a tedy i funk&nost. Navic se tyto latky
podili na udrZovani pfiznivych iontovych a osmotickych pomért v butice (Hare et al.
1998, Iba 2002, Wang et al. 2003). Nékteré soluty uvolnéné ze symplastu tvoti tekutou
vrstvicku okolo plasmatické membrany, a tim brani adhesi ledu k plasmatické
membrané, ktera by jinak mohla zptisobit protrZzeni buriky (Gusta et al. 2004). Diky
vy$e uvedenym vlastnostem se tyto soluty €asto nazyvaji osmoticky aktivni latky nebo
také kryoprotektanty.

V prubéhu aklimatizace se také zvySuje mnoZstvi lipidi s nenasycenymi
mastnymi kyselinami a obsah rozpustnych proteinti. Méni se i hladiny hormont, a to
hlavné kyseliny abscisové a giberelinti. Pro zahdjeni otuZovani je didleZité zpomaleni
rastu. Proto hladina giberelinti klesd, naopak mnoZstvi kyseliny abscisové stoupa.
ZvySena hladina tohoto hormonu také souvisi suzaviranim praducht. Inhibice
biosyntézy giberelini v odpovédi na kratkou fotoperiodu je dilezita pro zastaveni ristu
a nasledny rozvoj dormance, opad listli a mrazové otuzovani (Junttila et al. 2002).

Meéni se rychlosti respirace a fotosyntézy (viz vyse). ZvySena syntéza cukri,
proteind a dal$ich rozpustnych latek vyZaduje fotosyntézu, proto je nutny dostatek
svétla a CO,. Fotosynteticky aktivni tkané jsou chranény modifikacemi bunééné stény
(Kacperska 1999).

Dochazi také k syntéze Gplné novych proteinti, které chrani buriky pfed mrazem
a dehydrataci. Radime mezi né chladem regulované bilkoviny (CORs — cold regulated
proteins), antifreeze (,,protimrazové®) proteiny, bilkoviny teplotniho Soku (HSPs - heat-
shock proteins) a proteiny indukované dehydrataci, znichZ jsou nejvyznamnéjsi

dehydriny (Faltus 2001).
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3.1.5.2. Signalni drahy v buiikach ovlivnénych nizkou teplotou

Rozpoznani vné&j§iho podnétu je umoznéno diky receptorim, nasledny pfenos
signdlu diky specifickym molekuldam. Hlavnimi vlastnostmi pfenosu signalu jsou
rychlost, citlivost a specifita. Vnimani a pfenosu signalu se uc¢astni tfi hlavni elementy —
povrchové receptory, druzi poslové (second messengers) a proteinkinasy. Rozpoznavani
signalu z prostfedi se déje béhem poplachové faze stresové reakce. V zavislosti na sile
stresoru a genetickych vlastnostech rostliny mohou vést nasledné reakce bud’ ke
zhrouceni buné&¢né integrity nebo zahdjeni aklimatizace. Reakce rostlin na pokles
teploty lze rozdélit do dvou kategorii — na reakce vyvolané pomalym nebo rychlym
poklesem teploty (Kacperska 1999, Xiong et al. 2002, Shizonaki et al. 2003,
Thomashow 1999).

3.1.5.2.1. Reakce vyvolané pomalym poklesem teploty

Diky zméné stavu vody a nerovnovaze mezi absorpci vody kofeny a ztratou
vody transpiraci klesa turgor a zastavuje se rist. Jednou z prvnich zmén po plsobeni
chladu na rostlinu je rigidifikace membran nasledovana pfestavbou cytoskeletu.
Preskupeni cytoskeletarnich struktur je potfebné pro rozvinuti mrazové tolerance.
Castetna prechodnd depolymerizace mikrotubuli je u rezistentnich kultivard
nasledovana tvorbou chladové tolerantnich mikrotubuli s charakteristicky niZ§im
vyskytem isotypu a-tubulinu TUA1/2 (Abdrakhamanova et al. 2003). Pro tvorbu
chladové tolerantnich mikrotubulil je potfebna ABA-independentni draha. To je zfejmé
z charakteru mikrotubuld, které tvofily po aplikaci ABA strmé S$ikmé svazky. Pt
chladové aklimatizaci byla zpozorovana jemna pti¢na vlakna (Wang a Nick 2001).
Mikrofilamenta a mikrotubuly jsou pfipevnény k plasmatické membréan€, kterou drzi
pod napétim. Obé& tyto struktury jsou mimo jiné pfipevnény k iontovym kanalim, které
jsou mechanosensitivni. Cytoskeletarni struktury tedy pienaseji sily z rigidifikované
plasmalemy na vapnikové kandly a tim je oteviraji. Mikrotubuly a mikrofilamenta tak
nejsou jen cilem chladového stresu, ale jsou zahrnuty v fetézci udélosti, které vyvrcholi
ve zvy$ené odolnosti k chladu ( Nick 2000).

Vtok Ca®* zplisobi aktivaci Ca®*-dependentnich proteinkinas (CDPKs — calcium-
dependent protein kinases) a MAP-kinasové (mitogen activated protein kinase)
kaskady. Chladem aktivovana MAP-kinasa se nazyva SAMK (stress activated MAP
kinase). Pro jeji aktivaci je zapotiebi destabilizace cytoskeletu, vtok Ca’* a akce
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CDPKs. Vysledkem je zména ve fosforylaci proteini a exprese chladem indukovanych
gend (Sangwan et al. 2002, Wang et al. 2003). Tyto zmény jsou podobné pro reakce
vyvolané pomalym i ndhlym poklesem teploty.

Ve fotosynteticky aktivnich burikach je ovlivnéna rovnovaha mezi absorpci a
utilizaci energie. Obrat reakénich center PSII je limitujici v pfeméné svételné energie do
ATP a NADPH. Dochazi k syntéze neenzymatickych antioxidanti jako je tripeptidthiol,
glutathion, vitamin C (askorbat) a vitamin E (o-tokoferol) i antioxida¢nich enzymu —
superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa (GPX), glutathionreduktasa (GR),
askorbatperoxidasa (APX) a katalasa (CAT). Také jsou podpofeny drdhy pfemény a
disipace nadbyte¢né zafivé energie. Ve vé&tSi mife se uplatiluje draha alternativni
oxidasy s rozpiahovacim proteinem, coZ umoziiuje plynulou respiraci za stresovych
podminek, protoZe elektrontransportni fetézec zistdva ve vice oxidovaném stavu.
Exprese alternativni oxidasy se zvySuje aplikaci ABA (Chen a Li 2002a).

Méni se metabolismus rostliny. Navic, ur¢ité cukry, zejména glukosa, fruktosa i
sacharosa, mohou ovliviiovat expresi geni (Winter a Huber 2000). Pfechodné se
zvySuje hladina abscisové kyseliny. To miZe byt vyvolano vodnim deficitem
indukovanym nizkou teplotou. Béhem ptisobeni stresu se uplatiiuji dvé cesty regulace
exprese genu, jedna zavisla na ABA a druha nezavisla (Kadlecova 1999).

Vystupy odpovédi rostlin na pomaly pokles teploty (modifikace riistu organd,
metabolickd a osmotickd pfizpisobeni, zmény genové exprese atd.) umoZiiuji
aklimatizaci rostlin k nizkym teplotam.

Vyse popsané procesy jsou schématicky zndzornény na obr. 3.4.
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Obr. 3.4. Schéma mozné sekvence d&ji, které probihaji pfi reakci rostliny na
pomaly pokles teploty. Upraveno podle Kacperska 1999.
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3.1.5.2.2. Reakce vyvolané rychlym poklesem teploty

Citlivost kazdé rostliny k ndhlému poklesu teploty je dina jejimi genetickymi
vlastnostmi, vyvojovym stadiem a fyziologickym stavem. V tomto ptipadé nejprve
dojde k inhibici exkrece protonti do apoplastu a tim k depolarizaci membrany. Dochazi
tedy k alkalizaci apoplastu, ktery slouzi jako aniontova past, ve které se hromadi ABA a
ke zménam toki iontd. Diky otevirani nap&fové zavislych kanala Ca®* rychle vtege do
buriky. Jeho hladiny stoupaji pfevazné vtokem z extracelularnich prostor (Thomashow
1999). Vzrist koncentrace vapenatych iontli ovliviiuje rizné bunééné funkce. Aktivace
fosfolipasy C, v membrané upevnéného mechanosensitivniho enzymu, zptisobi zvyseni
hladiny diacylglycerolu (DAG) a inositol-1,4,5-trisfosfatu (IP3). IP; zplisobuje vytok
Ca®" z intracelularnich prostor, DAG aktivuje proteinkinasu C (Sangwan et al. 2002).
Fosfolipasa D hydrolyzuje fosfolipidy v membranach, potladeni jeji aktivity miZe
zvysit toleranci k nizkym teplotdm jak u chladové citlivych, tak i u chladové
tolerantnich rostlin (Rajashekar 2000). Vtok Ca?* inhibuje aktivitu proteinfosfatasy 2A,
coz vede k fosforylaci n€kolika proteind u¢astnicich se indukce exprese genu CASIS a
aktivace chladové aklimatizace (Thomashow 1999). Rozviji se oxida¢ni stres a zvySuje
se syntéza ethylenu, ktery se Giastni regulace exprese obrannych genil — hraje duleZitou
roli v kontrole systémovych odpovédi rostlin na stresor (Kacperska 1999). Vyusténim
vyS$e uvedenych procesi je modifikace genové exprese, a tim i zména skladby proteinti
v burice ovlivnéné nahlym teplotnim poklesem. Najdeme v ni dehydriny, které vykazuji
chaperonovou aktivitu nebo slouzi jako surfaktanty. Zabrafiuji tedy agregaci
makromolekul, a tim udrzuji strukturalni integritu bunéénych komponent. V bunééné
sténé jsou pfitomny extensiny, které se snazi zabranit deformacim bunééné stény, ke
které dochazi vlivem dehydratace pfi extraceluldrnim mrznuti. Vysledkem nahlého
poklesu teploty je i syntéza osmotini a PR proteinti (pathogen-related proteins)
(Kacperska 1999).

VySe popsané procesy jsou schématicky znazornény na obr. 3.5.
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Obr. 3.5. Schéma mozné sekvence dé&ju, které probihaji béhem reakce rostliny
na rychly pokles teploty.

e DAG - diacylglycerol; IP; — inositol-1,4,5-trisfosfat

Upraveno podle Kacperska 1999.
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3.1.5.2.3. Exprese chladem regulovanych genu

Mrazova tolerance pifedstavuje polygenni kvantitativni vlastnost, kdy efekty
jednotlivych geni mohou byt redundantni, aditivni ¢i mezi sebou mohou interagovat
(Cattivelli ef al. 2002). Mnohé z téchto gend koduji proteiny se znamou enzymatickou
funkci (desaturasa mastnych kyselin), jiné molekularni chaperony nebo rtizné regula¢ni
proteiny. Mnoho chladem indukovanych proteinti je novych nebo podobnych k LEA
(late embryogenesis abundant) proteinim. Jako jiné osmoprotektanty jsou také
hydrofilni, vét§ina z nich zlstdva rozpustna i po varu a maji pfevaZzn¢ jednoduchou
aminokyselinovou skladbu s fadou opakujicich se sekvenci. Navic obsahuji oblasti
schopné tvofit amfipatické a-helixy, které mohou byt dilezité pro stabilizaci membran.
Piikladem je chloroplastovy COR 15am, ktery méni zakfiveni vnitini membrany
chloroplastu, a tim zabranuje tvorbé hexagonalni II faze (Thomashow 1999).

Geny CBFI, 2 a 3 (nebo také DREBIb, ¢ a a) z Arabidopsis thaliana koéduji
transkripéni aktivatory, které hraji ustfedni roli v regulaci chladové aklimatizace. Cilové
geny CBF (CRT/DRE binding factor) transkrip¢nich faktorti jsou CORs. Kazdy z COR
gend prispiva malym dilem k mrazové toleranci. CBF1,2 a 3 patfi do rodiny
AP2/EREBP proteinti vazajicich se na DNA (Zarka et al. 2003). Tyto transkripéni
faktory vazi CRT (C-repeat)/DRE (dehydration response element) element pfitomny
v promotoru jak COR genu, tak i dal§ich chladové indukovanych gent a stimuluji jejich
transkripci. Nedavno byl identifikovan transkripéni faktor, ktery se vaZe na promotor
CBF gend. Gen byl nazvan ICE! (inducer of CBF expression 1) a koduje protein bHLH
(MYC-like basic helixloophelix). Tento protein se u€astni regulace CBF3. HOSI a FRY?2
koduji negativni regulatory exprese CBF. HOS1 je mozZna ligasa E3, ktera smétuje CBF
regula¢ni proteiny k ubikvitinizaci a nasledné degradaci. Naopak LOS4 koduje pozitivni
regulator DEAD-box RNA helikasu. Cely systém vnimani teploty je ziejmé& regulovan
negativni zpétnou vazbou, kterd zahrnuje samotné CBF proteiny a jejich cilové
molekuly. Mechanismus chladového vnimani se stava po ur€ité dobé necitlivy
k pfislusné teploté — produkuje méné CBF transkripti. Kdyz se teplota o n€kolik °C
sniZi, systém opét reaguje zvySenou transkripci CBF genl. Tento systém ma jakousi
»pamét™, nebot’ kdyZ je rostlina ze 4°C ptesunuta do 22°C (na 1 aZ 8 h) a pak opét do
4°C, hladina transkriptti CBF se nezvysuje, rostlina musi byt ve vy$si teploté 8 az 24 h.
Jelikoz exprese genii regulovanych CBF se G&astni Ca>* jako druhy posel, je moZné, Ze

t149

tato ,,pamét* souvisi schladovou ,paméti“ vapniku. Na promotoru CBF2 byla

identifikovana chladové-responsivni oblast o délce 125 bp a na ni nalezeny 2 segmenty
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— ICEr1 a ICEr2 (inducer of CBF expression region 1 nebo 2). Tyto oblasti stimuluji
transkripci CBF také v reakci na mechanické podnéty a cykloheximid (inhibitor syntézy
proteinti). Ukazuje se, Ze exprese genu pro xyloglukanendotransglykosylasu, TCH4, je
regulovana podobnym systémem v odpovédi na chlad a mechanicky stimul jako CBF2
(Thomashow 1999, Zarka et al. 2003).

V posledni dobé byly objeveny geny SFR2, které jsou exprimovany
konstitutivné¢ v nadzemnich &astech Arabidopsis thaliana. Mutace v té€chto genech
neumoziuji rostliné pokracovat v ristu po vystaveni nizkym teplotdm. Protoze u
mutantnich rostlin sfr2 nedochazi k vyraznému vytoku elektrolytti za podminek mrazu
(na rozdil od mutaci, které ovliviiuji regula¢ni drahu CBF a expresi COR gentl), je role
SFR2 gent pii chladové aklimatizaci odli$na od role gent regulovanych CBF (Martin a
Jones 2004). Na kontrole dal§ich mechanismi mrazové rezistence se podili gen
ESKIMOI (ESK]I) — reguluje zejména syntézu prolinu, v mensi mife i akumulaci cukri
a expresi RAB 18 (Xin a Browse 1998). Exprese chladem indukovanych genti zahrnuje
mnohé mechanismy, véetné transkripénich a posttranskripénich modifikaci, ABA-
dependentnich a ABA-independetnich drah. Neni vSak jasné, zda genova exprese
regulovana CBF/DREB je zcela nezavisla na ABA, protoZe drahy regulované ABA a
CBF/DREB spolu v ur¢itych bodech komunikuji. Nékteré metabolické zmény ani
nemuseji, alespoii z ¢asti, odraZzet zmény v genové expresi, napt. syntéza cukrti a zména
lipidové skladby. Za to miZe byt zodpovédna zména aktivity né€kterych enzymu
(Thomashow 1999).

Dulezitou roli hraji i PR proteiny, které se taktéZz hromadi b&hem chladové
aklimatizace. Patfi mezi n¢ napf. B-1,3-glukanasa, ktera zastava kryoprotektivni funkci
v thylakoidech, zejména pfi cyklovani butiky mezi mrznutim a tanim. Dal§i z PR
proteint, chitinasa a thaumatin, mohou byt indukovany exogenni aplikaci glycinbetainu
(Rajashekar 2000). P#i studiu chladové aklimatizace ozimého je¢mene byly objeveny
PR proteiny, které jsou zarovein i antifreeze proteiny, jelikoZ se adsorbuji na povrch
ledovych krystalil a inhibuji jejich rist. Tyto proteiny béhem mrznuti a tdni méni svoji
strukturu a tvofi nova mista pro vazbu Ca*. Jakmile se do t&chto mist vapnikové ionty
navazi, proteiny ztraci antifreeze i chitinasovou aktivitu. Ta mize byt opét obnovena
pfidanim chelatord. V apoplastu je koncentrace vapniku nizka, proto lze predpokladat
antifreeze aktivitu jako trvaly jev v rostlinach pH mrznuti a tani. Ca?* miZe regulovat
chitinasovou aktivitu, kdyZ vzroste mistni koncentrace Ca’* bud’ uvolnénim z pektinu

nebo interakci s proteiny vazajicimi vapnik (Stressmann et al. 2004).

37



Prehled literatury

Mnoho signalli je pfendSeno pomoci posttranslaéni modifikace serinovych,
threoninovych a tyrosinovych zbytkl proteinkinasami a fosfatasami. Proteinkinasy
mohou fosforylovat nékolik substratt a tim umoziiovat komunikaci mezi regulaénimi
drahami (Kacperska 1999).

V posledni dobé byly pro studium vlivu chladu a mrazu na rostliny vyuZity nové
techniky zabyvajici se transkriptomem (Seki et al. 2001, Sung et al. 2003, Nogueira et
al. 2003, Kreps et al. 2002, Provart et al. 2003, Shinozaki et al. 2003). Také proteomika
se rychle rozviji (Kawamura a Uemura 2003, Bae et al. 2003, Rose et al. 2004).
Obrovsky narist poznatkd diky témto metodam vede nejen k expansivnimu pokroku ve
znalostech o biologickych mechanismech ptisobeni chladu a mrazu na rostliny i spusténi
aklimatizace a vzniku odolnosti, ale zarovei se stava nastrojem molekularni genetiky ve

Slechténi chladu- a mrazuvzdornych odrid uZitkovych rostlin.

3.1.6. Adaptace rostlin k nizkym teplotam

Jiz Charles Darwin si v§imnul vyznamu klimatickych stresorti na roz$ifeni druhti
na na$i planeté. Skuten¢, sezénni extrémy chladu a sucha jsou povaZovany za
nejucinnéjsi selekéni faktory ovliviiujici druhovou rozmanitost. Rostliny se b&¢hem
evoluce pfizpuisobovaly svému prostfedi. Napf. rostliny tropického pivodu se jen té€Zko
vyrovnavaji se snizenou teplotou jednoduse proto, Ze se s takovymi podminkami jejich
ptedci nesetkali a nebylo tudiZ nutné vyvinout pfislu$né adaptivni mechanismy. Naopak
u rostlin mirného pasma miiZze byt adaptace k sezonnim klimatickym podminkdm tak
tésna, Ze pro né¢ neni mozna existence v ,pfiznivych® tropech. Nicméné, severské
tundrové oblasti jsou pomérné recentni, a proto je obyvaji i druhy, které nejsou na tyto
ekosystémy dobfe adaptovany. Nejvice mrazuvzdornych druhi rostlin se nachazi na
severni polokouli. Na jizni polokouli panuje mirna oceanicka zima a nesetkame se zde
srostlinami, které by pfeZivaly teploty pod -30°C. Casovani vyvojovych a
fyziologickych procesi s ohledem na pfevazujici podminky prostfedi je ddno geneticky
(Guy 1999). Mrazovy stres ma mnohé vlastnosti spolecné se stresem sucha, a proto neni
prekvapujici, Ze fada proteini citlivych na nizké teploty je tizce homologni s proteiny
indukovanymi za sucha. To se tyka napf. dehydrind, které se vyskytovaly jiz u sinic,
»praotci* chloroplast dnesnich vyssich rostlin. Pokud dehydriny neexistovaly u ptedki
rostlin v ¢ase endosymbiosy, tak se geny kodujici tyto proteiny mohly ,,pfestéhovat® do

hostitelského genomu (Guy 1999).
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Rostliny osidlujici chladna klimata vyvinuly dumysiné fyziologické i
morfologické mechanismy. Patfi mezi né napf. nizky plazivy habitus a redukovana
povrchova plocha. To jim umoZiiuje absorbovat teplo emitované z ptidy bé¢hem dne a
naopak v noci se vyhnout chladnuti a vysuSovani. Teploty vyhonu jsou nejvy3si blizko
pudy, zatimco teplota kofene klesa s hloubkou. Béhem noci jsou pak teploty rostliny
niZ§i nez okolni atmosféry (Nilsen a Orcutt 1996). Proto se v téchto oblastech setkame
spiSe s vytrvalymi bylinami, travinami, poléhavymi rostlinami a zakrslymi kefi. Naproti
tomu v tropech dominuji stromy.

Rostliny chladnych stanovi$t maji obvykle malé tlusté Spicaté listy, vysoky
pomér kofeny/nadzemni &ast a jejich koteny rostou blizko povrchu pidy. Dalsi
vyznamnou adaptaci je sniZend rychlost ristu pfi rychlosti fotosyntézy srovnatelné
s rostlinami teplejSich stanovist. To je moZné zvySenim hladiny enzymu Rubisco
(ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa). VétSina téchto rostlin ma fotosyntézu
typu C; a vétsi ¢ast cukrti skladuje v podzemnich organech, které jsou, mimo jiné,
potiebné pro vyzivu kofene. Chladové adaptované rostliny maji charakteristicky vyssi
rychlosti respirace neZ druhy zteplych oblasti. To jim umoziiuje rychle vyuZit
uskladnéné rezervy béhem kratkého obdobi ristové sezony. Cukry uloZené
v podzemnich ¢astech mohou také vyuzit v extrémné chladnych obdobich. Reprodukéni
strategie v téchto nepiiznivych podminkach odrazi potfebu Setfit s uhlikem (Nilsen a
Orcutt 1996). Sexualni rozmnoZovani je energeticky velmi naro¢né, proto se rostliny
chladnych oblasti rozmnoZuji asexualné. Navic i opylovac¢h se v takovych podminkach
vyskytuje poskrovnu. Kdyz se i pfesto rostliny mnozi pohlavné, jsou €asto dvoudomé.
Kvéty parabolického tvaru dokazi efektivné soustiedit slune¢ni paprsky do svého
sttedu. Tim ohfivaji reprodukéni struktury a pfitahuji opylovace. Absorpce svétla je také
podpoiena tmavou barvou kvétt 1 tim, Ze se otaceji za sluncem (Nilsen a Orcutt 1996).

Neékteré ze znak, které pfispivaji k odolnosti vi€i nizkym teplotdm mohou byt

evolu¢né staré, naopak jiné mohou byt pomérné nedavné (Guy 1999).
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3.2. Kompatibilni soluty

Jednou z nesCetnych biochemickych zmén, ke kterym dochazi v rostling€ za
stresovych podminek, je akumulace kompatibilnich solutl. Jsou to nizkomolekularni, ve
vodé vysoce rozpustné latky, které pro buiiky nebyvaji toxické ani pfi vyS$Sich
koncentracich (aZ jednomolarnich) a pfi neutralnim pH nenesou Zadny naboj (Fricke a
Pahlich 1990, Hare et al. 1998, Aubert et al. 1999b). Proto se mohou hromadit
v cytoplasmé, pfispivat k jejimu osmotickému potencialu a podilet se tim na udrzovani
turgoru, je-li rostlina vystavena osmotickému stresu. V cytoplasmé viak maji tyto latky
fadu dalSich ochrannych funkci - stabilizuji membrany, pomahaji zachovavat
konformaci membranovych i cytoplasmatickych proteini a navic sniZuji oxida¢ni
poskozeni vychytavanim aktivnich forem kysliku (Hare et al. 1998, Wang et al. 2003).
Dulezitou roli maji kompatibilni soluty i poté, co stresové puisobeni odezni — stavaji se
zdrojem uhliku, dusiku i energie pro obnoveni metabolismu rostliny.

Jaké latky kompatibilni soluty pfedstavuji? Jsou to mnohé cukry a cukerné
alkoholy (sacharosa, fruktany, trehalosa, manitol, sorbitol, ribitol, myo-inositol, D-
ononitol, pinitol), aminokyseliny (napf. prolin) a kvartérni amoniové slouceniny
(dimethylsulfoniopropionat, glycinbetain, prolinbetain) (Kavi Kishor et al. 1995,
Petrusa a Winicov 1997, Hare et al. 1998, Konstantinova et al. 2002, Iba 2002, Wang et
al. 2003).

40



Prehled literatury

3.2.1. Kompartmentace a transport kompatibilnich soluti

Hladiny kompatibilnich solutt jsou vétSinou analyzovany z extraktu pletiva nebo
bunék bez piihlédnuti k jejich kompartmentaci (Hare et al. 1998). Tyto slou¢eniny maji
ov8em ochranné funkce v cytoplasmé, a¢koli mensi ¢ast celkového obsahu se vyskytuje
i ve vakuole. Subbuné¢nid kompartmentace glycinbetainu zavisi na specifickych
transportnich mechanismech, které v§ak zatim objasnény nebyly (Aubert et al. 1999b).
Po odeznéni stresu se sniZuje koncentrace glycinbetainu v listech jeho translokaci do
ostatnich organi, nikoliv rozkladem (Hare et al. 1998). Transport je ziejmé dilezitym
aspektem funk¢nosti i ostatnich kompatibilnich soluti, napf. manitolu (Hare et al.

1998).

3.2.2. Manipulace s biosyntetickymi drahami kompatibilnich

solutu

Mezi kvartérni amoniové sloueniny patii rtizné betainy, coZ jsou derivaty
aminokyselin s plné methylovanym atomem dusiku (Wang et al. 2003). Vyznamnym
rostlinnym betainem na poli ,,stresové fyziologie* je pfedevs§im glycinbetain. Jeho
syntéza probiha v chloroplastech postupnou oxidaci cholinu na betainaldehyd a
glycinbetain cholinmonooxygenasou (CMO) a betainaldehyddehydrogenasou (BADH)
(Burnet et al. 1995, Sakamoto et al. 2000, Wang et al. 2003).

V soucasné dobé€ je snaha zvyS$it endogenni obsah riznych kompatibilnich
solutdl, v&etn€ glycinbetainu, zejména pomoci molekuldrn€ biologickych metod. Pro
uspé€snou akumulaci glycinbetainu u transgennich rostlin obsahujicich CMO ¢i BADH
je ovSem zapottebi aplikovat zaroven i prekurzory jeho syntézy. To bylo provedeno
napi. u ryZe (Oryza sativa) a tyto transformanty vykazovaly zvySenou toleranci k soli,
nizké i vysoké teplot€¢ (Nuccio ef al. 1998, Kishitani et al. 2000). U né€kterych bakterii
(napt. Arthrobacter globiformis) je glycinbetain syntetizovan z cholinu pomoci jediného
enzymu — cholinoxidasy (COD). Dalsi, tfeti variantu syntézy glycinbetainu najdeme
napf. u savéich buné€k ¢&i ur€itych mikroorganismi (E. coli) — ty katalyzuji tvorbu
glycinbetainu dvéma enzymy, cholindehydrogenasou (CDH) a BADH (Sakamoto a
Murata 2001). Transgenni rostliny tabaku (Nicotiana tabacum) (Konstantinova et al.
2002) a Arabidopsis thaliana (Hayashi et al. 1997, Alia et al. 1998, Sakamoto et al.
2000) obsahujici bakterialni gen pro cholinoxidasu (CodA) syntetizovaly glycinbetain a
byly tolerantn€j$i k soli a nizkym teplotam. Pfesto byl obsah akumulovaného
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glycinbetainu mnohem mensi neZ u rostlin pfirozené tolerujicich zasoleni (Iba 2002).
Dulezité je rovnéZ spravné subcelularni zacileni vneseného genu kédujiciho enzym
biosyntézy ptislusného solutu (Sakamoto a Murata 2001, Konstantinova et al. 2002).

Ve stfedu zajmu mnohych molekuldrnich biologh je manipulace s hladinami
nékterych cukrd a cukernych alkoholti. Tak napf. transgenni rostliny tabaku obsahujici
bakterialni gen kodujici manitol-1-fosfatdehydrogenasu nejen, Ze hromadily tento
cukerny alkohol, ale vykazovaly téZ vy$si toleranci k soli (Tarczynski et al. 1993).
Podobné i transgenni rostliny téhoZ druhu zkonstruované k akumulaci D-ononitolu mély
lepsi stresovou toleranci (k soli a suchu) (Sheveleva et al. 1997). Vys§i tolerance
k riznym abiotickym strestim bylo rovnéz dosazeno vy$§i produkci trehalosy u
transformantd ryze (Garg et al. 2002). ZvySena produkce fruktand, polymeru fruktosy,
zlepsila mrazovou toleranci transgenniho tabaku (Konstantinova et al. 2002).

Diky vy$§i produkci cukernych alkoholti miZe dojit k porucham primarniho
metabolismu rostliny, a tim i k riznym fenotypovym abnormalitim, jako v pfipadé
rostlin tabaku se zvy$enou produkci sorbitolu, ktery interferoval s biosyntézou inositolu
(Sheveleva et al. 1998). Pro minimalizaci téchto efekti je vhodné vnést geny pod
stresem indukovatelnym nebo tkafiove specifickym promotorem (Garg et al. 2002).

Neékteré soluty se akumuluji pouze u uzkého spektra druht — napf. glycinbetain
se vyskytuje pouze u rostlin s vysokou toleranci k soli a nizkym teplotam (Iba 2002).
Naopak jednim z nejrozSifenéjsich kompatibilnich soluti je prolin. Za podminek stresu
se hromadi nejen u vysSich rostlin a fas, ale také u motskych bezobratlych, protozoi ¢i

eubakterii (Delauney a Verma 1993).
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3.2.3. Prolin
3.2.3.1. Syntéza a degradace prolinu

Biosyntéza prolinu byla poprvé spravné charakterizovana jiz roku 1952.
Zaslouzili se o to Vogel a Davis, modelovym organismem jim byla bakterie Escherichia
coli (Delauney a Verma 1993). Prekurzorem syntézy prolinu E. coli je L-glutamat, ktery
je fosforylovan na y-karboxylové skupiné y-glutamylkinasou (y-GK) za spotieby ATP a
produkt reakce je nasledné redukovan glutamat-y-semialdehyddehydrogenasou na
glutamat-y-semialdehyd (GSA). Enzymy y-GK a GSA dehydrogenasa jsou u bakterii a
kvasinek syntetizovany jako samostatné peptidy a vytvaii heterodimér (Hong et al.
2000). GSA spontanné cyklizuje do A'-pyrrolin-5-karboxylatu (P5C) a ten je naslednd
redukovan na prolin. Tato reakce je katalyzovana P5C reduktasou (PSCR). Geny pro 4,
pro Bapro CzE. coli kédujici GSA dehydrogenasu, y-GK a PSCR byly naklonovéany a
osekvenovany (Deutch et al. 1982, 1984) (obr. 3.6).

c——¢C C —¢C cC——¢C
| | v-glutamylkinasa I A I GSA dehydrogenasa I |
COOH C COPO;” C CHO C
—_— —_——
/7 '\ (proB) 7\ (pro4) VRN
NH; COOH NH, COOH NH,; COOH
L-glutamov4 kyselina L-glutamyl-y-fosfat glutamat-y-semialdehyd
¢ ¢ ¢ ¢ spontanné
I | P5C reduktasa | | |
C C < C C
(pro C)
AN N\ 7\
N COOH N  COOH
L-prolin A'-pyrrolin-5-karboxylat

Obr. 3.6. Draha biosyntézy prolinu u E. coli (upraveno podle Delauney a Verma 1993).
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Rostliny jsou schopny syntetizovat prolin dvéma zpiisoby — z glutamatu nebo
ornithinu (obr. 3.7). Glutamatova draha je podobna draze biosyntézy prolinu E. coli,
jenZe prvni dvé reakce nejsou katalyzovany komplexem dvou enzymd, ale pouze jednim
bi-funkénim enzymem — P5C synthetasou (P5CS), podobné jako u Zivo¢ichu (Hu et al.
1992, Zhang et al. 1995, Hu et al. 1999). Z Vigna aconitifolia (Hu et al. 1992) a
Arabidopsis thaliana (Savouré et al. 1995, Yoshiba et al. 1995) byly izolovany cDNA
klony kédujici PSCS, ze soji (Glycine max) (Delauney a Verma 1990), hrachu (Pisum
sativum) (Williamson a Slocum 1992) a A. thaliana (Verbruggen et al. 1993) pak cDNA
klony PSCR. Enzymy P5CS i PSCR vyuzZivaji jako kofaktor NADPH (Hare et al. 1998).
Druhy zptsob syntézy prolinu vyZzaduje transaminaci &-aminoskupiny ornithinu
ornithinaminotranferasou (OAT), ¢imZ vznikne GSA. Ten je posléze pfeménén na
prolin stejnym zptsobem jako v pfipad¢ drahy glutamatové. Klon cDNA koédujici OAT
byl uz také izolovan (Delauney et al. 1993, Kavi Kishor et al. 1995). Dalsi methylace
prolinu muize dat vznik prolinbetainu nebo hydroxyprolinbetainu (Hare et al. 1998).
Né&které bakterie (napt. Agrobacterium) jsou schopny ornithin pfeménit ptimo na prolin

pomoci cyklodeaminasy (Delauney a Verma 1993).

C C

CNHz C ornithin-5-aminotransferasa

NHz COOH\

L-ornithin Cc o] T (i
: P5C reduktasa
| spontanné | l
Cc c Cc o] C
P5C synthetasyr / \ N\ 7\ N 7 N\
NH: COOH N COOH N COOH
cC— C
| | glutamét-y-semialdehyd A-pyrrolin-5-karboxylat L-prolin
cooH ©
/
NH2 COOH

L-glutamova kyselina

Obr. 3.7. Biosyntéza prolinu u rostlin (upraveno podle Delauney a Verma 1993).
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Degradace prolinu probiha pifes stejné intermediaty jako jeho syntéza, jen
vopatném sméru. Prvni krok - oxidaci prolinu na P5C - katalyzuje
prolindehydrogenasa (PDH) (Charest a Phan 1990), jeho nasledny rozklad na glutamat
PSC dehydrogenasa (PSCDH). Prekurzor PDH je kodovan genem ERDS (early
responsive to dehydration), ktery byl izolovan z A. thaliana (Kiyosue et al. 1996, Peng
et al. 1996, Verbruggen et al. 1996). Naproti tomu gen pro PSCDH jest¢ izolovan nebyl
(Hayashi et al. 2000). Molekulova hmotnost PSCDH se pohybuje okolo 60 kDa, jako
akceptor elektront preferuje NAD" (Forlani et al. 1997).

K biosyntéze prolinu miZe dochazet v riznych bunéénych kompartmentech,
zejména v cytoplasmé a chloroplastu, kde byla detekovana i aktivita PSCR (Rayapati et
al. 1989, Szoke et al. 1992, Verbruggen et al. 1993), zatimco oxidace prolinu na
glutamat probiha v mitochondriich — PDH je ptfipevnéna k vnitini mitochondrialni
membran¢, PSCDH je lokalizovana pfimo v matrix mitochondrie (Kiyosue et al. 1996).
Oba enzymy byly poprvé charakterizovany Elthonem a Stewartem (1981)

v mitochondriich kukufice (Zea mays).
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3.2.3.2. Regulace syntézy a degradace prolinu

U E. coli byla zjisténa allostericka inhibice prvniho enzymu biosyntézy prolinu
(y-GK) kone¢nym produktem, prolinem. Neékolik mutaci, které se tykaly jedno-
nukleotidové zamény v pro B genu, zajistovalo rizny stupei citlivosti y-GK k prolinu a
vedlo k riznym urovnim jeho nadprodukce i nasledné osmotolerance (Dandekar a
Uratsu 1988, Delauney a Verma 1993). Jednou z nich je i substituce adeninu za guanin
v pro B74 genu a tim zména aspartatu v pozici 107 na asparagin, ktera zvy$ila syntézu
prolinu a zlepsila toleranci k osmotickému stresu (Csonka et al. 1988, Dandekar a
Uratsu 1988). Naopak skupina Enthrobacteriaceae reaguje na osmoticky stres
zvySenym transportem prolinu zokoli (média) zvySenim aktivity prolinovych
transportéri, nikoliv jeho zvySenou syntézou. Syntéza a degradace prolinu je pod
osmotickou kontrolou u gram-pozitivnich bakterii (Delauney a Verma 1993).

Regulace biosyntézy prolinu u rostlin je sice vice komplexni (jiZ s ohledem na
existenci dvou alternativnich biosyntetickych drah), oviem reakce prvniho enzymu
drahy, ktery rovnéz podléha (resp. jeho y-GK aktivita) zpétnovazebné inhibici prolinem,
je limitujicim krokem biosyntézy i v tomto pfipadé (Kavi Kishor et al. 1995, Yoshiba et
al. 1995, Zhang et al. 1995, Nanjo et al. 1999b, Hong et al. 2000). Tim se 1isi od lidské
P5CS, ktera podléha zpétnovazebné inhibici ornithinem (Hu et al. 1999). Transgenni
rostliny tabaku nadprodukujici PSCS z Vigna aconitifolia akumulovaly 10-18krat vice
prolinu neZ kontrolni rostliny (Kavi Kishor et al. 1995). Konzervovany zbytek aspartatu
na pozici 128 u P5SCS z Vigna aconitifolia zpétnovazebnou inhibici neovliviiuje (Zhang
et al. 1995), zatimco nahrazenim fenylalaninu na pozici 129 alaninem byla inhibice
P5CS prolinem téméf odstranéna, ackoli si mutovana P5CS zachovala podobné
kinetické charakteristiky jako nemutovana P5CS (Zhang et al. 1995). Rostliny tabaku
nesouci tento mutovany enzym z V. aconitifolia (PSCSF129A) akumulovaly aZ dvakrat
vice prolinu, produkovaly mén€ ROS a byly tolerantnéjs$i k osmotickému stresu nez
rostliny exprimujici nemutovanou P5CS. Jejich semena, narozdil od semen kontrolnich,
kli¢ila i za podminek vysoké koncentrace soli (200mM NaCl) (Hong et al. 2000).
Z vysledk je patrné, Ze zpétnovazebna inhibice P5SCS neni pfi podminkach stresu zcela
eliminovana, tzn., Ze za stresu je syntéza prolinu ovliviiovana nejen transkrip¢ni aktivaci
P5CS, ale i zpétnovazebnou inhibici prolinem. Rostliny za stresovych podminek
hromadi prolin ke hladindm, které by jiZ normalné syntézu prolinu inhibovaly (Hong et

al. 2000). Stejné jako u bakterii miZze byt tedy pozmétiovana citlivost prvniho enzymu

46



Prehled literatury

drahy ke kone¢nému produktu modifikaci rtiznych aminokyselinovych zbytkt. Dosud
v$ak neni jasné, zda tyto bodové mutace ovliviiuji pfimo allosterické misto enzymu
nebo na toto misto plsobi pfes zménu konformace PSCS (Hong et al. 2000). Za
stresovych podminek se zvySuje i aktivita PSCR (Mattioni et al. 1997, Delauney a
Verma 1990), i kdyZ tento enzym neni limitujicim prvkem biosyntézy prolinu a zvy$ena
aktivita PSCR nemusi souviset s jeho expresi (Mattioni et al. 1997).

Aktivita PSCS je kromé kone¢ného produktu regulovana i dostupnosti substratu
— pfi vodnim stresu a vysoké koncentraci soli mize zvySend dostupnost glutamatu
napomoci k vy$8i produkci prolinu (Kavi Kishor et al. 1995). Za normalnich podminek
se u rostlin uplatiiuji drahy ob¢ - glutamatova i ornithinova (Delauney et al. 1993).
Protein ESK1 funguje v absenci stresu jako negativni regulator exprese P5CS a zfeym¢ i
zabratiuje akumulaci transkriptu RAB18 a rozpustnych cukri, jak naznaduji izolované
mutanty Arabidopsis (Xin a Browse 1998). Situace se viak méni, dostanou-li se rostliny
do nepfiznivych podminek ¢&i jsou-li limitovany dusikem. Pak pievazuje dréha
syntetizujici prolin z glutamatu, napf. vysoka koncentrace soli pfimo potlauje expresi
OAT a naopak indukuje PS5CS (Hare et al. 1999). Je-li rostlindam dusik poskytnut,
produkce prolinu se zvySuje — jsou tedy aktivovany obé€ drahy (Kavi Kishor et al. 1995).
Pfi nadbytku dusiku je naopak ve vétsi mife aktivovana draha ornithinova (Delauney et
al. 1993).

Degradace této aminokyseliny je regulovédna na drovni prolindehydrogenasy,
tedy opét prvniho enzymu drahy, jehoZ exprese je indukovédna aplikaci exogenniho
prolinu a rehydrataci, naopak potlacena dehydrataci (Kiyosue ef al. 1996, Nakashima et
al. 1998, Nanjo et al. 1999a, Mani et al. 2002).

3.2.3.2.1. Regulace exprese genii biosyntézy a katabolismu prolinu

Indukce uréitych gend miZe byt soucasti primarni odpovédi na stres, coZ
zmiriiuje poSkozeni rostliny. Rizné geny mohou byt ovSem indukovany i vlivem
sekundarnich poskozeni (napf. denaturaci proteinti nebo inaktivaci regula¢nich
komponent) (Hare et al. 1999).

U Arabidopsis thaliana, vojtésky (Medicago sativa) a rajéete (Lycopersicon
esculentum) je P5CS kodovana dvéma rizné regulovanymi geny (Hare et al. 1999).
AtP5CS1 (P5CS z A. thaliana) se vyskytuje ve vétS$in€ rostlinnych organti kromeé
délicich se pletiv (v absenci stresu), zatimco AtPSCS2 je syntetizovana v délicich se

burikéach, v ostatnich pletivech pak v mens$i mife (Strizhov et al. 1997).
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Hromadéni AtPSCS mRNA je regulovano tkatové specificky a indukovéno
stresem sucha, vysokou koncentraci soli, kyselinou abscisovou a v men$i mife i
auxinem (Strizhov et al. 1997). Béhem stresu ze zasoleni dochézi k dvoufazové indukci
AtP5CS1 a jen mechanismus pocate¢ni faze indukce je nezéavisly na syntéze novych
proteini. Naopak akumulace AtPSCS2 mRNA je pomalejsi a plné zavisld na syntéze
novych proteinti — tzn., Ze faktory umozZiujici transkripéni aktivaci u nestresovanych
buné€k konstitutivné ptfitomny nejsou (Hare et al. 1999). Akumulaci PSCS transkriptt
pii chladovém a osmotickém stresu tedy reguluji, alespoii u Arabidopsis, dvé rtizné
drahy (Hare et al. 1999).

Mutace ovliviiyjici vnimani ABA a auxinu (abi/ a axr2) snizuji béhem salinity
akumulaci obou AtP5CS transkriptti (Strizhov et al. 1997). U mutaci abi2 a abi3 Zadny
vliv na indukci AtP5CS gend pifi zasoleni pozorovan nebyl (Strizhov et al. 1997).
Strizhov et al. (1997) na zakladé svych vysledkt navrhli, Ze syntéza prolinu je
regulovana pomoci ABA.

Naproti tomu Savouré et al. (1997) ukazali, Ze exprese geni biosyntetické drahy
prolinu sice miZe byt pfi chladovém a osmotickém stresu spusténa exogenné
aplikovanou ABA, ale pfitom nemusi byt zévisld na endogenni hladin¢ tohoto
fytohormonu. Pfi zasoleni ov§em endogenni obsah ABA akumulaci prolinu ovliviiuje.
Proto se 1ze domnivat, Ze akumulace prolinu je regulovana posttranskripéné a drahami
zavislymi i nezavislymi na ABA, které spolu interaguji. Regulace miiZe navic zaviset na
typu stresového oSetteni (Savouré et al. 1997, Trotel-Aziz et al. 2003). Posttranskripéni
regulace AtP5CS1 je naruSena mutaci v genu ABII, posttranskripéni regulace AtPSCS2
probihd na trovni stabilizace tohoto transkriptu pomoci ABA (Savouré et al. 1997).
AtP5CR se po aplikaci ABA neakumulovala (Savouré et al. 1997).

U pSenice (Triticum aestivum) dochazelo pfi otuZovani nejprve ke zvySeni
osmolarity, poté vzrostla hladina ABA, nasledné se zafal hromadit prolin a navic
vzrostla i mrazova tolerance (Lalk a Dorffling 1985). ABA by mohla do uréité miry
regulovat jak akumulaci prolinu pfi osmotickém stresu, tak jeho naslednou mobilizaci
poté, co se rostlina dostane opét do normalnich podminek, jelikoZ zmé&ny hladin ABA (u
listovych diskia fepky Brassica napus) pitedchazely zménam v obsahu prolinu (Trotel-
Aziz et al. 2000). Hladiny ABA obecné dosahuji maxima kratce po po&atku stresu a
poté klesaji az k hladinam, jichz ABA dosahuje za normalnich podminek, atkoli
stresova situace stale pretrvava (Hare et al. 1999). Inhibi¢ni vliv ABA na mobilizaci

prolinu je zfejmé zprostfedkovan jak aktivaci jeho biosyntézy, tak inhibici katabolismu
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(zejména sniZenim exprese i aktivity PDH) a tyto procesy jsou zavislé na svétle (Trotel-
Aziz et al. 2000, Trotel-Aziz et al. 2003). Rychlost spotfeby prolinu po navraceni
rostlin do normalnich podminek je zavislda na mnoZstvi prolinu nahromadéného b&hem
stresu (Trotel-Aziz et al. 2000). ABA poméha stabilizovat membrany zvySovanim
aktivit enzymi vychytavajicich aktivni formy kysliku (katalasa, askorbétperoxidasa a
superoxiddismutasa) a zabrafiuje tak u chladové tolerantnich rostlin tniku prolinu
z bunék. Ten pak dale napomaha chranit membrany vychytdvanim ROS a sniZovanim
peroxidace lipidd. U chladové citlivych rostlin nedochazi ke zminéné stabilizaci
membran pomoci ABA, a proto zvySovani syntézy prolinu u téchto rostlin nezlepSuje
chladovou toleranci (Chen a Li 2002b).

3.2.3.2.2. Syntéza prolinu ve vztahu k metabolismu uhliku a dusiku

Vyznam integrace syntézy prolinu s asimilaci energie je dokumentovan
skute¢nosti, Ze sacharosa je pozitivnim efektorem akumulace prolinu a Ze s jeho
hromadénim se zvyS$uje i obsah dal$ich rozpustnych cukri (Hare et al. 1999, Hellmann
et al. 2000, Larher et al. 1993, Balibrea et al. 1997, Clifford et al. 1998). Naopak PDH
je sacharosou inhibovana (Hellmann et al. 2000). Svétlem byla indukovana jak
akumulace prolinu, tak aktivita nitratreduktasy (NR) v pfitomnosti i absenci stresu. U
semenacki ryze preinkubovanych v glukose se jiZ po ovlivnéni svétlem hladina prolinu
ptili§ nezvySovala, coZ je dal§im diikazem pro roli cukri v indukci akumulace prolinu.
Tak, jak obsah prolinu vzrustal a klesal za svétla a tmy v rostlinach Arabidopsis,
fluktuovaly i hladiny mRNA a proteind P5SCS a PDH. Exprese téchto dvou genil citlivé
reagovala na jemné zmény ve vodnim statusu buriky (Hayashi et al. 2000). Pfi vodnim
stresu pak aktivita NR klesa, obsah prolinu se naopak zvySuje (Pandey a Agarwal
1998).

Dal3i spojeni mezi metabolismem uhliku, dusiku a stresovou reakci naznacuje
spole¢na regulace promotoru pro patatin cukrem a prolinem a pfecitlivélost rsr 1-1
(reduced sugar response) mutanta k prolinu (Hellmann et al. 2000).

Toxické intermediaty syntézy a degradace prolinu, GSA a P5C, kromé toho, Ze
slouZi jako regulatory stresovych odpovédi buiiky, mohou vyvolat u rostlin i Zivo€icht
bunéénou smrt (Hellmann et al. 2000). Piecitlivélost PDH antisense mutantd
k exogennimu prolinu dokumentovali Tateishi et al. (2005) u tabdku a Mani et al.
(2002) u Arabidopsis. Nelze ur¢it, ktera ze sloucenin je v tomto sméru aktivni, jelikoz

jsou ve spontanni rovnovaze (Deuschle et al. 2001). Také u linii lidskych nadorovych
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bunék nadprodukce PDH i P5C indukovala apoptosu (Maxwell a Davis 2000). Proces
syntézy, katabolismu i transportu prolinu musi byt proto piesn¢ regulovan, Cemuz
odpovida odpojena indukce AtPDH a AtPSCDH gent i skutenost, Ze zménéné hladiny
AtPDH pouze slabé modifikovaly akumulaci volného prolinu a dopad na vyvoj a riist
rostlin byl minimalni. Navic se zde miiZe uplatiiovat i genova redundance (Mani et al.
2002). PSCDH se ucastni inhibice hypersensitivnich reakci a prevence smrti buiiky,
proto je konstitutivné exprimovana ve vSech buiikach, nejvice vSak v kvétech, které pti
normalnich podminkach obsahuji nejvyssi hladiny prolinu (Deuschle er al. 2001). U
kvasinkového (Saccharomyces cerevisiae) mutanta deficientniho na PSCDH doslo k
inhibici ristu a vyssi produkci ROS (Deuschle ef al. 2001).

Degradace prolinu slouzi jako signal pro obnoveni metabolismu po stresu a
AtRSR1 zajist'uje indukci promotoru pro patatin i dalSich endogennich genti. AtRSR1
navic pfedchazi toxicit¢ degrada¢nich produkti prolinu, jelikoZz je negativnim
regulatorem exprese PDH. Mutace v genu AfRSRI naruS$uje ob&é zminéné funkce
(Hellmann et al. 2000).

V pfitomnosti prolinu a absenci pfednostniho zdroje dusiku je schopna S.
cerevisiae vyuzivat jako zdroj dusiku pravé prolin. V téchto podminkich dojde
k indukci transkripéniho regulatoru Put3p, ktery ovliviluje expresi PUTI a PUT2, tedy
genl utilizace prolinu (prolinoxidasy a PS5SC reduktasadehydrogenasy). Put3p je
regulovan na urovni své aktivity a je-li hyperfosforylovan, posouva se z inaktivniho do
aktivniho stavu pomoci konformaénich zmén vyvolanych prolinem (Des Etages et al.
2001).

Sivakumar et al. (2001) ukézali, Ze prolin potlacuje aktivitu Rubisca
oslabovanim hydrofobnich interakci mezi malymi podjednotkami, a tim podnécuje
jejich disociaci z oktamerniho jadra velkych podjednotek. Tato inhibice je, narozdil od

potlaceni aktivity Rubisca soli, nevratna (Sivakumar et al. 2001).

3.2.3.2.3. Regulace dostupnosti prekurzorua biosyntézy prolinu

Na zvySenou syntézu prolinu béhem osmotického stresu u Arabidopsis maji
rovn€Zz vliv aminokyseliny glutamat, ornithin, arginin a glutamin (Hare er al. 1999).
Ormithin je vytvafen z argininu a ptispiva k tvorb& prolinu pfes syntézu glutamatu a
GSA (Dierks-Venting a Tonelli 1982, Charest a Phan 1990). Jestli se ornithin zapoji do
mocovinového cyklu nebo je katabolisovan na prolin, zavisi na allosterické regulaci

arginasy prolinem (Charest a Phan 1990). Tvorbu glutamové kyseliny a GSA zvysuji pfi
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chladové aklimatizaci zmény v aktivit¢ a aktivani energii ornithintransaminasy
(Charest a Phan 1990). OAT ovSem napomahala syntéze prolinu za stresovych
podminek pouze u semenacki, nikoliv dospélych rostlin Arabidopsis (Hare et al. 1999).
Za nizkych teplot se ve vetsi mife syntetizuje také glutamin, éehoZ je dosahnuto vys3si
aktivitou glutaminsynthetasy (GS) za téchto podminek (Charest a Phan 1990).

3.2.3.2.4. Vliv polyaminii na syntézu prolinu

Naopak glycinbetain a polyaminy, alespoii in vitro, potlacuji syntézu prolinu
(Larher et al. 1996, Larher et al. 1998). Spermin plsobi proti senescenci a zabraiiuje
rozpadu chlorofylu i proteolyze. Inhibici proteaz, které uvoltiuji aminokyseliny potfebné
pro syntézu prolinu, zabrafiuje jeho akumulaci. Spermin navic inhibuje pfeménu
aminokyselin, hlavn¢ glutamatu, na prolin, a to ziejmé na urovni glutaminsynthetasy
(Larher et al. 1998). Pfed akumulaci prolinu dochézi nejprve k mirnému zvySeni hladin
polyaminti, coZ by se posléze mohlo podilet na indukci hromadéni prolinu pfi stresu.

Polyaminy a prolin maji navic stejny prekurzor, glutamat (Larher et al. 1998).

3.2.3.2.5. Reciproéni regulace PSCS a PDH

Enzymy P5CS a PDH katalyzuji kroky syntézy a degradace prolinu, které
limituji rychlost celého procesu (Kavi Kishor et al. 1995, Yoshiba et al. 1995, Zhang et
al. 1995, Nanjo et al. 1999b, Hellmann et al. 2000, Hong et al. 2000, Mani et al. 2002,
Tateishi et al. 2005). Geny kodujici tyto enzymy jsou regulovany recipro¢né a podle
prostiedi (Peng et al. 1996, Hayashi et al. 2000, Trotel-Aziz et al. 2003), takZe existuje
realny pfedpoklad pro existenci spole¢né signalni kaskady PSCS a PDH (Hare et al.
1999). Pted patrnou akumulaci prolinu dochazi k pfechodnému hromadéni transkriptu
AtPDH spoleéné s transkriptem AtP5CS1, ktery je velmi rychle indukovan. To svédéi o
vyznamu cyklovani mezi prolinem a jeho prekurzory pro zajisténi homeostaze pii
mirnych fluktuacich podminek prostfedi nebo v ¢asnych etapach stresu (Hare et al.
1998). V ptizplisobovani se neptiznivym podminkam je zfejmé dileZitéj$i sama syntéza
prolinu, nikoliv dosaZzené hladiny tohoto osmolytu (Hare a Cress 1997, Hare et al.
1998). Neméné€ vyznamny by mohl byt aspekt indukce akumulace osmolytti v ¢asnych
etapach stresu (Maggio et al. 1997).
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3.2.3.2.6. Prolin ve vztahu ke kveteni

Nedavno bylo navic zjisténo, Ze gen pro P5CS je ovliviiovin CONSTANS
faktorem, jenz podporuje kveteni Arabidopsis thaliana pti dlouhé fotoperiodé (Samach
et al. 2000) a rostlinny onkogen rolD, rovnéZ podporujici kveteni (Mauro et al. 1996),
kdéduje ornithincyklodeaminasu. Ta pfimo pfeméiiuje ornithin na prolin a zajituje tim
zvy$eni hladiny prolinu za nestresovych podminek (Trovato et al. 2001). Aktivita PDH
promotoru je sniZena béhem dehydratace, naopak zvySena béhem rehydratace a navic je
regulovan i vyvojoveé — je aktivni zejména v kvétnich ¢astech bohatych na prolin a sama
tato aminokyselina dokaze promotor aktivovat (Nakashima et al. 1998). V absenci
stresu exprese AtPDH koreluje s obsahem volného prolinu (Verbruggen et al. 1996).

3.2.3.2.7. Prolin jako signilni molekula

Prolin funguje jako regula¢ni molekula schopnd ovliviiovat sviij vlastni
metabolismus i expresi riznych dalSich genti (Hellmann et al. 2000, Maggio et al.
2002). Expresi n€kterych osmoticky regulovanych genti indukuji také intermediaty
biosyntézy a degradace prolinu, napf. glutamin i PSC (Iyer a Caplan 1998). Zménou
v syntéze a degradaci prolinu za stresovych podminek dochazi ke zm&nam v bunééném
redox potencidlu. Tyto zmény ovliviluji pribéh signalnich kaskad, coz se nasledné
odrazi v pozménéné genové expresi (Hare a Cress 1997, Hare er al. 1998). Kromé
zmény redox potencidlu produkce NADP' glutamatovou drahou podporuje tvorbu
ribosa-5-fosfatu, purinového prekurzoru, a tim se podili na pozméiovani biosyntézy
ureidd. Ty jsou zapotfebi pro skladovani a transport dusiku u hlizek rostlin fixujicich
dusik. Krom¢ toho je ur€it¢ mnoZstvi prolinu syntetizovaného v cytosolu rostliny
rozloZeno uvnitf endosymbionta pomoci PDH (Kohl et al. 1988).

Zjednodusené schéma regulace syntézy a degradace prolinu viz obr. 3.8.
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Obr. 3.8. Zjednodusené schéma regulace syntézy a degradace prolinu u rostlin.

e pozitivni akce:  m—>

e negativni akce: m——g

e ABA (abscidic acid) — kyselina abscisova; Arg — arginin; ESK1 (ESKIMO1);
GB - glycinbetain; Glu — glutamat; GSA — glutamat-y-semialdehyd; OAT —
ornithinaminotranferasa; Orn — ornithin; PA — polyaminy; P5C — A'-pyrrolin-
5-karboxylat; PSCDH — P5C dehydrogenasa; PSCR — PSC reduktasa; PSCS —
P5C synthetasa; PDH — prolindehydrogenasa; Pro — prolin; RSR1 (reduced
sugar response)
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3.2.3.3. Funkce prolinu v rostlinach

Akumulace kompatibilnich solutli, v&etné prolinu, miZe mit mnoho riiznych
funkci, coz je, spoleéné s existenci rostlinnych isoforem P5CS, v souladu s redundanci
slozité rozvétvené signdlni sité, kterd spojuje reakce rostlin na podnéty z prostredi

s endogennimi vyvojovymi programy (Hare et al. 1998, 1999).

3.2.3.3.1. Osmoprotekece

Nejdéle znamou, av$ak stale do znaéné miry zadhadnou, funkci prolinu je
osmoprotekce (Deutch et al. 1984, Handa et al. 1986, Csonka 1989, Delauney a Verma
1993, Rascio et al. 1994, Kavi Kishor ef al. 1995, Tateishi et al. 2005). ZvySena syntéza
prolinu u transgenniho tabaku nadprodukujiciho PSCS pfi vodnim stresu kromé sniZeni
osmotického potencialu listové §tavy zvysila biomasu kofeni a vyvoj kvétti (Kavi
Kishor er al. 1995). I exogenné dodany prolin miZe ud€lovat rostlindm i bunéénym

kulturam toleranci k osmotickému stresu (Kavi Kishor ef al. 1995).

3.2.3.3.2. Ochrana membran

Dale se prolin, slou¢enina amfifilniho charakteru, podili na stabilizaci membran,
zejména udrzovanim hydrataéni vrstvy okolo fosfolipidi nebo vloZenim mezi skupiny
fosfolipidové hlavi¢ky (Rudolph et al. 1986). Hydrofobni ¢ast molekuly prolinu reaguje
s hydrofobnimi zbytky biopolymert a ¢ast hydrofilni je vystavena vné — do vodné faze
(cytoplasmy) (Schobert a Tschesche 1978). ZvySena hladina prolinu inhibovala vytok
draselnych ionti skrz membranu po oSetfeni Anacystis nidulans subletalnimi
koncentracemi mé&di. JeSt€¢ lepSich vysledkd bylo vtomto sméru dosaZeno aplikaci
prolinu pfed o3etfenim sinice médi (Wu et al. 1995). Alternativnim vysvétlenim by
mohla byt komplementace médi s prolinem, ¢imZ by se sniZila koncentrace volné médi
(Wu et al. 1995). I po vystaveni chladu se prolin, spole¢né s ABA, podilel na stabilizaci
membran bun€k kukufice (Chen a Li 2002b).

3.2.3.3.3. Stabilizace proteini

Vyznam prolinu je patrny rovnéz v udrZovani spravné konformace
membranovych i cytoplasmatickych proteind. Prolin i glycinbetain jsou schopni
indukovat pfi vodnim stresu tvorbu obalu z molekul vody okolo proteind, ¢imZ udrzuji

jejich spravnou konformaci a tedy i funk&nost (Schobert a Tschesche 1978, Rascio et al.
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1994). Interakcemi s hydrofobnimi zbytky proteinti ovliviluje prolin jejich rozpustnost —
vaze se na proteiny hydrofobni ¢asti a tim zvétSuje jejich hydrofilni povrch (Schobert a

Tschesche 1978).

3.2.3.3.4. Ochrana pied oxidaénim poSkozenim

Velmi vyznamnou roli hraje prolin ve vychytavani aktivnich forem kysliku
(Bohnert et al. 1995, Hare et al. 1998, Hong et al. 2000, Saradhi et al. 1995).
Manipulace se syntézou prolinu ovliviiuje hladiny rtiznych antioxidanti, mimo jiné i
proto, Ze jeden z nich, (homo)gluthation, ma stejny prekurzor jako prolin — glutamat.
SniZzeni obsahu glutamatu miZze mit tedy pfi¢inu ve vy$si syntéze redukovaného
glutathionu (GSH), prolinu nebo obou (Kocsy et al. 2005). Superoxiddismutasa
katalyzuje detoxifikaci superoxidu za vzniku peroxidu vodiku, ktery je nasledné
degradovan v askorbat-glutathionovém cyklu. Toho se ucastni né€kolik slozek:
redukovany glutathion, askorbat (AsA), askorbatperoxidasa a glutathionreduktasa (May
et al. 1998, Noctor a Foyer 1998, Pastori a Foyer 2002). GSH a hGSH (redukovany
homoglutathion) se také podileji na detoxifikaci lipidovych peroxidii. Reakce je
katalyzovana glutathion-S-transferasou (GST) (Marrs 1996).

Transgenni rostliny soji obsahujici cDNA P5CR v sense sméru akumulovaly
nejvyssi hladiny prolinu a askorbatu, zatimco u antisense transformanti byly nalezeny
nejvyssi koncentrace hGSH, poméry AsA/dehydroaskorbat (DHA), (h)GSH/ oxidovany
(homo)glutathion ((h)GSSG) a aktivita askorbatperoxidasy. Po obnoveni normalnich
podminek vykazovaly sense transformanty mnohem mensi stupeti peroxidace lipida i
procento poskozeni neZ antisense mutanty (Kocsy et al. 2005). BE€hem osmotického
stresu vzrostla u tolerantnich genotypid pSenice in vitro aktivita SOD, APX i GR a tim i
tolerance k oxida¢nimu stresu. U citlivych genotypt se aktivita pfislunych enzymi

nezménila nebo mirné klesla (Lascano et al. 2001).

3.2.3.3.5. Udrzovani pH

Prolin miize slouZit i jako prostfedek ke sniZovani kyselosti cytoplasmy, a tim
udrZzovat pH pfiznivé pro vnitrobunééné procesy. Lze ho tedy povaZzovat za jakysi
intracelularni pufr (Hare a Cress 1997, Hare et al. 1998). KdyZ se butika ocitne ve
stresovych podminkach, prolin ji svymi funkcemi napomaha vytvofit a udrZzovat novou

homeostézi, nutnou pro zachovani bazalniho metabolismu.
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3.2.3.3.6. Morfogeneze

Nedavno byla objevena specificka funkce prolinu v morfogenezi. Transgenni
rostliny Arabidopsis s antisense P5CS vykazovaly morfologické zmény v listech
(morfologické abnormality epidermdlnich a parenchymatickych bun€k, zpomaleni
diferenciace cévniho systému) a poruchu v elongaci kvétenstvi. ProtoZe takové fenotypy
byl schopen potlagit pouze L-prolin a nikoliv D-prolin ani dal§i analoga této
aminokyseliny, je zfejmé, Ze prolin neslouzi pouze jako osmoprotektant. Deficience
prolinu navic ovlivnila specialn€ strukturni proteiny bun&¢né stény, které poskytuji
mechanickou oporu buitkkdm. Prolin se podili na syntéze téchto proteinti bunééné stény a
¢ast z néj je poté konvertovana na hydroxyprolin (Nanjo et al. 1999b).

U transgennich kvasinek nadprodukujicich prolin, které obsahovaly PSCS
z rajCete, korelovala hladina prolinu v absenci stresu negativné s rustem buné€k, zvySila
se uroven ploidie a vakuolizace. Vys8i koncentrace prolinu ustila rovnéZ ve zménu
akumulace nékterych transkriptl souvisejicich s bunéénym délenim a kontrolou genové

exprese (Maggio et al. 2002).

3.2.3.3.7. Zdroj prvkii a energie

Pisobeni prolinu vSak rozhodné nekonci spole¢n€ s odeznénim stresovych
podminek. Naopak, prolin se stdva zdrojem uhliku, dusiku, energie i redukénich
ekvivalenti, a tim usnadiiuje obnoveni normalniho metabolismu rostliny (Trotel et al.
1996, Verbruggen et al. 1996, Hare a Cress 1997, Larher et al. 1998). Postupnou
oxidaci kaZzdé molekuly prolinu a naslednym zapojenim do Krebsova cyklu je buiika
schopna ziskat 30 ATP (Mani et al. 2002), proto je povaZzovan za vyznamné ,,palivo*
v energeticky intenzivnich procesech jako je napt. kliceni pylu (Zhang et al. 1982).
Prolin, ktery vstupuje z rostlinnych hostitelskych bunék hlizek do endosymbiotickych
bakterii, je dilezitym zdrojem energie pro fixaci vzdu$ného dusiku. Soja a dalsi
lusté€niny syntetizuji v cytosolu téchto bun€k velka mnoZstvi prolinu a endosymbionti

vynikaji vysokou aktivitou jeho oxidace (pomoci PDH) (Kohl et al. 1988).
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3.2.3.4. Akumulace prolinu jako reakce na nepriznivé podminky

Velmi ¢astou reakci rostlin na riizné stresové podminky je hromadéni prolinu.
Poprvé tento fenomén popsali Kemble a Macpherson v roce 1954 u jilku vytrvalého
(Lolium perenne), ktery tak reagoval na osmoticky stres. Akumulace prolinu je
vysledkem regulace jeho biosyntézy, katabolismu i transportu (Nanjo ef al. 1999a). I
kdyz ustfedni roli hraje nejspise biosyntéza prolinu, k regulaci dochazi i na irovni PDH
- prvniho enzymu degradace aminokyseliny (Delauney a Verma 1993, Kavi Kishor et
al. 1995, Savouré et al. 1995, Yoshiba et al. 1995, Nanjo et al. 1999b, Hayashi et al.
2000, Hong et al. 2000, Trotel-Aziz et al. 2003). Hromadéni prolinu vSak miZe
ovliviiovat i zména aktivity ¢i exprese PSCR a OAT (Charest a Phan 1990, De Ronde et
al. 2000, Roosens et al. 2002, Mattioni et al. 1997, Delauney a Verma 1990). Ke
zvySovani obsahu prolinu v pletivech pfispivd také zvySena aktivita
glutamatdehydrogenasy (GDH), kterd pfeméiuje a-ketoglutarat na glutamat, i zvySena
aktivita a sniZena aktiva¢ni energie glutaminsynthetasy vedouci ke zvy3ené syntéze

glutaminu (Charest a Phan 1990).

3.2.3.4.1. Nedostatek vody

Rostliny reaguji hromadénim volného prolinu na stres sucha (Van Swaaij et al.
1985, Kavi Kishor et al. 1995, Yoshiba et al. 1995, Mattioni et al. 1997, Pandey a
Agarwal 1998, Ain-Lhout er al. 2001). Bandurska a Stroinski (2003) detekovali pfi
vodnim deficitu vy$§i akumulaci prolinu u rostlin je¢mene tolerantnich k suchu nez u
citlivych kultivard. Transgenni rostliny ryZe obsahujici PSCS cDNA z V. aconitifolia
pod kontrolou stresem indukovatelného promotoru nadprodukovaly PSCS a hromadily
veét§i mnoZstvi prolinu pfi stresu sucha i vysoké koncentraci soli. Druhé generace téchto
rostlin produkovala vice biomasy ve srovnani s netransformovanymi kontrolami (Zhu et
al. 1998).

3.2.3.4.2. Zasoleni

Dobie dokumentovéna je i akumulace prolinu po vystaveni rostlin vysoké
koncentraci soli (Yoshiba ef al. 1995, Mattioni et al. 1997, Petrusa a Winicov 1997, Zhu
et al. 1998, Aubert et al. 1999a, b, Evers et al. 1999, Nanjo et al. 1999a). Pii delsi
expozici semenackd Triticum durum soli byly hladiny akumulovaného prolinu niZ§i nez

pfi period¢ 24 hodin (Mattioni ef al. 1997). Prolin se mtize hromadit u netolerantnich

57



P¥ehled literatury

druhi v reakci na zvy$enou koncentraci soli v nékterych organech pomaleji neZ u druhi
tolerantnich. Napf. Petrusa a Winicov (1997) ukazali, Ze ackoli se prolin hromadil
v prytech vSech rostlin vojtésky vystavenych soli, rychlé akumulace prolinu (b€hem 24
hodin) byly schopny pouze kofeny tolerantnich rostlin. Vy$§i obsah prolinu byl u téZe
rostliny detekovatelny rovnéz v hlizkach s endosymbiotickymi N-fixujicimi bakteriemi
— a to pfimo v bakteroidech i v cytosolu hlizek (Fougere et al. 1991). U subantarktické
rostliny z ¢eledi Brassicaceae, Pringlea antiscorbutica, byl prolin ve viech organech
v reakci na zasoleni hlavnim akumulovanym kompatibilnim solutem (Aubert et al.
1999a, b). Naopak zelena tasa Prasiola crispa kolonizujici vlhké pudy Antarktidy pfi
vy$§i koncentraci soli vyznamné rozdily v proporci prolinu nevykazovala (Jackson a

Seppelt 1995).

3.2.3.4.3. Teplota

ZvySenou akumulaci volného prolinu lze pozorovat po vystaveni rostlin
teplotnim strestim, hlavné chladu. U druhi pfizptisobenych podminkdm s vy$§imi
teplotami (Zea mays) se prolin akumuloval v reakci na niZsi teploty (10°C), naopak v
Avena sativa L. se akumuloval tento osmolyt pti 30°C. Efekty byly patrné€jsi v kofenech
neZ v nadzemni &asti (Oztiirk a Szaniawski 1981). Zvy3enou hladinu prolinu v reakci na
nizkou teplotu vykazovaly i suspenzni buné¢né kultury kukufice (Chen a Li 2002b) ¢i
rostliny pSenice, a to hlavné v odnoZovacich uzlech, tedy pletivech, na jejichZ rezistenci
zavisi preziti celé rostliny (Charest a Phan 1990). Rostliny Arabidopsis s antisense PDH
byly tolerantné€j$i k mrazu neZli rostliny nemutované, coz poskytuje dalsi dikaz pro roli
prolinu v mrazové toleranci rostlin (Nanjo er al. 1999a). Nizka teplota mlZe spustit
akumulaci prolinu, aniz by do$lo k poklesu vodniho potencialu pletiva (Savouré et al.
1997). Chladové otuZovani v podminkach sucha, i oba stresy samostatné, zvysily
obsahy prolinu v listech bramboru i jeho mrazovou toleranci. Uginky chladu a sucha
jsou zfejmé alespoii z&4sti aditivni a spousti mechanismy mrazové odolnosti samostatné
(Van Swaaij et al. 1985). Také exogenné aplikovany prolin zvysil mrazovou toleranci
tim, Ze se akumuloval v listech (Van Swaaij et al. 1985). Lalk a Dorffling (1985)
zpozorovali vy$§i akumulaci prolinu po chladové periodé mrazové tolerantnéj$iho
kultivaru pSenice, nicméné€ prolin se hromadil i u kultivaru s mensi toleranci k mrazu.
Antarktické fasa Prasiola crispa hromadila v zimnim obdobi prolin na tkor ostatnich
aminokyselin (tzn. doSlo pouze ke kompoziéni zméné, ne naristu celkového obsahu

volnych aminokyselin, nejspiSe z dvodu nejmensi $kodlivosti prolinu pro bunééné
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sloZky i pfi jeho vysokych koncentracich) a jeho obsahy negativné korelovaly
s prumérnymi meési¢nimi minimalnimi teplotami. Prolin se u P. crispa podilel na
zachovani fotosyntetickych aktivit béhem mrznuti (Jackson a Seppelt 1995). Vzrist
koncentrace prolinu, ktery pfispival ke zvySené mrazové toleranci, byl pozorovan
rovnéZz béhem chladové aklimatizace u rostlin Arabidopsis (Xin a Browse 1998). 1
vysoka teplota indukovala akumulaci prolinu — napf. u rostlin soji (De Ronde et al.
2000) a je¢mene (Hordeum vulgare) (Georgieva et al. 2003). Naopak Yoshiba et al.
(1995) u Arabidopsis nezaznamenali indukci P5SCS nizkou ani vysokou teplotou a Van
Swaaij et al. (1985) zpozorovali rozdily v mrazové toleranci i mezi nékterymi genotypy
se stejnou hladinou prolinu. Kromé¢ moZného ochranného vlivu prolinu maji tedy

v mrazové toleranci velmi vyznamnou funkci i jiné faktory (Van Swaaij et al. 1985).

3.2.3.4.4. Tézké kovy

Hromadéni prolinu je, krom mnoha dal$ich mechanismii, jednou z reakci bunék
na vystaveni t¢Zkym kovim — kadmiu, kobaltu, zinku, olovu nebo médi (Alia a Saradhi
1991, Wu et al. 1995, Wu et al. 1998, Siripornadulsil et al. 2002). Wu et al. (1995)
zpozorovali pozitivni korelaci mezi intracelularni hladinou prolinu a koncentraci médi u
sinice Anacystis nidulans. ZvySeni obsahu prolinu bylo nejvyrazné€j$i zménou v zésob&
volnych aminokyselin a navic i jeho exogenni pfidavek sniZil inhibi¢ni vliv médi na rdst
bunék, zejména byl-li pfidan pted jeji aplikaci.

Koncentrace prolinu v burikdch mize vzristat i v reakci na zneci§téné ovzdusi

(Wu et al. 1995), neptiznivé pH (Hare a Cress 1997) ¢i UV zafeni (Saradhi ef al. 1995).
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3.2.3.5. Kompartmentace a transport prolinu

Aubert et al. (1999b) piimo vizualizovali kompartmentaci prolinu mezi
vakuolou a cytoplasmou v listech Pringlea antiscorbutica. V cytoplasmé nalezli dvakrat
az tiikrat vys$$i koncentraci této aminokyseliny nezli ve vakuole, ktera se zfejmé podili
na regulaci koncentrace cytoplasmatickych solutti (napf. Thom et al. 1982). Protoplasty
Nicotiana rustica obsahovaly za normalnich podminek podobné koncentrace prolinu
v cytoplasmé i vakuole, zatimco protoplasty rostlin vystavenych vodnimu stresu
hromadily ttikrat vice prolinu v cytoplasmé, pravdépodobné ovlivnénim tonoplastového
transportniho systému pro prolin (Pahlich er al. 1983). Fricke a Pahlich (1990)
zpozorovali negativni korelaci mezi celkovym obsahem prolinu v buiice a jeho
procentem ve vakuole jak ve stresovych, tak normalnich podminkach.

Cytoplasmaticka voda je rozdélena do dvou fazi — strukturné vazané (,,vicinal*)
a volné (,,bulk). Tyto faze se lisi ve schopnosti rozpoustét rizné latky — napt. prolin ma
snizenou rozpustnost kolem polymerti a v cytoplasmé tak miZe dojit k vnitfnimu
rozdéleni rozpustnych latek. Vakuola a volna cytoplasmaticka voda slouZi jako mista
pfechodného skladovani prolinu, zatimco ve vodé strukturné vazané dochazi k
metabolickym dé€jim spojenym se syntézou a katabolismem prolinu (Fricke a Pahlich
1990).

Zatim nejasnd je role tonoplastovych aminokyselinovych transportéri v
subcelularni kompartmentaci prolinu (Aubert ef al. 1999b). Na tirovni interorganového
transportu uz byly objeveny specifické transportéry pro prolin - ProT1 a ProT2 z A.
thaliana. Oba jsou exprimovany v celé rostliné, ale pouze druhy znich je silné
indukovan za stresu a vyznamné se tak podili na distribuci dusiku za neptiznivych

podminek (Rentsch et al. 1996).
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3.2.3.6. Vyuziti trans-4-hydroxy-L-prolinu k selekci rostlin s vysSi

akumulaci volného prolinu

Zprvu byla zkoumadna rezistence k analogim aminokyselin ve snaze zajistit
lep§i vyzZivnou hodnotu riznych plodin zménou skladby aminokyselin v rostling
(Maliga 1984). Toxicita analogli aminokyselin vyplyva z jejich inkorporace do proteint
misto béZnych aminokyselin. Analoga prolinu zfejmé navic indukuji expresi PDH a
podporuji tak katabolismus prolinu (Mani et al. 2002). Rostlina miZe tento toxicky
efekt zmirnit nadprodukci pfirozené aminokyseliny, ktera pak s pfisluSnym analogem
kompetuje o mista v proteinech. Transgenni rostliny ve vét$i mife produkujici PDH,
enzym rozkladajici prolin, byly citlivé k analogim prolinu (Mani et al. 2002).
Alternativni cestou rezistence je zabranéni pi{jmu analogu nebo jeho selektivni
diskriminace (Maliga 1984). Tento zptisob v§ak nevede ke zvy$ené produkci pfirozené
aminokyseliny. Varner (1980) uvadi moznost enzymatické pfemény ur¢itého mnoZstvi
analogu na pfirozenou aminokyselinu, v tomto pfipadé trans-4-hydroxy-L-prolinu na L-
prolin. Prvnim meziproduktem je s nejvétsi pravdépodobnosti 4,5-dehydro-L-prolin.
vyselektovanych rezistentnich linii a analyzu obsahu pfirozenych aminokyselin
v ziskanych regenerantech (Maliga 1984). Jednim zcild bylo manipulovat
s biosyntetickou drahou aminokyselin vychazejici z prekurzoru aspartatu, tedy
threoninu, lysinu, methioninu a isoleucinu. V n¢kterych piipadech dochazelo
k organové specifické expresi mutace, napf. pouze v kofenech (Bright ef al. 1983) nebo
v kalusech (i odvozenych z regenerované rostliny) (Maliga 1984).

V pozdé&jsich letech byla vySe popsana technika aplikovéna na zvy3eni stresové
tolerance selekci linii se zvy$enym obsahem prolinu. Jako toxicky analog byl ve vétSing
ptfipadt pouZit trans-4-hydroxy-L-prolin. Csonka (1981) ziskal mutanty Salmonella
typhimurium se zvy$enou produkci prolinu a tolerantn&j$i k osmotickému stresu. U
hydroxyprolin-rezistentnich bunéénych linii vojtésky nebyla zpozorovana konstitutivné
zvy$ena akumulace prolinu, ackoli rostliny vykazovaly zvyS$enou rezistenci k soli.
Jedina ziskana linie tolerantni k soli a vykazujici konstitutivn€ vysokou hladinu prolinu
v§ak obsah prolinu po vystaveni soli nezvy$ovala. Rozdil mezi citlivymi (kontrolnimi) a
tolerantnimi regeneranty byl v dvojnasobné rychlej$i akumulaci prolinu v kotfenech
tolerantnich rostlin po expozici soli (Petrusa a Winicov 1997). To, Ze rezistence vuci

hydroxyprolinu ma zfejmeé i jinou pti€inu nez konstitutivné zvysSenou hladinu pfirozené
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aminokyseliny, naznaduji vysledky experimenth Maggio et al. (1997) s buné€nymi
liniemi mrkve (Daucus carota). Autofi nezpozorovali vyznamnou korelaci mezi
rezistenci linii k hydroxyprolinu a obsahem prolinu v buiikach. V té€chto ptipadech
mohlo dojit ke zm&€nam membranového transportniho systému, ktery by blokoval
pfijem toxickych analogli, a tim by sniZil hladinu prolinu potfebnou k rozfedéni
hydroxyprolinu (Maggio et al. 1997). Osmotolerance bunék mrkve se navic meénila
s vyvojovym stadiem. Autofi se tudiZ domnivaji, Ze rostliny, jeZ produkuji mimné
zvy$ené hladiny prolinu, mohou vykazovat toleranci vii¢i osmotickému stresu tfeba jen
v ur¢itém specifickém stadiu vyvoje. Jakym mechanismem, je nejasné (Maggio et al.
1997).

Jedny z prvnich pokusii o produkci mrazové tolerantnich rostlin pomoci in vitro
selekce hydroxyprolinem byly provedeny na kalusovych kulturach bramboru (Solanum
tuberosum L.) (Van Swaaij et al. 1987). Rezistentni rostliny produkovaly vét§i mnoZstvi
celkovych aminokyselin a vykazovaly zvySenou mrazovou toleranci. Selektované
vlastnosti si udrZely jak regenerované rostliny, tak rostliny ziskané vegetativnim
mnoZenim pomoci hlizek. K podobnym vysledktim pozdéji dospéli i Anjum a Villiers
(1998). Hydroxyprolin-rezistentni linie pSenice také akumulovaly prolin ve vé&tsi mife a
byly mrazové tolerantnéj$i neZ kontrolni kalusy. Kromé& téchto vlastnosti byl
zaznamenan narust suché hmotnosti a pokles osmotického potencidlu. Ten vSak
koreloval s vy$§i mrazovou toleranci kalusi vice neZ obsah volného prolinu (Tantau a
Dorffling 1991). O dva roky pozdé€ji dospéli Dorffling et al. (1993) k podobnym
vysledkiim, kalusy jiz ale byly embryogenni, coz umoznilo studii dé€di€nosti té€chto
vlastnosti. Regenerované hydroxyprolin-rezistentni rostliny i jejich potomci vykazovali
po chladové aklimatizaci v dal§ich péti generacich zvySené obsahy prolinu v listech i
zvySenou mrazovou toleranci. Vysledky tedy podpofily hypotézu, Ze vlastnosti
»ZvySeny obsah prolinu® a ,,zvy$ena mrazova tolerance“ ziskané aplikaci této metody u
pSenice jsou dé&di¢né. Mutace, zfejmé¢ jednoho neuplné¢ dominantniho genu,
pravdépodobné postihla né&jakou zkomponent regulujicich biosyntézu prolinu
(Dorffling et al. 1994, 1997a, b). K podobnym zavérim dospéli Tantau et al. (2004),
jejichz hydroxyprolin-rezistentni regeneranty je¢mene byly mrazové tolerantnéj$i nez
kontrolni regeneranty po devét sledovanych generaci.

Vyse uvedené vysledky ptispivaji k ndzoru, Ze jakkoli je mrazova tolerance
vlastnost polygenniho charakteru, lze ji vyznamné =zlepSit i zménou jediného

determinujiciho faktoru (Tantau et al. 2004).
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3.3. Repka olejka v Ceské republice

O tom, Ze fepka olejka (Brassica napus L. var. napus) je na$i typickou
plodinou, z olejnin dokonce nejrozsitenéjsi, nas béhem kvétna lehce presveédci rozkvetlé
Zluté plochy rozprostirajici se na mnohych mistech nasi vlasti. Drtivou vét§inu z nich
pokryvaji rizné odridy ozimého typu. Repka je rostlinnou dlouhodenni a véelomilnou,
ttebaze muze byt z vétdi Casti samospras$nd. Na konci vegetatni sezény, kterd se
v nasich podminkach pohybuje v rozmezi 300 az 340 dni, se Etyféetné kvéty meéni ve
vét§inou dvoutadé Sesule s 15 aZ 20 semeny. Ackoli ma fepka u nas dlouholetou tradici
jak v pé€stovani, tak i Slechténi, jeji ptivodni vyskyt je vazan na oblast Sttedomoti. Jesté
dfive se vSak v téchto oblastech vyskytovaly i dal$i brukvovité rostliny — zejména
brukev zelna (B. oleracea) a fepice olejna (B. rapa). A jejich pfirozena hybridizace dala
vznik fepce, jeZ se proto oznauje jako amfiallotetraploid (v diploidni sestavé ma 38
chromosomt, coZ je vysledek splynuti genomi brukve zelné s 18 chromosomy a fepice
s 20 chromosomy). Roz§ifeni této plodiny je spjato s kulturou ¢lovéka, proto se s ni
dnes mizeme setkat v celé oblasti mirného pasma Zemé a také v nékterych oblastech
subtropti. Pivodné byla fepka oblibenou zeleninou. Jiz ve stfedovéku byla ale kromé
potravinafstvi vyuzivana k vyrob€ riznych oleji a ve dvacatém stoleti se jeji uplatnéni
déale rozsifovalo. Nejenze zlstala potravinafskou surovinou, ale extrahované Sroty,
pokrutiny i semena se pfidavaji do krmnych smési, biomasu lze vyuZit i jako zelené
krmeni nebo hnojivo. V soutasné dobé se ve vétsi mife rozviji jeji uplatnéni
v oleochemii a v neposledni fad€, lze ji vyuzit k vyrobé ekologického paliva, tzv.
bionafty.

Pocatky Slechténi fepky na nasem uzemi sahaji az do dob vlady T. G. Masaryka.
NaSe prvni vySlechténé odridy, Ttebiéska a Slapska, byly povoleny aZ pozdé&ji -
v letech 1941 a 1946. Na trhu se ob& odridy udrZely do osmdesatych let a poté je
vystfidaly odridy snizkym obsahem neZadouci kyseliny erukové (,,0 odridy).
V devadesatych letech nastoupily tzv. dvounulové (,,00“) odridy - nejen se sniZenou
kyselinou erukovou, ale také s nizkymi obsahy antinutri¢nich latek, v tomto p¥ipadé
glukosinolati (GSL), polymeri glukosy. Na svétovych trzich se jiz vyskytuji i tfi- a
Ctyf- nulové odrudy — navic k dvounulovym odridam jes$té se sniZenym obsahem
vldkniny a kyseliny linolenové. Slechti se i na sniZeny obsah dalsich antinutri¢nich

latek, S-methylcysteinsulfoxidu (SMCO) v rostlinach a sinapinu v semeni.
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Pozadavky na kvalitu ozimé fepky jsou dany jejim vyuZitim - v potravinarském,
krmivafském nebo chemickém primyslu. Pro potravinafsky primysl jsou vhodné
dostupné ,,00“ odridy, pro primyslové vyuZiti posta¢i odridy typu ,,E0* (vysoky obsah
kyseliny erukové, nizky obsah GSL). Zde je vSak dal$i pozadavek — na sniZeni obsahu
vlakniny ve prospéch vyssiho obsahu oleje a bilkovin. Dalsi snahou je u odrid uréenych
pro potravinaisky primysl zvySovat obsah kyseliny linolové a olejové, naopak sniZit
hladinu kyseliny linolenové.

Za ulelem vytvofeni novych odrad pfizpisobenych nasim pidnim i
klimatickym podminkam vzniklo vroce 1997 sdruZeni ,,Ceska fepka“ na zéakladd
dohody o spolupraci nékolika Slechtitelskych spoleénosti a vyzkumnych pracovist,
konkrétng Oseva PRO s.r.0. - Vyzkumny ustav olejnin Opava (VUOL), Sempra a.s. -
Slechtitelska stanice Slapy u Tabora, Selgen a.s. - Slechtitelska stanice Chlumec nad
Cidlinou, AGRITEC, vyzkum, $lechténi a sluzby s.r.o. Sumperk a Vyzkumny dstav
rostlinné vyroby Praha-Ruzyn& (VURV), zabyvajicich se problematikou $lechténi fepky
od zakladniho vyzkumu aZ po vytvofeni novych odrid. Cilem ,Ceské fepky“ je
»zefektivnit a urychlit proces Slechténi odrid ozimé fepky s vysokou kvalitou a
vynosem, odolnych k abiotickym i biotickym stresim“ pomoci biotechnologickych
metod jako jsou in vitro kultury, produkce dihaploidnich linii a vyuZiti molekularnich
markert. Jednim z dil¢ich cili je také ziskat vychozi Slechtitelské materialy se zvySenou

mrazuvzdornosti, coZ je tématem ptredloZené diplomové prace.

3.3.1. Mikrosporové kultury

Vyznamnym pfinosem nejen v oblasti zdkladniho vyzkumu, ale zejména na poli
aplikované biologie, jsou biotechnologické metody - mikrosporové a pra$nikové
kultury, pomoci nichz lze pfesmérovat gametofyticky vyvoj na vyvoj sporofyticky a
ziskat tak haploidni rostliny. Zdvojenim chromosomt ziskané dihaploidni rostliny jsou
vynikajicim materidlem pro vyzkum, $lechténi i transformaci rostlin (pfehled vyuZiti
dihaploidi ve $lechténi ozimé fepky viz Ku€era et al. 2002). Nespornou vyhodou
takovych metod je nejen vyrazné Casové zkraceni ve S$lechténi novych odrid, ale
v kombinaci s in vitro selekci také mozZnost podchyceni i recesivné zaloZenych znaki ¢&i
spontannich mutaci.

V pfirozenych podminkéch se z haploidnich mikrospor postupné vyviji pylové
zrno. Vysledkem ur€itych chemickych nebo fyzikédlnich podnéti se v$ak mohou
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mikrospory vydat cestou androgeneze, kterd vyzaduje pfepnuti vyvojového programu.
Takové pfepnuti miZe byt laboratorné vyvoldno riznymi stresovymi situacemi,
v zavislosti na druhu i odrid¢ pouZité rostliny — napi. teplotnim Sokem, y-zafenim,
ethanolem, hladovénim, osmotickym stresem nebo kolchicinem (Binarova et al. 1997,
Wang et al. 2000). Stresovy podnét 1ze aplikovat na kvétenstvi, izolované prasniky &i
izolované mikrospory, opét s riiznou uéinnosti dle typu pouzitého materidlu (Wang et
al. 2000). Po Gspé$ném pfesmérovani vyvoje mikrospory se buiiky dale mitoticky déli,
diferencuji, tvofi mnohobunééné utvary a ty poté regeneruji v haploidni rostliny.
Faktorti ovliviiujicich GspéS$nou produkci dihaploidnich materialti je hned
nékolik — fyziologicky stav a pfedev§im genotyp donorovych rostlin, zptisob stresového
ofetfeni, vyvojové stddium mikrospor, vhodné podminky kultivace — od zaloZeni
mikrosporovych kultur po regeneraci celistvych rostlin a spravné zvolena metoda
diploidizace. Nejlepsim prostfedim pro pé€stovani donorovych rostlin jsou jejich
ptirozené podminky pro kveteni s minimalizaci stresd a infekci (za ucelem prodlouzeni
obdobi odbéru kvétenstvi je teplota obvykle niZ§i, napt. u ozimé fepky 15 az 20°C). Pro
uspésnou indukci embryogeneze v mikrosporovych kulturach druhu Brassica napus je
nejvhodnéj$i pozdn€ jednojaderné, pfipadné casné dvoujaderné stddium mikrospory
(Pechan a Keller 1988). Nejvhodnéj$i neznamena jediné, coz experimentaln¢ potvrdili
Binarova et al. (1997), kdyZ dokazali indukovat embryogenezi pozdné¢ dvoubunéénych
mikrospor B. napus pozménénymi stresovymi podminkami — kromé& mirného tepelného
stresu (32°C) bézn€ pouzivaného pro tento druh navic aplikovali kratky tepelny Sok
(41°C). Tim doslo k syntéze DNA jak v generativnim, tak ve vegetativnim jadru (obé
jadra podstupuji S-fazi bunééného cyklu), pfestavbé cytoskeletu a syntéze HSP70 (HSP
s molekulovou hmotnosti 70 kDa), jejichz lokalizace se navic zménila na jadernou
(Binarova et al. 1997). Pouze vegetativni burika, setrvavajici do toho okamziku v G1
fazi se po nasledné S-fazi bunééného cyklu déli a dava vzniknout embryu. Piestavéni
cytoskeletarnich struktur je uzce spojeno s charakteristicky symetrickym prvnim
mitotickym délenim po indukci sporofytického vyvoje mikrospor. Za normalnich
podminek se cytoskelet podili na asymetrickém umisténi jader a nasledné inekvalni
prvni pylové mitéze. Pfestavba mikrotubulti, replikace DNA spolu se syntézou a
jadernou lokalizaci HSP70 siln€ koreluje s indukci embryogeneze (ve vSech zminénych
vyvojovych stadiich mikrospor) (Binarova et al. 1997). Pro potencidlné embryogenni
mikrospory je charakteristickd svétld cytoplasma, jeZ neobsahuje $krobova zrna.

Obrovska vakuola nejprve tla¢i jadro k okraji buiiky. Na rozdil od pozdnich stadii se
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potencialné embryogenni mikrospory kratce po zaloZeni kultury neprodluzuji, ale
zvétSuji, jadro se opét presouva do stfedu builky, cytoplasma kolem né&j vytvati
hvézdicovitou strukturu a nasledné se jadro symetricky déli (Coventry et al. 1988, Kott
et al. 1988). Diky porucham v mitotickém déleni ¢i fizi jader mohou v dal§im pribé¢hu
kultivace vznikat spontanni dihaploidi (Wang et al. 2000, Méllers et al. 1994).

Dal$i vyvoj mikrospor muiZe probihat bud’ cestou pfimé ¢i sekundarni
embryogeneze nebo cestou tvorby kalusti. Sekundarni embryogenezi lze u B. napus
vyvolat, jsou-li embrya kultivovana pfi nizké hustot€¢ a za tmy (pfipadn¢ nizké
ozafenosti). Alternativou miZe byt mechanické poskozeni embryi nebo pfidavek auxinu
do kultiva¢niho média, pfi€emZ Zadouci je pfitomnost hypokotylarni €asti, protoZze ma
vy$§i embryogenni kapacitu (Nehlin ez al. 1995).

JelikoZ je indukce androgeneze umozZnéna aplikaci riznych stresi, je za jeden
ABA pravdépodobné brani smrti mikrospor a zaroveii potlacuje jejich vyvoj smérem ke
zralému pylu. DalSim krokem je zfejmé& aktivace MAP-kinasové kaskady pomoci
signalni drahy kyseliny abscisové, ktera zfejmé nasledné indukuje symetrické déleni a
diferenciaci mikrospor (Hirt 2000, Wang et al. 2000).

Wang et al. (2000) zminili vyznamnou paralelu mezi androgenezi a vyvojem
haploidnich spor u mechi a kapradin. U nich se ze spor vyviji haploidni mnohobunéény
prvokli¢ek, u mechi tvofici vlastni rostlinku. U kapradin zGstava tato struktura mala a
vytvaii gamety. TtebaZe byl v pribéhu evoluce gametofyt i vyvoj haploidnich spor do
mnohobunéénych struktur stale vice redukovan, tato cesta je u rostlin dosud pfitomna,
lze ji uréitymi podnéty aktivovat a vyvolat tak androgenezi.

Nejprve byla k indukci androgeneze u B. napus pouzita metoda pra$nikovych
kultur — jako prvni ji aplikovali Thomas a Wenzel v roce 1975, poté Lichter (1982)
vyvinul metodu tvorby embryi piimo zizolovanych mikrospor. Oba pfistupy se
v nasledujicich letech rozvijely a modifikovaly, pfi¢emz pozdé€ji u B. napus prevladly
kultury mikrosporové. Diivodem byla hlavné konkurence mikrospor uvniti prasniki a
inhibiéni latky produkované jejich sténou, coZ vedlo k men$imu zisku embryi neZ
v ptipad¢ mikrosporovych kultur (Lichter et al. 1988, Zelenkova 1991). Autotoxicita
neni oviem doménou prasnikovych kultur, inhibi¢ni latky jsou také produkovany
neembryogennimi starymi mikrosporami, které se méni v pylova zrna, praskaji a jejich
obsah se vyléva do kultivaéniho média (Chuong ef al. 1988, Kott ef al. 1988). Nejen Ze

je tim sniZena embryogeneze, ale také se méni morfologie embryi. Pro sniZeni hladiny
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téchto toxinli je proto vhodna vyména média, pfiblizn€¢ po 24 hodinach, kdy uz je
vét§ina toxinu vypusténa v médiu (Kott et al. 1988). Hustota mikrospor v kultuie by
nem¢éla piesahovat 100 000 spor/ml (Polsoni et al. 1988).

Na tvorbu embryi maji vliv fyziologické podminky donorovych rostlin a hustota
jejich sadby (Chuong et al. 1988). Neméné dilezité je stafi kvétenstvi —
nejproduktivngj§i byvaji poupata odebrana z rostlin zhruba tyden po prvnim kveteni,
naopak rozdil mezi poupaty postrannich vétvi a terminalniho kvé&tenstvi nebyl, paklize
byla odebrana poupata s vhodnym vyvojovym stddiem mikrospor. To se pohybuje za
béznych indukénich podminek (mirné zvysena teplota) od pozdné jednojaderného (G2-
nebo M-fazni jadro) k ¢asné dvoujadernému (vegetativni jadro ve fazi G1) (Chuong et
al. 1988, Pechan a Keller 1988). Vhodna stadia mikrospor se obvykle nachazeji
v poupatech s poméry korunni platek/prasnik Y4 az % (Chuong et al. 1988) nebo s
velikosti poupéte pfiblizn€ 2 az 5 mm. Nutna je cytologickd analyza vyvojového stadia
mikrospor — potencidlné¢ embryogenni mikrospory jsou kulaté, sjasnou cytoplasmou
bez Skrobovych zm a vét§inou jednojaderné, pfiCemzZ jadro je natlaeno objemnou
vakuolou k bunétné stén€ (Coventry et al. 1988, Kott et al. 1988). Tvar i velikost
mikrospor se mezi jednotlivymi druhy rodu Brassica vyznamné li$i (Lichter 1989). Pro
indukci embryogeneze izolovanych mikrospor neni, narozdil od prasnikovych kultur,
nutna kyselina naftyloctovd (NAA, auxin), zatimco N°-benzyladenin (BA, cytokinin)
produkci embryi zvysil (Charne a Beversdorf 1988). Tento cytokinin se poté pfidaval do
modifikovaného Lichterova média (NLN) jako jeho nedilnd souc¢ast. NLN médium
ovSem obsahuje i NAA (Polsoni et al. 1988). Lichter (1989) zjistil, Ze hormony v NLN
médiu nutné nejsou, protoZe mikrospory produkuji n€které z nich, hlavné auxiny, samy,
nicméné jejich ptidavek do média zvySuje vytéZek embryi.

Ke zvySeni embryogeneze lze ptidat do kultiva¢niho média urité mnozstvi
kolchicinu, ktery jakoZto antimikrotubularni latka rozru$uje cytoskeletarni struktury pfi
prvni pylové mitdze, které by jinak udrzovaly jadro v asymetrické poloze a umoZiuje
tak symetrické déleni mikrospory. Krom& toho je schopen jiz vtéto fazi zdvojit
chromosomy dosud haploidnich mikrospor sG&innosti az 90%. Takové miry
diploidizace 1ze dosdhnout aplikaci kolchicinu v koncentraci 50 mg/l po dobu 24 hodin.
Nespornou vyhodou je rovnéZ men$i ¢asova narocnost neZ pi b&Zné metodé
diploidizace celych rostlin a mensi moZnost pfimého styku s timto teratogenem (Chen et
al. 1994, Igbal et al. 1994, Mollers et al. 1994, Weber et al. 2005). Bez jakéhokoliv
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oSetfeni je napf. pfiblizné 70 az 90% rostlin ozimé fepky haploidnich (Weber et al.
2005, Wenzel et al. 1977).

Dal§i kritérium pfedstavuje uspé€$nd regenerace. Pro zvySeni regenera¢ni
schopnosti l1ze embrya vystavit bud’ del$i mirnéj$i nebo kratsi intenzivnéj$i periodé
vysouSeni. Zejména pro ozimé odrudy fepky je vSak vhodné&js$i ponechat embrya
nékolik (9 aZ 12) dni v chladu (1 az 4°C) (Kott a Beversdorf 1990). Dal8i moZnosti je
kotyledonarnim embryim sefiznout 2/3 déloznich listkti (Klima et al. 2004).
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4. Material a metody
4.1. Material

Pro pokusy byly pouzity donorové rostliny ozimé fepky Brassica napus L. var.
napus, jez pochéazely z pracovist’ Slechtitelskych organizaci Selgen a Sempra. VétSina
materiali byly F; hybridy v procesu novoslechténi (oznageny jako OP — z VUOL Opava
a CH — ze S§S Chlumec nad Cidlinou). Ptehled pouZitych materiald je uveden v tab. 4.1.
Materialy oznagené jako HP, pochézejici rovn&z z VUOL, jsou linie v poslednich fazich
novoslechténi s kontrastni zimovzdornosti. Z dtvodd  zafazeni né&kterych z HP
genotypu do Statnich odriidovych zkousek nelze uvést jejich ptivod.

Donorové rostliny byly po dvoumési¢ni jarovizaci (4°C + 2°C) péstovany
v kultivaéni komote pifi fotoperiodé 16 hodin a teplot¢ 16°C den/12°C noc,

s pravidelnym hnojenim i postfiky proti houbovym patogentim a $kiidctim.

CH - 993/03 1 60/4-85 x Inra 1

CH - 1045/03 177/8-193 x Inra 2

CH - 2008/03 A4-37x161/2

OP - 21/03 OP-1012/02 x OP-BN-08

OP - 22/03 OP-BN-07 x OP-1901/02

OP - 23/03 OP-BN-07 x OP-1101/02

OP - 24/03 OP-BN-08 x OP-BN-07

OP - 25/03 OP-1006/02 x OP-BN-08

OP - 26/03 Cando x OP-BN-08

OP -27/03 OP-1611/02 x OP-BN-07

OP - 28/03 OP-1611/02 x Rasmus

OP - 29/03 OP-1611/02 x Ramiro

Tab. 4.1. Prehled pouzitych materiald.
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4.2. Metody
4.2.1. Mikrosporové kultury

Z donorovych rostlin byla odebrana termindlni kvétenstvi i kvétenstvi
postrannich vétvi, kterd obsahovala poupata dlouhd pfiblizn¢ 2 az 4 mm. Thned po
odbéru byla poupata umisténa ve vodni lazni do chladu. Z poupat v rozmezi 2,5 az 3,5
mm byly vypreparovany prasniky, obarveny 3% roztokem acetokarminu a pod
mikroskopem identifikovano vyvojové stddium mikrospor. Na zékladé toho byla
stanovena velikost poupat s pievahou pozdné jednojadernych mikrospor. Takové
mikrospory lze rozpoznat podle trojbokého az kulovitého tvaru, ¢iré cytoplasmy a
periferné lokalizovaného jadra. Z kvétnich stonkt byla poté odebirana pod binokularni
lupou poupata vhodné velikosti a bez zjevného poskozeni ¢i pootevieni do Petriho
misky zvnéj$ku chlazené ledovou tfisti. P¥ibliZzné€ tficet poupat bylo nasledn€ uzavieno
plastovou kancelafskou sponkou v sit’ce z monofylu a sterilizovano v 70% ethanolu 3
minuty. Timto okamZikem poc¢inaje probihala veskerd manipulace s materidlem
v aseptickych podminkach (sterilni box MF72, Gelaire). Sitka s poupaty byla n€kolikrat
dikladné proplachnuta v destilované vodé¢ po dobu nejméné péti minut, poupata
pfendana do kadinky s tekutym NLN médiem (sloZeni média viz tab. 4.2) a sklenénou
ty¢inkou rozmacerovana. Obsah kadinky byl prefiltrovan pies dvojity nylonovy filtr
(100 pm a 60 um), pfelit do centrifugaéni kyvety a doplnén NLN médiem. Suspenze
byla poté centrifugovana, nejprve po deseti a poté dvakrat po péti minutach pti 100 g
(centrifuga Rotofix 32, Hettich). Po kazdé centrifugaci byl odpipetovan supernatant a
k peletu dopln€éno chladné NLN médium. Po posledni centrifugaci bylo dopinéno NLN
médium na potfebny objem, suspenze promichana a odebrano po 1 ml do kazdé Petriho
misky. K tomu byly pfidény dal$i 4 ml bud’ samotného NLN média (kontrolni vzorky)
nebo NLN média s riznymi koncentracemi trans-4-hydroxy-L-prolinu (Sigma-Aldrich
Chemie), vZdy po dvou opakovanich. Vysledné koncentrace hydroxyprolinu v médiu s
mikrosporami byly 1, 4, 10, 16 a 24 mM. Petriho misky byly nasledné¢ uzavieny
dvojitym paskem parafilmu a umistény do termostatu (Biological thermostat BT 120,
Laboratorni pfistroje Praha) pfi 30°C a bez osvétleni. Mimym tepelnym Sokem
vyvolané pfepnuti gametofytického vyvoje mikrospor na vyvoj sporofyticky s sebou
pfinasi tvorbu globuldrnich embryi. Ta bylo mozZné zpozorovat zpravidla po 14 dnech
kultivace a to byl také moment, kdy byly vzorky pfesunuty na horizontalni tfepacku
(KS 260 basic, IKA) pti 60 rpm do kultivaéni mistnosti vyhfivané na 24°C + 2°C
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s fotoperiodou 16 hodin. Po uplynuti tficeti dnii od zaloZeni mikrosporové kultury byla
prezivsi, pfiblizné 5 mm kotyledonarni embrya, pfenesena na pevné diferenciaéni
médium (sloZeni média viz tab. 4.3). Po 5 aZ 7 dnech byly z embryi odfiznuty asi 2/3
déloznich listkd, embrya byla poté pfenesena na médium regeneraéni (sloZeni média viz
tab. 4.4) a asi po tiech tydnech na médium pro udrZzovani a rist regenerantd (sloZeni
média viz tab. 4.5), kde byly rostliny kultivovany a klonovany del$i dobu podle potieby.
Pocinaje kotyledonarnim stddiem byla embrya a z nich regenerované rostliny péstovany
v kultivaéni mistnosti sice se stejnym svételnym reZimem, ale s teplotou o 4°C niZsi.
Vyse uvedeny postup kultivace mikrospor B. napus je modifikaci metodiky Coventry et
al. 1988 podle Klima et al. (2004).

Pfed vysazenim do ptidy byly rostliny ponofeny na 24 hodin (fotoperioda 16h,
teplota 24°C + 2°C) do roztoku kolchicinu o koncentraci 50 mg/l s ptidavkem
dimethylsulfoxidu (DMSO) v koncentraci 2 ml DMSO/100 ml roztoku. Zvoleny zptisob
diploidizace podle Vyvadilova et al. (1993) je na pracovisti VURV dobte zavedenou
metodou, ktera se zdé byt zatim nejuéinnéjsi v ziskavani dihaploidnich rostlin B. napus
ziskanych pomoci pylové embryogeneze. Po diikladném omyti rostlin od roztoku
kolchicinu byly rostliny pfesazeny do pidy a dopéstovany v samostatnych kvétinacich
ve skleniku do stadia, kdy mohly byt umistény do jaroviza¢ni komory (teplota 4°C +
2°C, fotoperioda 8 hodin).

Zhruba po 60ti dnech byly odebrany vzorky listi kontrolnich rostlin a
hydroxyprolin-rezistentnich regenerantti (vZdy kontrola a pfislusny Hyp-rezistentni
regenerant spolecn€) pro testy mrazové odolnosti a zaroveni pro stanoveni obsahu
prolinu (listy pro tento Gcel byly ihned po odb&ru zmrazeny v tekutém dusiku). Kromé
toho byly regeneranty vSech variant jesté v in vitro podminkach a stadiu p¥iblizné t¥i az
péti listd umistény do jarovizaéni komory na 16 dni, a to za ulelem ziskani
homogenné&jSiho materialu pro stanoveni obsahu prolinu v listech a zaroveil porovnani
procenta suché hmotnosti, nikoliv pro determinaci mrazové odolnosti (s ohledem na

mnozstvi materialu ziskaného z in vitro jarovizovanych rostlin).
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NLN médium

makroelementy

Ca(NO3)2 .4 H2 O

MgS0,.7 H, O

MnSO,4 H,O

H;BO;

ZnSO4 ) Hzo

N32M004 .2 H2 O

CuSOy4 . 5 H,O

COClz .6 HzO

organické latky

lycin

myo-inositol

kyselina nikotinova

Diferenciaéni médium

NaH,PO; . 2 H,O

MgSO0,. 7 H,0

CaC12 .2 HzO

MnSO;, . 4H,0

ZIISO4 ) H20

Na,Mo0O;,. 2 H,O

CuSO4 .5 Hzo

COClz .6 HzO

sacharosa

sacharosa

Tab. 4.2. SloZzeni NLN

média pro

kultivaci mikrospor B. napus podle

Lichter (1985).
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Regenera¢ni médium

makroelementy

CaClz .2 H20

FeNa-EDTA

mikroelementy

H;BO3

MnSO4 .4 HzO

ZnSO4 .7 H20

Na2M004 .2 H20

CuSO4 .5 H20

COClz .6 H20

KI

organické ldtky

thiamin

pyridoxin

kyselina nikotinova

myo-inositol

glycin

sacharosa

agar

Tab. 4.4. SloZeni

média

pro

regeneraci rostlin z embryi B. napus

(Klima et al. 2004).
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MSd médium

makroelementy

MgS0;.7 H, O
CaCl; .2 H20
FeNa-EDTA

mikroelementy
H;BO;

MnSO; . 4 H,O
ZnS0O;. 7 H,0O
Na;Mo0O4.2H, O
CuSO, . 5 H,O

COC12 .6 H20
KI

organické ldtky
thiamin

pyridoxin

kyselina nikotinova
myo-inositol

glycin

sacharosa

Tab. 4.5. SloZeni média pro rist a
udrzovani regeneranti B. napus,
modifikace Murashige-Skoog (MS)
média (1962) podle Klima et al
(2004).



Materidl a metody

4.2.2. Stanoveni obsahu prolinu v listech

Obsah prolinu v listech byl stanoven podle Bates et al. (1973) s modifikacemi
v postupu dle Prasila (Gstni sdéleni).

Listy byly odebirany zrostlin po $edesati dnech jarovizace nebo zin vitro
rostlin po Sestnacti dnech chladové periody (4°C + 2°C). Vzorek byl po ponofeni do
tekutého dusiku lyofilizovan (LYOVAC GT 2, Finn-Aqua) po dobu 24 hodin. Takto
vysuSeny a  nasledné¢ rozemlety materidl byl pfipraven k analyze
(mlynek na rostlinny material IKA A10, IKA). Vzorky po aplikaci tekutého dusiku
nebo lyofilizaci byly pfipadné skladovany v mrazicim boxu pii teplot¢ -30°C. Na
analytickych vahach bylo navazeno 15 az 20 mg (pro in vitro rostliny a pozd&;$i pokusy
1 aZ 8 mg) rozemletého vzorku ptesné, vzdy ve dvou opakovanich. Do kazdé zkumavky
bylo pfidano po 3 ml destilované vody a prolin extrahovén ve vatici vodni 14zni po dobu
45 minut. Obsah byl nasledn¢ pfelit do centrifugaénich kyvet a centrifugovan 25 minut
pii 4300 g a teploteé 4°C (centrifuga Minifuge T, Heraeus Sepatech). Do zkumavek pro
vzorky bylo odpipetovano po 0,5 ml supernatantu a dodano 1,5 ml destilované vody, do
dalSich zkumavek bylo odpipetovano po 2 ml kalibra¢nich roztokt prolinu (Sigma-
Aldrich Chemie), opét ve dvou opakovanich. Pro zaji§téni barevné reakce bylo do kazdé
zkumavky pfidano po 4 ml detekéniho ¢inidla a smés vafena ve vodni lazni. Po hodiné
byly zkumavky z vodni lazn€ vyndany, vychlazeny a bylo do nich pfiddno po 4 ml
toluenu. Obsah kazdé zkumavky byl homogenizovan nejméné¢ 40 s (homogenizator
TK3S, Techno Kartell). Vzorky byly pfes noc ponechdny v chladové komoie (okolo
5°C), aby se ustavila vrchni barevna faze, tedy aby se veSkery chromofor prolin-
ninhydrin, extrahoval do toluenové vrstvy. Odezva barevné toluenové faze byla métena
jako absorbance na spektrofotometru (Spekol 11, Carl Zeiss) pfi vinové délce 520 nm,
coZ je vlnova délka, pfi které ma prolin absorpéni maximum. Jako blank byl pouZit
toluen. Koncentrace prolinu v susin€ byla vypoétena podle vzorce:

[(ml toluenu) x (pg prolinu/ml)]/(g vzorku x 2/3) = pg prolinu/g suSiny.

Ptiprava detekéniho &inidla pro stanoveni obsahu prolinu v listech (pro 100
vzorku): 5 g ninhydrinu bylo rozpusténo v 80 ml 6 M kyseliny fosfore¢né (tj. 57 ml
85% kys. fosfore¢né a 23,8 ml destilované vody) a ptfidano 320 ml kyseliny octové.
Cinidlo je potieba ptipravovat pro kazdou analyzu nové, nebot je stabilni pouze 24
hodin, a skladovat ho v chladu (okolo 4°C).
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4.2.3. Testy mrazové odolnosti

Testy mrazové odolnosti byly provadény podle metody Prasila a Zamec€nika
(1997) a Prasila (tstni sdéleni). Z rostlin péstovanych zhruba 60 dni v podminkéch
chladu (4°C + 2°C) a pfi 8 h fotoperiodé byly odebrany 4 listy (pfiblizné€ 3. az 4.
inzerce, u daného opakovani stejné). Listové terfiky o primé€ru 8 mm byly vytvateny
s ohledem na heterogenitu listové ¢epele v poétu 5 teréikd na zkumavku, vzdy ve dvou
opakovanich. Po pfemisténi zkumavek do kryomatu (Ultra-Kryomat RUK 50,
Messgerite-Werk Landa; CTB 12F, Labio a.s.) s teplotou pfiblizn€ -2°C bylo kouskem
ledu iniciovano extracelularni mrznuti pletiv ter¢iku, coZ se projevovalo jejich tmav§im
zabarvenim. Po né€kolika hodinach (nejméné 3,5) byly zkumavky pfemistény do
mrazicich boxt (MHM/52, Mirkoz), kde byly vystaveny postupnému sniZovani teplot
v prib&hu 16ti hodin. Kone¢né teploty jednotlivych variant byly -3°C (kontrolni
varianta), -10°C, -12°C, -14°C, -16°C a -30°C (kontrolni varianta). Dal$i den byly
zkumavky po pfidani 12 ml destilované vody k listovym teréikim umistény na 1,5
hodiny na horizontalni tfepacku (TE-3, Chirana) pfi 150 cyklech/min. a poté byla
zmeétena vodivost roztoku (Ly) na elektrickém konduktometru (OK-102/1, Radelkis).
Ta je méfena jesté dvakrat — nejprve po dalsi hodiné tfepani (Lt») a nakonec po usmrceni
vzorkl (10 minut ve vafici vodni lazni) a nasledné pil hoding tiepani (Lyy). Pfi méfeni
vodivosti roztoku by méla byt teplota pokazdé stejna, nebot’ hodnoty vodivosti jsou na
teploté siln¢ zavislé. Index poskozeni byl spo¢itan podle vzorce:

I(%) = 100 (R - Ro)/( Rr— Ry),
pficemZz Ry je relativni vodivost kontrolnich vzork®, R, relativni vodivost vzorki
zmraZzenych na specifickou teplotu a Ry je relativni vodivost vzorkdi usmrcenych
mrazem. Relativni vodivost byla spocitana podle vzorce:
R¢ (%) =100 L¢/ Ly,

pfic¢emZ hodnota L; pfedstavuje vodivost vzorku zmraZeného na teplotu ,t*, Ly, pak
vodivost stejného vzorku po usmrceni varem. Pro vypolet indexu poskozeni byly
pouzity hodnoty Ry; i Ryp. Paklize dochazelo ke zvy$ovani relativni vodivosti Re, oproti
R11, byly pro vypocet LTs (teplota pfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR (relative injury
rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu) pouzity oba indexy poskozeni (I;; i
Ii2). Vysledky byly zpracovany a statisticky zhodnoceny pomoci softwaru pro LTsg
vyvinutého na pracoviti VURV (Janacek a Prasil 1991).
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4.2.4. SuSina

Zin vitro rostlin po chladové period¢ 16ti dnti byly odebrany listy, na
analytickych vahach zvaZena Cerstva hmotnost, poté vzorky ponofeny do tekutého
dusiku, lyofilizovany a znovu zvaZeny — tentokrat jako sucha hmotnost. Procento suSiny
bylo spoéteno jako (suchd hmotnost/Gerstva hmotnost) x 100. Stejné vzorky pak byly

pouzity ke stanoveni obsahu prolinu.

4.2.5. Statistické zhodnoceni vysledkii

Statistické vyhodnoceni dat a grafické zpracovani bylo provedeno v programu
SigmaPlot. Pro porovnani dvou soubori (kontroly a piislusného Hyp-rezistentniho
regeneranta) byl pouzit dvouvybérovy t-test. Velikost sloupci, v pfipadé spojitych grafii
hodnota znadek, vyznaCuje primémou hodnotu zopakovani, chybova tsecka
smérodatnou chybu (S.E.). Vzajemna zévislost dvou veli¢in byla zhodnocena pomoci
linearni regrese v programu SigmaPlot.

Hodnoty LTso a RIR byly vypoéteny pomoci softwaru pro LTso a statisticky
vyhodnoceny tymZ programem pomoci metody LSD (Least Significant Difference)
(Janacek a Prasil 1991).
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S. Vysledky

5.1. Selekce regenerantu ozimé Fepky odolnych vuci

hydroxyprolinu

Pro in vitro selekci rostlin s vy$§im obsahem pfirozené aminokyseliny L-prolinu
byly pfimo do tekutého NLN média kizolovanym mikrosporam piidavany
odstupiiované koncentrace (1, 4, 10, 16, 24 mM) jeho toxického analogu, frans-4-
hydroxy-L-prolinu. Toxicky analog byl pfidavan do média ihned po izolaci mikrospor
(obr. 5.1, obrazky jsou vloZeny na konec kapitoly 5.1). Béhem prvnich 24 hodin
dochazelo k tvorbé délici ptepazky (obr. 5.2) a po n€kolika dnech jiz bylo mozné
pozorovat vicebuné¢né utvary (obr. 5.3). Zhruba po dvou tydnech byla viditelna
globularni embrya (obr. 5.4), ktera byla pfemisténa z 30°C a tmy na tfepacku (60 rpm)
pfi fotoperiod€ 16 hodin a do teploty okolo 24°C. Po dalsich dvou tydnech se embrya
pies srdcita a torpédovita vyvinula az v kotyledonarni (obr. 5.5), ktera byla z tekutého
NLN média umisténa na pevné médium diferencia¢ni. P¥ibliZzné po tydnu byla embrya
pfesunuta na regenera¢ni médium a po né€kolika subkultivacich pfemisténa na médium
pro udrzovani a rist regenerantii (obr. 5.6). Kazdé embryo bylo oznafeno podle
vychoziho genotypu (napf. OP21), ptislu$né koncentrace hydroxyprolinu v médiu (1, 4,
10, 16 nebo 24) a pismenem pro odlieni jednotlivych embryi stejného genotypu, jez
prezila kultivaci v tekutém médiu o stejné koncentraci hydroxyprolinu. Timto postupem
byly ziskany haploidni regeneranty. Po diploidizaci kolchicinem byly jiZ dihaploidy
dopéstovany ve skleniku a po chladové periodé¢ (4°C) ptiblizné 60ti dni pouZity
k analyze obsahu prolinu v listech a testim mrazové odolnosti.

Celkove bylo ziskano po selekci hydroxyprolinem 52 regenerantd ozimé fepky,
z toho 45 bylo po diploidizaci kolchicinem dopéstovano ve skleniku (pfehled viz tab.
5.1 a 5.2). Jak je patrné z ptislu$nych tabulek, regeneranty rezistentni k hydroxyprolinu
byly ziskédny pouze z koncentraci 10 a 16 mM hydroxyprolinu v médiu. Regeneranty
z niZ$ich koncentraci nebyly dopéstovany zamérné, jelikoZ se tyto koncentrace nezdaly
byt G¢inné — pocet prezivsich kotyledonarnich embryi rostoucich v médiu o koncentraci
hydroxyprolinu 1 nebo 4 mM byl pfiblizné stejny jako poéet embryi kontrolnich.
Naopak koncentrace hydroxyprolinu 24 mM byla pro mikrospory pfili§ toxicka, takZe

se embrya bud’ viibec nevyvinula nebo nebyla schopna regenerace.
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Obr. 5.1. Mikrospory B. napus 2 hodiny po zaloZeni mikrosporové kultury. Na
snimku lze pozorovat nejen potencidlné embryogenni, ale téZ ¢asné az stfedné
jednojaderné (trojboké) a dvou- az t¥ijaderné (ovalné) mikrospory.

Obr. 5.2. Mikrospory B. napus 24 hodin po zaloZeni mikrosporové kultury.
Potencidln€ embryogenni mikrospora (oznalena $ipkou) ma jiz vytvofenou
dé&lici pfepazku, ktera je umisténa symetricky.
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Obr. 5.3. Mikrospory B. napus 7 dni po zaloZeni mikrosporové kultury.
Vznikajici embryo je oznaceno $ipkou.

10 mm 16 mm

Obr. 5.4. Globularni embrya B. napus kultivovani v tekutém NLN médiu
s riznymi koncentracemi hydroxyprolinu.
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Obr. 5.5. Kotyledonarni a torpédovita embrya B. napus
kultivovana v tekutém NLN médiu.

Obr. 5.6. Regenerované celistvé rostliny B. napus.
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HP3 HPS8 CH993 CH1045 CH2008
K K K K K
10A 16A 10A 10A 10A
10B 10B 10B
10C 10C 10C
10D 10D 10D
10E 10E
10F 10F
16A 10G
16B 10H
16C 10J
16D 10K
10L
16A
16B
OP21 OP22 OP24 OP25 OP26 OoP27
K K K K K K
10A 10A 10A 10 10A 10A
10B 10B 10B 10B 10B
10C 10C 10C 10C 10C
10D 10D 10D 10D
16A 10E 10E 10E
16A 16B
16B 16C
16C 16D

Tab. 5.1. Prehled ziskanych haploidnich regenerantti. K — kontrolni regenerant.

HP3 HP8 CH993 CH1045 CH2008

K(K2A, K2B) | K2 K K K

10A 16A 10A 10A 10A

10B 10C 10C

10C 10F 10D

10D 10G

10E 10H

10F 10J

16A 10K

16B 16A

16C 16B

16D

OP21 OP22 OP24 OP25 OP26 OP27

K(KX) K(KX) K(KX) K K K

10C(10CX) 10A 10A(10A2) |10 10A 10A

16A 10B 10B(10BX) 10B 10B
10C(10CX) | 10D 10C(10C2) 10C(10C2)
10E 10E 10D(10D2)
16A(16AX) | 16D 10E
16B

Tab. 5.2. Prehled ziskanych dihaploidnich regenerantii. K — kontrolni regenerant.
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5.2. Obsah prolinu v listech a stupen mrazuvzdornosti

dihaploidnich regenerantu

Dihaploidni regenerované rostliny byly umistény pfiblizn€ na 60 dni do
chladové komory (4 + 2°C) a poté analyzovany na obsah prolinu v listech a stupefi
jejich mrazuvzdornosti. Odbér materialu na ob€ analyzy byl provadén soucasn€ a pouze
z rostlin po stejné dlouhé periodé chladu (obr. 5.7). Obsah prolinu i stupefi mrazové
odolnosti byly zaroveii stanoveny u kontrolni in vitro regenerované rostliny a

ptislusnych Hyp-rezistentnich regeneranti.

Obr. 5.7. Regenerované rostliny B.
napus po chladové period€ 60 dni.

Hyp-rezistentni rostliny genotypu HP3 ziskané ztekutého média s 16 mM
hydroxyprolinem po chladové period¢ 57 dni sice obsahovaly v listech o néco vice
prolinu neZ kontrolni rostliny (graf 5.1, grafy a tabulky jsou umistény na konci kapitoly
5.2.), nicméné rozdil nebyl statisticky vyznamny a mrazovéa odolnost dokonce niZsi nez
u kontrolnich rostlin (graf 5.2, tab. 5.3). U jednotlivych variant se neli$il parametr RIR,
ktery vyjadruje, jak prudce dochazi ke zmé&né€ z minimalniho k maximalnimu poskozeni
(tab. 5.3). Cim vy3§i je hodnota RIR, tim prudéeji dochézi ke zmén& z mirného
k maximalnimu poskozeni se sniZujici se teplotou. Do zna¢né miry protikladna situace
nastala u stejného genotypu po 53 dnech aklimatizace. Hyp-rezistentni regenerant
ziskany z média o koncentraci hydroxyprolinu 10 mM obsahoval pfiblizn€ stejné
mnoZstvi prolinu jako kontrolni varianta (graf 5.3), jeho mrazova odolnost byla vSak
mnohem vyssi (graf 5.4, tab. 5.4). Hodnoty RIR se vyznamn¢ neliily (tab. 5.4). Mezi

regenerantem HP8 — 16A a kontrolni rostlinou po 57 dnech chladové periody nebyl
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zjidtén vyznamny rozdil v Zadném ze sledovanych parametri (graf 5.5, 5.6, tab. 5.5).
Hladina prolinu a stupefi mrazuvzdornosti byly u Hyp-rezistentni varianty mirné
zvySeny a hodnota RIR niZsi.

Kvuli technické zdvadé na kryomatu byl aplikovan u genotypu OP21 po 57
denni aklimatizaci jiny typ pfedoSetfeni neZ u ostatnich genotypl. Misto
nékolikahodinové chladové lazné p¥i -2°C pro iniciaci extracelularniho mrznuti byly
vzorky umistény do 14zné s teplotou -7°C. Obsah prolinu byl signifikantné vyssi (P <
0,01) u Hyp-rezistentni rostliny kultivované v médiu s 10 mM hydroxyprolinem (graf
5.7). U stejné varianty byla vyznamné vyss$i i mrazova odolnost (graf 5.8, tab. 5.6),
hodnota RIR ov8em pfedstavovala vy$si rychlost zmény se sniZzujici se teplotou (tab.
5.6).

Vys$$i hodnotu parametru RIR lze pozorovat i u Hyp-rezistentnich variant
genotypu OP22 po 57 dnech chladové periody (tab. 5.7). Regenerant OP22 — 16AX se
ve zbyvajicich charakteristikach od kontroly nelisil, varianta OP22 — 10CX byla méné
odolna viéi mrazu (graf 5.9, 5.10, tab. 5.7). Signifikantné vy$s§i mrazuvzdornost a nizsi
hodnotu RIR vykazoval Hyp-rezistentni regenerant OP24 — 10A2 po aklimatizaci 58 dni
(graf 5.12, tab. 5.8). DosaZena hladina prolinu se v8ak od kontroly nijak vyznamné
nelidila (graf 5.11). Podobnych rozdilt bylo dosaZeno u stejného genotypu po 53 denni
aklimatizaci s Hyp-rezistentni variantou OP24 — 10BX (graf 5.13, 5.14, tab. 5.9). Hyp-
rezistentni varianta genotypu OP25 (OP25 — 10) vykazovala vyznamné niz$i obsah
prolinu v listech (graf 5.15) i mrazovou odolnost (graf 5.16, tab. 5.10), hodnoty RIR se
viak vyznamné nelisily (tab. 5.10).

U genotypu CH993 byly s kontrolni regenerovanou rostlinou porovnavany 4
varianty, jejichz embryogeneze probihala v NLN médiu o koncentraci hydroxyprolinu
10 mM. Vyznamné zvySenou hladinu prolinu po aklimatizaci 55ti dni méla pouze
varianta CH993 — 10G, bylo u ni v8ak provedeno pouze jedno opakovani. Ostatni
varianty se v obsahu prolinu od kontroly signifikantné nelisily (graf 5.17) a mrazovou
odolnost mély vyznamné niz$i (graf 5.18, tab. 5.11). Vyjimkou byla pouze varianta
CH993 — 10J, jez byla, i kdyZ ne statisticky vyznamné, mrazové odolné&jsi a navic
parametr RIR dosahoval u tohoto Hyp-rezistentniho regeneranta vyznamné niz8ich
hodnot (graf 5.18, tab. 5.11). Nizs§i hodnoty RIR byly zjistény také u variant CH993 —
10C a CH993 — 10G (tab. 5.11). Vysokd hladina prolinu Hyp-rezistentni rostliny
CH2008 — 10D po 59 dnech chladové periody (graf 5.19) se neprojevila ani ve vys§i
mrazové odolnosti ani v niZ§i hodnoté RIR, ale pravé naopak (graf 5.20, tab. 5.12).
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Regeneranty genotypu HP3 po chladové periodé 57 dni
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Graf 5.1. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry + S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.2. Zmény indexu poskozeni (I;) se snizujici se teplotou. Jednotlivé
body predstavuji primér I, pti dané teploté £ S.E., n = 4. U bodi bez
vyznacené S.E. byla velikost chybové use¢ky mensi nez velikost pfislusné

znacky.
HP3-K2A |HP3-16A | HP3-16B
LTs [°C] | -14,5£0,2 -12,9+02% | -13,1£0,2
RIR 0,187 +0,03 | 0,147 £0,01% | 0,141 £0,01*

Tab. 5.3. Hodnoty LTs, (teplota pti 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05.
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Regeneranty genotypu HP3 po chladové periodé 53 dni

Prolin [mg/g DW]

0

Graf 5.3. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry £ S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.4. Zmény indexu poskozeni (I;) se sniZujici se teplotou. Jednotlivé
body predstavuji primér I, pfi dané teplot€ + S.E., n = 4. U bodu bez
vyznacené S.E. byla velikost chybové Gsecky mensi nez velikost pfislusné

znacky.

HP3-K2B | HP3-10A
LTs [°C] | -12,4 0,2 -16,2 +0,1*
RIR 0,214 +0,03 | 0,204 + 0,01

Tab. 5.4. Hodnoty LTs, (teplota ptfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu HP8 po chladové periodé 57 dni
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Graf 5.5. Obsah prolinu v listech. Vyznaéeny jsou priméry = S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.6. Zmény indexu poskozeni (I;) se snizujici se teplotou. Jednotlivé
body predstavuji primér I, pfi dané teploté + S.E., n = 4. U bodl bez
vyznaCené S.E. byla velikost chybové use¢ky mensi neZ velikost pfislusné

znacky.

HPS8 - K2 HPS8 — 16A
LTs [°C] | -13,7 20,2 -14,0 £ 0,4
RIR 0,214 £ 0,05 0,149 + 0,04

Tab. 5.5. Hodnoty LTs, (teplota pfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05.
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Regeneranty genotypu OP21 po chladové periodé 57 dni

80} OoP21

Prolin [mg/g DW]

Graf 5.7. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry £ S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.8. Zmény indexu poskozeni (I;) se snizujici se teplotou. Jednotlivé
body pfedstavuji prumér I, pfi dané teploté¢ = S.E., n = 4. U bodu bez
vyznacené S.E. byla velikost chybové useCky mensi nez velikost pfislusné

znacky.
OP21-KX | OP21-10CX
LT [°C] | -9,3+0,9 -13,2 £0.2%
RIR 0,063 + 0,01 0,108 +0,01*

Tab. 5.6. Hodnoty LTs, (teplota ptfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu OP22 po chladové periodé S7 dni

80 F OP22

Prolin [mg/g DW]

Graf 5.9. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry £ S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.10. Zmény indexu poskozeni (I) se snizujici se teplotou.
Jednotlivé body ptedstavuji primér I; pfi dané teploté¢ + SE., n = 4. U
bodil bez vyznacené S.E. byla velikost chybové Gise¢ky mensi neZ velikost
ptislu$né znacky.

OP22 - KX OP22 -10CX | OP22 - 16AX

LT [°C) | -17,7+0,8 -15,8+03% |[-18,2+07
RIR 0,05 +0,0 0,099 +0,01* | 0,087 +0,02*

Tab. 5.7. Hodnoty LTs, (teplota pti 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu OP24 po chladové periodé 58 dni

Prolin [mg/g DW]

Graf 5.11. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry = S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.12. Zmény indexu poskozeni (I)) se snizujici se teplotou.
Jednotlivé body predstavuji primér I; pii dané teploté £+ SE., n=4. U
bodu bez vyznacené S.E. byla velikost chybové use¢ky mensi nez velikost
prislu$né znacky.

OP24-K OP24 - 10A2

LT50 [0C] 'IS,OiO,I -15,3 :tO,l*
RIR 0,469 + 0,03 0,204 +0,02%*

Tab. 5.8. Hodnoty LTs, (teplota pti 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu OP24 po chladové periodé 53 dni
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Graf 5.13. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry = S.E., n =2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.14. Zmény indexu poskozeni (I) se sniZujici se teplotou.
Jednotlivé body pfedstavuji prumér I, pfi dané teploté + SE., n=4. U
bodu bez vyznacené S.E. byla velikost chybové use¢ky mensi neZ velikost
pfislusné znacky.

OP24 - KX OP24 - 10BX

LT [°C] | -12,2+£0,1 -13,4 £ 0,2%
RIR 0,187+0,02 |0,110+0,01%

Tab. 5.9. Hodnoty LTs, (teplota pti 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu OP25 po chladové periodé 59 dni

Index poskozeni [%]
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Prolin [mglg DW]

Graf 5.15. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry £ S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.16. Zmény indexu poSkozeni (I}) se snizujici se teplotou.
Jednotlivé body pfedstavuji primér I, pti dané teploté¢ + SE., n=4. U
bodi bez vyznacené S.E. byla velikost chybové tiseCky mensi nez velikost
ptislusné znacky.

OP25-K OP25-10

LTs [°C] | 15702 | -129+0,1*
RIR 0,145£003 |0,127£0,0

Tab. 5.10. Hodnoty LTs, (teplota pfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu CH993 po chladové periodé 55 dni
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Graf 5.17. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry £ S.E.,n=2,u
vzorku CH993 — G byl ziskan pouze jeden vysledek, proto neni vyznatena
S.E. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.18. Zmény indexu poskozeni (I)) se sniZujici se teplotou.
Jednotlivé body piedstavuji pramér I, pfi dané teplot¢ + SE, n=4. U
bodi bez vyznacené S.E. byla velikost chybové Gsecky mensi nez velikost
pfislu$né znacky.

CH993 -K | CH993 - 10C | CH993 - 10F | CH993 - 10G | CH993 - 10J
LTs [°C] | -150+02 |-143+02% |-13,4+02% |-13,6+03* |-158+03
RIR 0,280 + 0,07 | 0,125 +0,01* | 0,215+0,05 | 0,151 +0,02* | 0,078 +0,01*

Tab. 5.11. Hodnoty LTs, (teplota pfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR (relative injury
rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu). Statisticky vyznamné rozdily mezi
kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi regeneranty jsou zndzornény (*) pro P <0,05.
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Regeneranty genotypu CH2008 po chladové periodé 59 dni
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Graf 5.19. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry + S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.20. Zmény indexu poskozeni (I}) se snizujici se teplotou.
Jednotlivé body ptedstavuji pramér I; pfi dané teploté + S.E., n = 4. U
bodu bez vyznacené S.E. byla velikost chybové usecky mensi nez velikost

pfislus$né znacky.

CH2008 - K CH2008 — 10D
LTs [°C] |-15,6£03 -14,6 £ 0,1%
RIR 0,119 + 0,02 0,165 +0,01%

Tab. 5.12. Hodnoty LTs, (teplota pfi 50% mrazovém poskozeni) a RIR
(relative injury rate, popisuje rychlost zmény s ohledem na teplotu).
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05.
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5.3. Obsah prolinu v listech a % suché hmotnosti listi

haploidnich regeneranti v podminkach in vitro

Veskeré ziskané haploidni regenerované rostliny byly po 16ti denni chladové
periodé (4 + 2°C) v podminkach in vitro analyzovany na obsah prolinu v listech.
Zaroven bylo stanoveno procento suché hmotnosti listii takto aklimatizovanych rostlin.
ProtoZze sucha hmotnost byla stanovena z listi vysuSenych lyofilizaci, na analyzu
prolinu mohl byt pouZit tentyZ material.

U genotypu HP3 vykazoval vyznamné vy$si (P < 0,01) obsah prolinu v listech
neZ kontrolni rostlina pouze Hyp-rezistentni regenerant HP3 (graf 5.21, grafy jsou
umistény na konci kapitoly 5.3.), jehoZ embryogeneze probihala v tekutém médiu o
koncentraci hydroxyprolinu 10 mM. Procento suché hmotnosti listi stejného
regeneranta bylo niZ$i neZ kontroly a varianty HP3 — 16B (graf 5.22). Hyp-rezistentni
rostlina HP8 — 16A obsahovala signifikantné¢ vice (P < 0,01) prolinu neZ rostlina
kontrolni (graf 5.23), procento suché hmotnosti HP8 — 16A bylo mirné vy3$i neZ u
kontroly (graf 5.24).

U obou Hyp-rezistentnich variant genotypu OP21 byl zji$t€n vyznamné€ niZsi
obsah prolinu nez u varianty kontrolni (graf 5.25), zatimco procento suché hmotnosti
bylo u regenerované rostliny OP21 — 10C vy38i, u OP21 — 16A niZsi nez kontroly (graf
5.26). U regeneranti OP22 byla vidét zna€na variabilita v obsahu prolinu, nicméné
statisticky vyznamna byla pouze niZ8i hladina prolinu Hyp-rezistentniho regeneranta
OP22 — 10A vzhledem ke kontrolni varianté (graf 5.27). U stejného regeneranta je také
pomérn€ nizké procento suché hmotnosti oproti ostatnim regenerantim véetné€ kontroly
(graf 5.28). Podobnych vysledkd bylo dosazeno v ptipadé genotypu OP24, kde byl
zjistén signifikantn€ niz3i obsah prolinu v listech regenerantt OP24 — 10B (P < 0,01),
OP24 — 10E a OP24 — 16D (graf 5.29), niz8i procento suché hmotnosti oproti kontrole
vykazovaly regeneranty OP24 — 10D a OP24 - 10E (graf 5.30). Vyznamné vyssi
hladinu prolinu v listech oproti kontrole vykazovala Hyp-rezistentni rostlina OP25 — 10
(graf 5.31), zatimco procento suché hmotnosti bylo u této varianty srovnatelné
s variantou kontrolni (graf 5.32). VeSkeré Hyp-rezistentni varianty genotypu OP26
dosahovaly vysSich hladin prolinu neZli kontrola, statisticky vyznamné rozdily byly
nalezeny jen u variant OP26 — 10A, OP26 — 10B a OP26 — 10D (P < 0,01) (graf 5.33).
Kromé varianty OP26 — 10A, jenz méla procento suché hmotnosti niz$i, byly vsechny

varianty srovnatelné s variantou Kkontrolni (graf 5.34). VeSkeré Hyp-rezistentni
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regeneranty OP27 vykazovaly vy$si hladinu prolinu neZ kontrola, varianty OP27 — 10A
a OP27 — 10C statisticky vyznamné (P < 0,01) (graf 5.35). Vy$8§i procento suché
hmotnosti bylo zji$téno pouze u varianty OP27 — 10A (graf 5.36).

Obsah prolinu v listech rostlin genotypu CH993 byl zna¢né variabilni,
signifikantné vyss$ich hodnot dosahly regeneranty CH993 — 10A (P < 0,01), CH993 —
10E (P < 0,01) a CH993 — 16A, naopak vyznamné niZ$i hladiny tohoto osmolytu
vykazovaly varianty CH993 — 10G (P < 0,01), CH993 - 10K (P < 0,01), CH993 — 10L
(P <0,01), CH993 — 16B (P < 0,01) (graf 5.37). Procento suché hmotnosti bylo u viech
Hyp-rezistentnich regeneranti niz$i neZ toto kontroly (graf 5.38). Hyp-rezistentni
rostlina CH1045 — 10A dosahla mirné€ vys$i hladiny prolinu (graf 5.39) i procenta suché
hmotnosti listl (graf 5.40), nicméné rozdily statisticky vyznamné nebyly. Veskeré Hyp-
rezistentni varianty genotypu CH2008 vykazovaly niz$i obsah prolinu ve srovnani
s kontrolni rostlinou (graf 5.41) a kromé varianty CH2008 — 10B i niZ$i procento suché
hmotnosti listd (graf 5.42). Rozdily vobsahu prolinu mezi kontrolou a Hyp-
rezistentnimi variantami byly kromé& varianty CH2008 — 10C signifikantni (P < 0,01).
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Graf 5.21. Obsah prolinu v listech. Vyzna¢eny jsou priméry + S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.22. % suché hmotnosti listd.
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Graf 5.23. Obsah prolinu v listech. Vyznadeny jsou priméry £ S.E., n =2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znadzornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.24. % suché hmotnosti listd.
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Graf 5.25. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry + S.E., n =2,
u vzorku OP21 — 16A byl ziskan pouze jeden vysledek, proto neni
vyznacena S.E.. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-
rezistentnimi regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <
0,01.
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Graf 5.26. % suché hmotnosti listi.
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Graf 5.27. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry = S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.28. % suché hmotnosti listt.
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Graf 5.29. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou pruméry + S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P <0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.30. % suché hmotnosti list.
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Graf 5.31. Obsah prolinu v listech. Vyzna¢eny jsou priméry + S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.

12

10

Sucha hmotnost [%]
[]

OP25

10

Graf 5.32. % suché hmotnosti listi.
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Graf 5.33. Obsah prolinu v listech. Vyznageny jsou priméry + S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.34. % suché hmotnosti listi.
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Graf 5.35. Obsah prolinu v listech. Vyznageny jsou priméry + S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.36. % suché hmotnosti listi.
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Regeneranty genotypu CH993
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Graf 5.37. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry + S.E., n =2, u
vzorku CH993 — 10L neni chybova tsecka patrna, protoZze hodnota S.E. je
pfili§ nizka. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-
rezistentnimi regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <
0,01.
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Graf 5.38. % suché hmotnosti listi.
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Regeneranty genotypu CH1045
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Graf 5.39. Obsah prolinu v listech. Vyznaceny jsou priméry + S.E., n = 2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.
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Graf 5.40. % suché hmotnosti listd.
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Graf 5.41. Obsah prolinu v listech. Vyznacéeny jsou priméry + S.E., n=2.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi

regeneranty jsou znazornény (*) pro P < 0,05 a (**) pro P <0,01.

Sucha hmotnost [%]

12+ CH2008

10t

sl

6l

ok 8] 2] 8] 8
N =

0
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5.4. Korelace mezi obsahem prolinu v listech a

stupném mrazové odolnosti dihaploidnich regenerantu

Pro zji§téni zavislosti mrazové odolnosti na obsahu prolinu v listech byly
pouzity ve$keré udaje ziskané u dihaploidnich regenerantti po chladové periodé 53 az 64
dni, s vyjimkou genotypu OP21, u né&jz byl pouzit jiny typ pfedoSetfeni a hodnoty
mrazové odolnosti tak nejsou srovnatelné s ostatnimi variantami.

Hodnota korelaéniho koeficientu je na 5% hladin¢ vyznamna, ale vzhledem ke
své velikosti ukazuje jen na mirnou zavislost mrazové odolnosti na obsahu prolinu
v listech (graf 5.43). Vy$§i mrazovou odolnost l1ze pouze z necelych 13% vysvétlit
vy$$im obsahem prolinu v listech regenerovanych rostlin (index determinance R? =
0,126).
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Graf 5.43. Zavislost stupné mrazové odolnosti na obsahu prolinu
v listech. (*) — korela¢ni koeficient vyznamny pro P < 0,05,
n=36.
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6. Diskuse

6.1. In vitro selekce na mrazuvzdornost

Chlad a mraz jsou kromé sucha limitujicimi faktory, jenZ ovliviiuji rozsifeni
rostlin na Zemi. V prub&hu evoluce vétsina rostlin vyvinula fadu strategii, jak takovym
podminkdm odolavat. Pro vét§inu rostlin mirného pasma to pfedstavuje rizné
mechanismy tolerance nizkych teplot, mezi néZ patfi i akumulace osmoticky aktivnich
latek, kompatibilnich soluti. Mezi nejrozsifenéjsi slouceniny takového charakteru patii i
aminokyselina prolin. Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda je moZné pomoci in vitro
selekce ziskat rostliny ozimé fepky akumulujici vy$8i mnoZstvi prolinu v listech a zda
se zvy$ené hladiny tohoto osmolytu podili na toleranci rostlin vii¢i mrazu.

Slechténi na toleranci viti chladu klasickymi metodami kiiZeni je &asové
naro¢né a asto neefektivni, proto je mnohdy dopliiovano riznymi metodami in vitro
selekce, jenZ se pouzivaji pro podchyceni odolné€j§ich variant zejména po ptidavku
mutacénich ¢inidel. Kromé aplikace riznych mutagent 1ze také, podobn€ jako v naSem
pfipad€, vyuzit pfirozenou variabilitu potomstva hybridnich rostlin. Nespornou vyhodou
selekénich systému in vitro s naslednou diploidizaci je zkraceni $lechtitelského postupu
a hlavné moznost podchyceni i recesivné zaloZenych znakt a spontannich mutaci. Proto
jsou takové metody hojn€ pouZivany v modernich Slechtitelskych programech pro
zvySeni rezistence vi¢i nepiiznivym abiotickym (zasoleni, nizké teploty, tézké kovy
apod.) i biotickym (Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum f sp. cubense,
Leptosphaeria nodorum, Erwinia carotovora apod.) podminkdm u mnoha plodin -
obilnin, brukvovitych rostlin, brambor, ryZe, vojtésky, mrkve, ale i ostruziniku
maliniku, bandnovniku, citrusi apod. (Van Swaaij et al. 1987, Ahmad et al. 1991,
Dorffling et al. 1993, Deane et al. 1996, He a Yu 1997, Maggio et al. 1997, Petrusa a
Winicov 1997, Palonen a Buszard 1998, Wu a Luo 1998, Lin et al. 1999, Matsumoto et
al. 1999, Wicki et al. 1999, Zhang a Takahata 1999, Barnabas et al. 2000, Tantau et al.
2004, Liu et al. 2005).

Jednou z mozZnosti, jak selektovat rostliny s vy$$im obsahem L-prolinu je
pusobeni jeho toxického analogu, trams-4-hydroxy-L-prolinu, na tkanové kultury.
Diplomova prace navazuje na studie provadéné v laboratofi prof. Dorfflinga z
Hamburgské univerzity, ktefi se zabyvali in vitro selekci hydroxyprolin-rezistentnich

kalusi p3enice a je¢mene po aplikaci mutaéniho ¢inidla (2,4-dichlorofenoxyoctové
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kyseliny). Piisluiné Hyp-rezistentni linie vykazovaly nejen zvy$enou hladinu prolinu ve
srovnani s kontrolni variantou, ale také zvy$enou odolnost vii¢i mrazu a tyto vlastnosti
byly u obou plodin dédi¢né, pravdépodobné diky jedinému neuplné dominantnimu genu
(Tantau a Dorffling 1991, Dérffling et al. 1993, 1994, 1997a, b, Tantau et al. 2004).
Podobnych vysledki bylo dosazeno také v pfipadé kalusovych kultur bramboru (Van
Swaaij et al. 1987, Anjum a Villiers 1998).

Nase prace se zaméfila jednak na selekci Hyp-rezistentnich regenerantt
v mikrosporovych kulturach, stanoveni obsahu prolinu a stupn¢ mrazové odolnosti
v listech téchto regenerantli a kontrolnich rostlin, jednak na zji$téni vztahu mezi mirou
mrazové odolnosti a obsahem prolinu v listech regenerovanych rostlin Brassica napus.
Vzhledem k dobfe zavedené metodice mikrosporovych kultur druhu B. nrapus na
pracovi§ti VURV nebyl k in vitro selekei vyuzit systém kalusovych kultur, jenZ vyuZiva
nejen laboratot prof. Dorfflinga, ale i vétSina dostupnych praci zabyvajici se touto
problematikou, nybrz pravé kultury mikrosporové.

Pro in vitro selekci Hyp-rezistentnich linii byly zvoleny dva odli$né soubory
donorovych rostlin. Prvni pfedstavoval linie v poslednich fazich novoSlechténi
(oznacené HP) s kontrastni zimovzdornosti (nachylné, resp. odolné k vymrzani v zimé
2002/2003) a bylo tak mozné zjistit, zda se tyto rozdily projevi v moznosti ziskani Hyp-
rezistentnich regeneranti. Pfedpokladem bylo, Ze Hyp-rezistentni regeneranty obsahuji
vyssi hladiny prolinu a diky této vlastnosti maji i vy$§i mrazovou odolnost. Druhym,
obsahlejsim, souborem donorovych rostlin byly Fi hybridy
(oznacené OP a CH), jejichZz mikrospory poskytovaly potencialné vysoce variabilni
materidl. Prostfednictvim in vitro selekce v mikrosporovych kulturach, ovlivnénych
hydroxyprolinem, bylo mozné podchytit Hyp-rezistentni varianty a po jejich nasledné

diploidizaci ziskat dihaploidni Hyp-rezistentni rostliny.
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6.2. Stanoveni vhodné koncentrace hydroxyprolinu

pro selekci in vitro

Koncentrace selek¢niho ¢inidla byla zvolena na zakladé udaja z literatury, kde
byly pro rizné druhy rostlin (7riticum aestivum, Hordeum vulgare, Solanum tuberosum,
Brassica oleracea var. botrytis, Leymus chinensis, Daucus carota, Medicago sativa)
pouZivany pro selekci Hyp-rezistentnich linii koncentrace hydroxyprolinu v pfibliZzn¢
stejném rozsahu od 3 do 30 mM (Van Swaaij et al. 1987, Tantau a Dorffling 1991,
Dorffling et al. 1993, 1994, Chen et al. 1995, Deane et al. 1996, Dorffling et al. 1997a,
b, Maggio et al. 1997, Petrusa a Winicov 1997, Anjum a Villiers 1998, Tantau et al.
2004) a na zéklad¢ predbéZnych pokust (Klima, unpubl.).

Do tekutého NLN média byly pfidavany rizné koncentrace hydroxyprolinu tak,
aby jeho vysledna koncentrace v médiu byla 1, 4, 10, 16 a 24 mM. Dopéstovany a
analyzovany byly jen rostliny, jejichz embryogeneze probihala v médiu o koncentraci
hydroxyprolinu 10 a 16 mM. Niz§i koncentrace neméla na vyvo] embryi zjevny
negativni vliv, naopak nejvyssi testovana koncentrace byla natolik toxickd, Ze branila
spravnému déleni mikrospor, nasledné diferenciaci nebo regeneraci v celistvé rostliny.
Z mikrospor kultivovanych v 10ti a 16ti mM hydroxyprolinu se postupné vyvinulo vzdy
jen nékolik kotyledonarnich embryi, ktera byla dopé&stovdna na pevnych médiich bez

ptidavku toxického analogu.

6.3. Doba aklimatizace dihaploidnich rostlin

Pfed odbérem materidlu na analyzy mrazové odolnosti a obsah prolinu v listech
byly regenerované rostliny umistény do chladové komory (4 + 2°C) pfibliZzn& na 60 dnd,
ackoli pro chladovou aklimatizaci i zvySeni hladiny prolinu v listech je postatujici
mnohem krat$i perioda. Dva mésice v nizkych teplotach jsou oviem postadujici také pro
jarovizaci ozimé fepky a rostliny mohly byt ptimo po odbéru materidlu dopé&stovany ve
skleniku a pfemnoZeny. Z technickych diivodd nebylo mozné dodrzet periodu 60ti dnd
u viech genotypl, ale pouze vzdy u stejného opakovani (kapacita kryomati byla

maximalné 5 vzorki).
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6.4. Obsah prolinu a mrazuvzdornost

Z 20 genotypu ozimé fepky bylo ziskano celkem 52 regeneranti odolnych vici
hydroxyprolinu, z toho 45 dihaploidnich. Ze souboru genotypti oznacenych jako HP se
podafilo ziskat Hyp-rezistentni linie pouze u varianty HP3 (15% pteZivsich donorovych
rostlin po zimé& 2002/2003) a HP8 (63% piezivsich donorovych rostlin po zimé
2002/2003). Pfi¢inu nelze hledat ve vy$8i citlivosti ostatnich genotypi k
hydroxyprolinu, protoZe ve vét§iné pfipadi se nepodafilo ziskat ani kontrolni
regeneranty, ale spiSe ve faktorech stimto nesouvisejicich, napf. v niz§im
embryogennim potencialu pfislusnych genotypi, kontaminacich apod.

Vysledky mrazovych testii genotyptit HP3 a HP8 po 57 denni aklimatizaci se
lisily od polnich vysledki zimovzdornosti donorovych rostlin (zima 2002/2003). Z¢&asti
lze tuto skuteCnost vysvétlit tim, Ze zimovzdornost v sob&€ zahrnuje vice sloZek
odolnosti a odolnost vii¢i mrazu je jen jedinou znich (McKersie a Leshem 1994).
Kontrolni varianta odolnéj$iho genotypu HP8 (podle polnich testd zimovzdornosti) se
v nasich pokusech jevila stejné nebo méné odolna neZ varianta HP3. Hyp-rezistentni
regeneranty uzZ tuto tendenci nemély, naopak Hyp-rezistentni regeneranty HP3 m¢ély
vyznamné sniZenou mrazovou odolnost v porovnéni s kontrolou i genotypem HPS.
Obsah prolinu Hyp-rezistentnich variant se ani v jednom pfipadé od kontrol nelisil, coz
odpovida skute¢nosti, Ze mikrospory genotypi HP nejsou odvozeny z F; hybridu.
Nelisil se oviem ani mezi genotypem HP3 a HP8 po stejné dlouhé periodé chladu.
Vys8i mrazova odolnost donorové rostliny HP8 muze byt dana jinymi faktory neZ
zvySenou hladinou prolinu, nebot’ zvySovani hladiny prolinu je pouze jeden z mnoha
mechanismul, ktery rostlindAm umoziiuje tolerovat pisobeni nizkych teplot. Genotyp HP3
vykazoval po kratsi (53 denni) aklimatizaci odli§né vysledky neZ v ptedchozim ptipadé
— mrazova odolnost kontroly byla o 2°C niZ8i neZ kontroly po 57 dnech chladové
periody a rozdil mezi kontrolou a Hyp-rezistentnim regenerantem pfedstavoval 4°C
(hodnota LTso Hyp-rezistentniho regeneranta dosahovala aZ za hranici -16°C), obsah
prolinu v listech se mezi variantami nikterak vyrazné neli§il. Rozdily mezi LTsg
hodnotami kontrolnich genotypt HP3 mohou byt dany nejen rozdilnou dobou plisobeni
chladu, ale také rozdilnym fyziologickym stavem a stafim rostlin, nebot’ diraz na
srovnatelnost jednotlivych variant byl kladen pfedev§im u kontroly a Hyp-rezistentnich
variant analyzovanych zaroveri a po stejné dlouhé dobé& chladové periody. Rozdil 4°C

mezi kontrolnou a Hyp-rezistentni variantou genotypu HP3 po 53 dnech chladové
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periody ovSem rozdilnym fyziologickym stavem vysvétlit nelze, v dvahu lze vzit
spontanni mutaci. Vzhledem k tomu, Ze linie HP ptedstavuji Fg¢ generaci, lze také
pfipustit mirnou variabilitu, zejména vramci polygennich vlastnosti, jakou je
mrazuvzdornost. Pro spolehlivost by vSak bylo lep$i mrazové testy zopakovat nejen
metodou vytoku elektrolytti, ale pfedev§im v polnich podminkach.

Dalsi vysledky se tykaly jiz variabilniho potomstva F; hybridd. Nebyla nalezena
jednoznaéna zavislost mezi obsahem prolinu v listech a parametry mrazuvzdornosti.
Vys$8i mrazové odolnosti Hyp-rezistentnich regeneranti bylo dosaZeno u genotypu
OP24 po 53 i 58 dnech chladové periody (OP24 — 10BX a 10A2), stejné tak i nizSich
hodnot RIR charakterizujicich pozvolnéj$i pribéh poskozeni se sniZujici se teplotou.
Statisticky prikazné rozdily v obsahu prolinu mezi kontrolnimi a Hyp-rezistentnimi
variantami v8ak nalezeny nebyly. Hyp-rezistentni regeneranty genotypu OP22
nevykazovaly, stejné€ jako pfedchozi ptiklad, rozdily v obsahu prolinu, nicmén¢ hodnoty
RIR ptesahovaly tyto kontrolni varianty, OP22 — 10CX m¢éla i niZ8i mrazovou odolnost.
Kontrolni rostlina OP25 vykazovala nejen vyznamné vy$$i mrazuvzdornost, ale také
obsah prolinu v listech. Hodnoty RIR se ale mezi kontrolni a Hyp-rezistentni variantou
nelisily.

SniZenou mrazovou odolnost, vy$3i hodnotu RIR a naopak vysokou hladinu
prolinu oproti kontrole bylo mozné detekovat u Hyp-rezistentni varianty CH2008 —
10D. Zna¢nou variabilitu v mrazové odolnosti, hodnot¢ RIR i obsahu prolinu
vykazovaly regeneranty genotypu CH993. Statisticky prikazné byly pouze niZsi
hodnoty RIR Hyp-rezistentnich rostlin CH993 — 10C, 10G a 10J a niz8$i mrazova
odolnost regeneranti CH993 — 10C, 10F a 10G. Varianta CH993 — 10G obsahovala
vyznamné vice prolinu vlistech neZz varianta kontrolni. Vzhledem k jedinému
opakovani je v8ak tento udaj nutné dale ovéfit.

Paradoxn¢ vy3$§i koncentrace prolinu v listech a vy$§i mrazova odolnost
kontrolnich rostlin n€kterych genotypi muze byt dana skutenosti, Ze i kontrolni
regeneranty jsou odvozeny zF; hybridi, a pfestoZe k mikrosporovym kulturim
kontrolnich variant nebylo ptiddno selekéni &inidlo, mohla byt nidhodné vybrana
varianta s vy$§im obsahem prolinu, vy$§im stupném mrazuvzdornosti nebo obojim. Pro
zajisténi dostate¢ného mnoZstvi materidlu a synchronizaci vysazeni rostlin do ex vitro
podminek byly klonovany nejen Hyp-rezistentni rostliny, ale také rostliny kontrolni.

Nelze tudiZ vylouéit, Ze pro analyzy byl pouzit materidl z jediné naklonované kontroly,
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jenz mohla ndhodné disponovat obdobnymi charakteristikami jako n&ktery z Hyp-
rezistentnich regenerantu.

Zajimavé vysledky poskytl experiment, kdy nebylo pfedosetfeni v ledové lazni,
jeZz pfedchazi vystaveni rostlinnych pletiv snizujicim se teplotdm od -3°C do -30°C,
uskuteénéno pii -2°C, aby se iniciovalo extracelularni mrznuti pletiv a vzorky se
postupné aklimatizovaly, ale na vzorky byl aplikovan chladovy 3ok - 3,5 hodiny
vledové lazni pii -7°C. Takto stresovana pletiva byla poskozena jiz v prub&hu
ptedosetieni, coZ bylo patrné z vysokych hodnot relativni konduktivity naméfenych jiz
u vzorkli vystavenych -3°C (tedy kontrolnich). Varianty ovSem reagovaly na dalsi
pokles teplot odlisn€ — kontrolni regenerant jiZ po$kozeni vyvolana chladovym Sokem
pfekonat nedovedl, zatimco relativni konduktivita roztoku s pletivy Hyp-rezistentniho
regeneranta rostla postupné a hodnoty LTs( bylo dosaZeno aZ pfi teploté -13,2°C (oproti
kontrolni -9,3°C). JelikoZ i hodnoty prolinu Hyp-rezistentni rostliny jsou téméf
dvojnasobné, prolin by se mohl podilet na ochrané bun&nych struktur v pletivech
poskozenych chladovych $okem a zmirnit tak vliv dal$iho sniZovani teploty. Hodnota
RIR kontrolni rostliny je sice niZsi, pfi pohledu na graf 5.8 je v8ak patrné, Ze pribéh
ktivky je nepravidelny a navzdory nizké hodnoté nenaznaduje pozvolny prub&h

mrazového poskozeni.
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6.5. Vztah mezi rezistenci k hydroxyprolinu a

obsahem prolinu v rostliné

Aclkoli existuje fada praci ukazujici na pozitivni korelaci mezi rezistenci
tkatiovych kultur vii¢i hydroxyprolinu a obsahem prolinu v jejich pletivech, zejména u
obilnin (Tantau a Dorffling 1991, Dérffling et al. 1993, 1994, 1997a, b, Tantau et al.
2004) & bramboru (Van Swaaij et al. 1987, Anjum a Villiers 1998), existuji i studie,
v nichZ tato korelace neplatila — napf. u Hyp-rezistentnich bun&nych linii vojtésky
autofi Petrusa a Winicov (1997) Konstitutivné zvy$enou hladinu prolinu nenalezli.
Rostliny pfesto vykazovaly zvySenou rezistenci vi¢i zasoleni. Rozdil mezi variantami
kontrolnimi a rezistentnimi vii¢i hydroxyprolinu spo¢ival v rychlejs$i akumulaci prolinu
v kofenech Hyp-rezistentnich rostlin po vystaveni soli. Bylo by proto zajimavé
pozorovat dynamiku akumulace prolinu i v pfipadé vyselektovanych Hyp-rezistentnich
rostlin, a to nejen v prubéhu aklimatizace, ale zejména po chladovém Soku. Vzhledem
k mnohem mirnéj$imu poskozeni Hyp-rezistentniho regeneranta genotypu OP21 po
vystaveni chladovému $oku a naslednému sniZovani teplot, je mozné, Ze by i v tomto
ptipadé mohlo dochézet k rychlej$imu hromadéni pozorovaného osmolytu, a tim k vy3si
ochrané bunéénych komponent nez v pfipadé kontrolni rostliny s pomalejsi indukci.
Protoze vsak obsah prolinu v listech nebyl analyzovan po chladovém Soku, ale jen po
chladové aklimatizaci, kdy byl rostlinam poskytnut dostatek €asu k hromadéni
ochrannych latek, je takové tvrzeni pouze hypotetické.

Vyznamnou korelaci mezi rezistenci vic¢i toxickému analogu prolinu a obsahem
prolinu v pletivech nezpozorovali ani Maggio et al. (1997) v ptipadé bunéénych linii
mrkve. Autofi se tudiz domnivaji, Ze mohlo dojit ke zméndm v membranovém
transportnim systému, ktery by pfijem hydroxyprolinu blokoval. Osmotolerance bun¢k
se navic ménila s vyvojovym stadiem, coz vedlo autory k zavéru, Ze rostliny produkujici
vice prolinu mohou vykazovat toleranci vi¢i osmotickému stresu napf. jen v uréitém
specifickém stadiu vyvoje. JelikoZ v pfedloZzené diplomové praci nebylo pouzivano
Zadné muta¢ni ¢inidlo, ale selekce linii s nadprodukci prolinu byla zaloZena pouze na
pfirozené variabilit¢ potomstva (pfi¢emz bylo diky metodé¢ pylové embryogeneze a
nasledné diploidizaci moZno zachytit i recesivné zaloZené znaky), je vice
pravdépodobné, Ze v ptipadé odolnych kontrol ¢&i kontrol s vy$si produkci prolinu byly

nahodné vybrany odolné varianty, neZ moZnost spontanni mutace v nékteré ze slozek
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membranového transportu. Dal§i moZnost pfedstavuje enzymatickd pfeména urcit¢ho

mnozstvi hydroxyprolinu na prolin (Varner 1980).

6.6. Obsah prolinu a sucha hmotnost in vitro rostlin

Pro spolehliv&jsi srovnani obsahu prolinu v listech kontrol a ptislusnych Hyp-
rezistentnich variant byly vSechny regeneranty ve stadiu tii az péti listi a podminkéch in
vitro aklimatizovany pii 4°C po dobu 16ti dnti, kterd by méla byt postacujici pro zjisténi
rozdili v mnoZstvi akumulovaného prolinu mezi jednotlivymi variantami (napf.
Dorffling et al. ukazali rozdily v obsahu prolinu u ozimé p3enice jiZ po 6ti az 10ti dnech
pfi 2°C). Stanoveno bylo u in vitro rostlin také procento suché hmotnosti listi, které se
v nékterych pfipadech (napf. u je¢mene) u Hyp-rezistentnich regeneranti zvySovalo
(napt. Tantau et al. 2004).

Zatimco procento suché hmotnosti Hyp-rezistentnich variant se u obou genotypt
HP, krom¢ varianty HP3 — 10A, neli§il, s vyjimkou HP3 -16B byla hladina prolinu Hyp-
rezistentnich regenerantii vyznamné vyssi neZ u kontrolnich rostlin.

Hyp-rezistentni rostliny OP21 vykazovaly niz8i obsah prolinu nez kontrola,
varianta OP21 — 10C méla vyssi procento suché hmotnosti. Hodnoty regeneranta OP21
— 16A nelze, vzhledem k chlorotickym listim, pokladat za spolehlivé. Genotypy OP22 i
OP24 vykazovaly v obou parametrech zna¢nou variabilitu, Hyp-rezistentni regenerant
genotypu OP25 obsahoval v listech vyznamné vice prolinu neZ regenerant kontrolni,
ackoli procento suché hmotnosti bylo téméf identické. U veSkerych Hyp-rezistentnich
rostlin OP26 a OP27 byla zji§téna vyssi hladina prolinu v listech, statisticky prikazné u
variant OP26 — 10A, 10B, 10D, OP27 — 10A a 10C. NiZ§i procento suché hmotnosti
listti oproti kontrolni rostliné bylo nalezeno u variant OP26 — 10A a 10B, zatimco vys$si
u varianty OP27 — 10A.

Opét vysoka variabilita obsahu prolinu v listech byla zpozorovana u variant
CH993, svyrazné¢ vys§imi hodnotami u regeneranti CH993 — 10A, 10E a 16A.
Procento suché hmotnosti listi bylo zdaleka nejvy$$i u kontrolni varianty. Hyp-
rezistentni regenerant CH1045 projevoval mirné zvySeni obou parametri, nicméné
rozdil vobsahu prolinu nebyl oproti kontrole statisticky vyznamny. Vzhledem
k hor§imu fyziologickému stavu (naZloutlé listy) vétSiny Hyp-rezistentnich regenerantt

genotypu CH2008 lze uvaZovat pouze variantu CH2008 — 10B, u niZ bylo zjisténo
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mirné vy$$i procento suché hmotnosti, ovSem stanovena byla vyrazné niZ$i hladina
prolinu v listech neZli u kontrolni varianty.

Variabilitu v obsahu prolinu jednotlivych variant lze vysvétlit podobné jako
v ptipadé rostlin po del$i period¢ chladu a v nesterilnich podminkach. Vysledky ziskané
na materialu z podminek in vitro ve vétSiné piipadi neodpovidaji rozdilim v obsahu
prolinu mezi kontrolou a pfislusnym Hyp-rezistentnim regenerantem v nesterilnich
podminkach. Takové neshody mohou byt dany spiSe neZ kratsi chladovou periodou
odlisnym stavem vyvoje rostlin v podminkach in vivo oproti rostlindAm p&stovanym
v podminkach in vitro. Tolerance vi¢i riznym stresovym faktorim i hromadéni
osmoticky aktivnich latek se mize ménit s vyvojovym stadiem rostlin (Maggio et al.
1997 toto pozorovali u suspenznich bunéénych kultur), které bylo v ptipad€ in vitro a in
vivo rostlin odli$né. In vitro rostliny byly o n€kolik (3-5) mésicti mladsi neZli rostliny

dopéstované po diploidizaci ve skleniku a po dvoumé&si¢ni chladové periodé.

6.7. Vztah mezi suSinou a hladinou prolinu

Nebyla zji§t€éna Zadnd korelace mezi obsahem prolinu v listech a suchou
hmotnosti listi. Ackoli existuji studie, které ukazuji na signifikantné vy$§i procento
suché hmotnosti Hyp-rezistentnich regeneranti (napf. u je¢mene Tantau et al. 2004),
nam se tento fenomén u ozimé fepky zjistit nepodafilo. ProtoZe in vitro rostliny nebyly
podrobeny mrazovym testim, neni jasné, zda rostliny s vys$8i suchou hmotnosti
predstavuji také rostliny mrazuvzdornéjsi. V pfipadg, Ze by tomu tak bylo, byla by vyssi
mrazova odolnost podpofena spiSe jinymi faktory neZli konstitutivné vys$si hladinou
prolinu. Vzhledem ke genetické variabilit¢ mikrospor v naSich kulturach lze takovou

alternativu pfipustit.
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6.8. Korelace mezi akumulaci prolinu a odolnosti viici

nizkym teplotam

Ackoli mnohé studie zabyvajici se problematikou stresu nizkych teplot ukazuji
na pozitivni korelaci mezi mnoZstvim akumulovaného prolinu v rostlinnych pletivech
nebo bunéénych kulturach a odolnosti viiéi nizkym teplotdm (Charest a Phan 1990,
Dérffling et al. 1993, 1994, 1997a, b, Tantau et al. 2004, Chen a Li 2002b), v jinych
studiich vztah tak jednozna¢ny nebyl (napf. Van Swaaij et al. 1985, Fahl et al. 1994).
Ani naSe studie nepfispéla k nazoru, Ze by se konstitutivné vy$si hladina prolinu z vetsi
miry podilela na vy3$8i odolnosti vii¢i nizkym teplotdm. Stejné tak ovSem nelze ani
usuzovat, Ze by role prolinu v ochrané rostlin vii¢i nizkym teplotdm byla zanedbatelna.
Je mozZné, Ze vice neZ konstitutivné zvy$ena hladina prolinu je vyznamna dynamika
zvy$ovani jeho hladiny, podobné jako v ptipad¢ rostlin vojtésky po expozici soli a/nebo
obrat prolinu per se, jeZ se ovliviiovanim redox potencialu buiiky podili na sniZovéani
oxidaéniho poskozeni (Hare et al. 1998).

Trendem ve vyzkumu vlivu kompatibilnich solutl, v€etn€ prolinu, na stresovou
toleranci rostlin je rovnéz pouziti metod molekularni genetiky k dosaZeni jejich
nadprodukce manipulacemi s geny pro jednotlivé enzymy biosyntetickych drah (napf.
Wang et al. 2003). Kromé téchto snah o zvySovani konstitutivni hladiny prolinu by
mohlo byt nejen velmi zajimavé, ale i uzite¢né, pokusit se pfesmérovat tuto drahu
k draze, jez by ve vé€tSi mife syntetizovala derivaty prolinu, které jsou, alespoii u
bakterii, u€innéj$imi osmoprotektanty nez L-prolin (Maggio et al. 1997). Methylaci
prolinu prostfednictvim N-methyltransferasy vznika prolinbetain, ktery neinhibuje y-GK
aktivitu P5CS, coZ umoziuje jeho zna¢nou akumulaci. Kromé toho od¢erpava prolin, a

tim umoZiiuje vyssi tok skrz jeho biosyntetickou drahu (Maggio et al. 1997).

6.9. Vyuziti vyselektovanych dihaploidnich rostlin

VSechny ziskané dihaploidni regeneranty, jenz byly v ramci prace ziskany in
vitro selekci pomoci selekéniho ¢inidla hydroxyprolinu, budou dale dopéstovany,
samoopyleny a osivo bude pfedano Slechtitelskym organizacim, které jsou zapojeny v
projektu ,,Ceska fepka“, k hodnoceni mrazuvzdornosti pomoci laboratornich i polnich
testdl a dalSich hospodafskych znakt. Vhodné dihaploidni linie tak budou vyuzity jako

vychozi Slechtitelsky material pro pfipravu novych odrid.
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7. Souhrn

e Metodou pylové embryogeneze a selekci in vitro bylo z 20ti riznych genotypt
ozimé fepky ziskano celkem 52 rostlin rezistentnich vii¢i hydroxyprolinu, z toho 45

bylo diploidizovano a vysazeno do ex vitro podminek.

e Vpfipadé linii v poslednich fazich novoslechténi (HP) nebyl u Zadného
z dihaploidnich regenerantti, odolnych vi¢i hydroxyprolinu, zpozorovan vyznamné
vy$Si obsah prolinu v listech oproti kontrolni rostlin€. Odolnost vii€i mrazu byla

signifikantné vy3si u varianty HP — 10A.

e Ackoli ne¢které dihaploidni Hyp-rezistentni regeneranty (CH993 — 10G, CH2008 —
10D), ziskané z hybridnich donorovych rostlin, vykazovaly vy3§i obsahy prolinu
v listech nezZli kontrolni rostliny, rozdily mezi Hyp-rezistentnimi rostlinami a
kontrolou ve vét$ing€ ptipadi vyznamné nebyly. V ptipad¢ jedné varianty rezistentni
vici toxickému analogu (OP25 — 10) byla nalezena prikazné niz$i hladina prolinu

v listech.

e Signifikantn¢ vy$3i mrazové odolnosti neZ u kontrolnich rostlin bylo dosazeno u
dvou dihaploidnich Hyp-rezistentnich rostlin — OP24 - 10A2 a OP24 -10BX. U
ostatnich regenerantd odolnych vii¢i hydroxyprolinu bud’ odolnost nebyla statisticky

prukazna nebo byla niZ$i neZ odolnost kontrolnich rostlin.

e Dihaploidni Hyp-rezistentni regenerant genotypu OP21, vystaveny spole¢né
s kontrolnim regenerantem po dvoumési¢ni aklimatizaci pfi 4°C chladovému $oku
-7°C po dobu 3,5 hodiny, vykazoval vyznamné vys$$i stupeii mrazové odolnosti nez
kontrolni rostlina. Konstitutivni hladina prolinu v listech tohoto Hyp-rezistentniho
regeneranta po aklimatizaci dosahovala témé&f dvojnasobnych hodnot oproti

kontrole.

e U in vitro rostlin, aklimatizovanych 16 dnii, byla pozorovana variabilita kromé
mnoZstvi prolinu také v suché hmotnosti listi. MnozZstvi prolinu v listech in vitro

rostlin s procentem suché hmotnosti stejnych listi nekorelovalo.
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e Byla zjisténa mirna zavislost mrazové odolnosti na obsahu prolinu v listech
dihaploidnich rostlin. Pouze necelych 13% mrazové odolnosti bylo mozné vysvétlit

obsahem prolinu v listech.
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8. Abstract

The geographical distribution of plant species is limited by various
environmental factors, two of which are probably the most important - the water
availability and temperature. In addition, these two phenomena are closely correlative
whereas increased hardiness to one leads to increased hardiness to the other. Perhaps
the most feared stress factor is the low temperature. The perception and sensibility are
very variable among plants, so we can distinguish the species as chilling or freezing
sensitive, insensitive or tolerant. The ways of managing the environmental stress are as
various as is the plant kingdom itself. The same variety can be observed even in the
scope of one plant - some of plant's parts try to avoid the stress, other tolerate it to some
measure. Besides defence mechanisms developed during evolution, plants are also
capable of much faster adaptation to current conditions by acclimation. However, even
this process requires enough time to develope the maximum tolerance possible.

Chilling and freezing tolerance of many plants is supported by accumulation of
osmotically active agens called compatible solutes, among which one of the most spread
is the amino acid proline. Thanks to its amphiphilic nature, it is able to hold back the
water within the cells under conditions of osmotic stress. It can also stabilize membrane
and cytoplasmic proteins as well as membranes themselves. The metabolism of proline
per se is of the same importance — because of the regulation of synthesis and
degradation of this amino acid it comes to cycle process between proline and its
intermediates under various conditions. This is the way, how the redox potential can
change (the enzymes of proline biosynthesis require NADPH as cofactor). Prolin can be
the means of reducing acidity of cytoplasm and the compound able to scavenge reactive
oxygen species. After recovery from stress, proline becomes the source of carbon,
nitrogen, energy and reducing equivalents, which makes the recovery of plant’s normal
metabolism easier.

Because of the proline’s participation in the stress tolerance, the aim of this
thesis was to find out if it is possible to obtain winter oilseed rape plants with increased
level of proline and freezing tolerance using in vitro selection in microspore cultures by
trans-4-hydroxy-L-proline. The partial aims were the selection of hydroxyproline
resistant (Hyp-resistant) regenerants, the determination of the proline content in the
respective variants (Hyp-resistant and control) and the comparison of the values of

control plants and Hyp-resistant regenerants. The goal was also to find out the
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relationship between the grade of reached freezing resistance and the level of proline in
leaves of control and Hyp-resistant plants.

By microspore embryogenesis and in vitro selection 52 Hyp-resistant
regenerated plants were obtained. As for regenerants of F¢ donor plants, there was no
significantly higher content of proline in the leaves of Hyp-resistant than in control
doubled haploid plants. The cold hardiness was significantly higher in HP — 10A variant
if compared with the control plant. Although some Hyp-resistant doubled haploids
(CH993 — 10G, CH2008 — 10D) obtained from hybrid donor plants showed higher
levels of proline in leaves than control plants, differences between Hyp-resistant
regenerants and the respective control plants weren’t in most cases significant. Only in
one variant resistant to toxic analogue (OP25 — 10) lower level of proline was found.
Significantly higher cold hardiness than in control plants was reached in case of two
doubled haploid Hyp-resistant plants — OP24 — 10A2 and OP24 — 10BX. In the rest of
regenerants resistant to hydroxyproline hardiness wasn't either statistically important or
it was lower than the hardiness of control plants. The double haploid Hyp-resistant
regenerant of OP21 genotype exposed after two months” acclimation by 4°C to
temperature shock (-7°C) for 3,5 hours, showed significantly higher level of cold
hardiness than the control plant treated same way. The constitutive proline level in the
leaves of the mentioned Hyp-resistant regenerant after acclimation reached double
values if compared with the control plant. In the in vitro plants, acclimated for 16 days,
the variability was observed — not only in the amount of proline in the leaves but also in
the leaves” dry weight. The amount of proline in the leaves of in vitro plants and the
percentage of dry weight of the same leaves didn’t corelate. A slight dependence of cold
hardiness on the proline content in the doubled haploid plants” leaves was found. Less
than 13% of their cold hardiness was possible to explain by the proline content in the
leaves of tested plants.

With respect to conclusions mentioned above, for the application of the winter
oilseed rape’s in vitro selection with increased freezing tolerance, it could be
appropriate to use mutagenic agens for raising the natural variability of F; hybrid plants’
microspores. The freezing tolerance could be given by other factors than by
constitutively increased level of proline and on the other hand, proline can contribute to

tolerance of different stress factors with the same determinant — osmotic stress.
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