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ABSTRAKT

Sucho se jednoznac¢né fadi mezi hlavni problémy, se kterymi se museji péstitelé
ovoce v soucasné dobé potykat. Proto je dilezité hledat ovocné druhy a odridy,
které vykazuji odolnost vii¢i suchu a studovat mechanismy, kterymi se s témito
nepfiznivymi podminkami vyporddavaji. Takové poznatky jsou nasledné velmi
dualezité pro slechtitele. V soucasné dobé neni ovérena zadna ucelend laboratorni
metoda pro vyzkum sucha u ovocnych plodin. Inovativnost navrhované metodiky
spociva ve vyuziti biotechnologickych metod a in vitro kultur, které umoznuji
testovani vychoziho materialu v kontrolovaném laboratornim prostredi. Tato metoda
umoznuje pridavkem polyethylenglykolu (PEG) do kultiva¢niho média uméle
navodit podminky vodniho deficitu, jehoZ vliv na rostliny miaze byt dale sledovan
za vyuziti citlivych analytickych metod. Pfedklddanou metodiku Ize aplikovat nejen
na ovocné druhy, na kterych byla testovana, ale s minimalnimi Gpravami i na celé
spektrum dalsich rostlinnych druht dalezitych pro zemédélstvi a jako takova miize
byt vyuzita pro rychly screening testovaného materialu.







1.UVOD

Sucho je jednim z hlavnich faktord abiotického stresu, ktery mé zasadni vliv na
rist a vyvoj rostlin. Odbornici ocekavaji, Ze vlivem globalnich klimatickych zmén,
bude nedostatek nebo nedostupnost vody v blizké budoucnosti stéle aktualnéjsi
a roz8ifenéj$i problém (Rosegrant and Cline, 2003). Jiz dnes sucho negativné
ovlivituje zemédélskou produkci rostlin po celém svété, a proto je dulezité hledat
rostlinné druhy a odruady, které vykazuji odolnost vii¢i suchu a studovat mechanismy,
kterymi se s témito nepfiznivymi podminkami vyporddavaji. Takové poznatky jsou
velmi diilezité pro $lechtitele, ktefi se zabyvaji slechténim novych, odolnéjsich odrtid
zemédélsky vyznamnych plodin. Tyto odrudy v kombinaci s efektivnim vyuzivanim
vodnich zdrojt by v budoucnosti mohly vyznamné napomoci k udrzeni potravinové
bezpecnosti spolecnosti (Alizadeh et al., 2015).

Nedostatek vody spousti v rostlinich mnozstvi obrannych fyziologickych
a biochemickych procest. Z fyziologického hlediska je stres suchem v rostlinach
doprovazen poklesem turgoru, snizenim obsahu vody v bunkdch a uzavienim
praduchd. Mezi jednu z nejvice viditelnych reakci rostlin na sucho patti zpomaleni
¢i tplné zastaveni dlouzivého rastu a zmenseni listové plochy (Jaleel et al., 2009).
Zmen$ovanim listové plochy rostlina pfimo snizuje plochu transpirace a tim vydej
vody povrchem listu. Zotaveni a obnova rustu listi zavisi na mife piisobiciho stresu
a vyvojové fazi daného listu. Obecné listy v rané fazi vyvoje snadnéji regeneruji
a obnovuji svlj rst po navratu normélnich podminek, zatimco listy v pozdnich
fazich vyvoje jiz vétsinou svij rist znovu neobnovuji (Anjum et al., 2017). Mezi dalsi
typické morfologické odpovédi rostliny na stres suchem patti ubytek cerstvé a suché
hmotnosti biomasy. Z hlediska produkce rostlin v zemédélstvi se tento jev povazuje
za velmi nezadouci, nebot snizZuje vynos zemédélskych plodin. Hledani rostlinnych
druhti a Slechténi novych odrid, které si i v podminkach vodniho deficitu dokdazi
zachovat vynosné hodnoty hmotnosti biomasy, proto patii mezi Slechtitelské cile
dne$ni doby (Farooq et al., 2009).

Mezi vnéjsi projevy rostliny na stres suchem miZzeme zafadit i zmény v obsahu
fotosyntetickych pigmentd, predev$im pak ubytek chlorofylu a karotenoidii, ktery
se navenek projevuje zloutnutim a hnédnutim listd a nasledné celych rostlin (Jaleel
et al., 2009). Karotenoidy, na rozdil od zeleného chlorofylu, mohou béhem stresové
reakce fungovat také jako neenzymatické antioxidanty a tim prispivat ke zmirnovani
$kodlivych nasledkt zptisobenych stresem, proto se jejich hladina muze ptisobenim
mirného stresu docasné i zvysit (Young et Lowe, 2018).

Vsechny vySe zminéné projevy rostlin (zpomaleni rastu, zmensovani listové
plochy, ubytek biomasy, zména obsahu listovych barviv) zptsobuji pokles rychlosti
fotosyntézy, coz vede k absorpci vyssiho mnozstvi svételné energie, nez ktera by mohla
byt fotosyntézou spotiebovana. Takovy piebytek energie zapri¢inuje vznik reaktivnich
forem kysliku, mezi které patfi napiiklad peroxid vodiku nebo superoxidovy radikal.
Zvysena koncentrace téchto reaktivnich forem kysliku zptisobuje oxidativni stres
a vede k nevratnému poskozeni buné¢nych struktur. Vlivem aktivnich forem kysliku



dochazi napriklad k peroxidaci esencidlnich membranovych lipidd, inaktivaci
enzymi ¢i k oxidaci proteintt (Wang et al., 2018). Peroxidaci lipidt vznika produkt
malondyaldehyd (MDA), ktery se dale hromadi v rostlindch a jehoz obsah muze
slouzit jako ukazatel miry membranového poskozeni v disledku oxidativniho stresu
(Farooq et al., 2010). Obecné maji rostliny vyvinuty systém antioxida¢nich enzymi,
ktery prispiva k ochrané rostlin proti cytotoxickému vlivu reaktivnich forem kysliku.

Mezi takové enzymy patii napriklad superoxid dismutdza (SOD), katalaza (CAT)
nebo peroxiddza (POD). Tyto enzymy reaguji s reaktivnimi formami kysliku
a tim sniZuji jejich koncentrace v rostliné. SOD naptiklad zpusobuje pfeménu
O,- na H,0,, ktery je nasledné redukovan kataldzou a peroxiddzou za vzniku vody
a molekuldrniho kysliku. Zaroven tyto antioxida¢ni enzymy regeneruji dal$i buné¢né
antioxidanty, mezi které patfi napriklad askorbat peroxidiza (APX), ktera také
redukuje peroxid vodiku (Sun et al., 2015; Caverzan et al., 2012). Pfestoze vysoké
hladiny reaktivnich forem kysliku zptisobuji nevratné poskozeni rostlinnych bunék,
v nizkych hladindch funguji jako signalni molekuly a béhem ptisobeni stresovych
faktort na rostlinu spousti obranné stresové odpovédi (D’Autréaux et Toledano,
2007).

Mezi dal$i dulezité reakce rostlin v podminkdch nedostatku vody patfi snaha
o udrzeni nizkého vodniho potencidlu. Jednim z mechanismd, jak docilit zachovani
nizkého vodniho potencidlu i béhem stresu suchem, je akumulace osmolytil
a dalsich kompatibilnich latek, které jsou rozpustné v cytoplazmé (Sun et al., 2015).
Mezi nejznaméj$i osmolyty patii glycin betain, cukry (manitol, sorbitol, trehaléza),
polyaminy nebo prolin (Sharma et al., 2019). Kromé osmolytické funkce ptisobi ve
stresovych podminkach aminokyselina prolin jako dulezitd signalni molekula, dale
pomaha skrze interakei s fosfolipidy stabilizovat membrany, hraje vyznamnou roli
jako zdroj energie a dusiku a pomaha udrzovat nizkou koncentraci reaktivnich forem
kysliku (Szabados et Savouré, 2010).

Béhem adaptace rostlin nasucho dochazivrostlinach také k zméndm vkvalitativnim
i kvantitativnim zastoupeni proteint v buiikdch. Béhem pusobeni stresovych faktorii
spojenych s dehydrataci (sucho, zasoleni, nizka teplota) se indukuje specifickd skupina
stresovych proteint se souhrnnym oznacenim - dehydriny. Dehydriny ve stresovych
podminkach chréani buné¢né struktury a cytoplazmatické i jaderné makromolekuly,
dale pomahaji udrzovat integritu buné¢nych membran (Kosova et al., 2010).

Adaptace rostlin na nedostatek vody je také neodmyslitelné spjata se zvySenou
koncentraci kyseliny abscisové (ABA). ABA patfi mezi stresové rostlinné hormony
a zasadnim zptisobem ovliviiuje zavirani praduchi, ¢imz snizuje transpiraci a prispiva
k zachovéani obsahu vody v rostliné. ZvySeni endogenni hladiny kyseliny abscisové
vrostlinach doprovazi vétsinu stresovych reakci zptisobenych abiotickymi faktory, jako
jsou nizké teploty, zasoleni, osmoticky stres nebo sucho (Sah et al., 2016).

CIL METODIKY

Cilem metodiky je zavedeni vhodné laboratorni metody k predikci tolerance
ovocnych plodin na sucho. Navrzena metodika je zaloZena na in vitro kultivaci
explantatd ovocnych plodin. Tato metoda umoznuje ptidavkem polyethylenglykolu



(PEG) do kultiva¢niho média uméle navodit podminky vodniho deficitu, jehoZ vliv
na rostliny maze byt dale sledovan za vyuziti citlivych analytickych metod.

VLASTNI POPIS METODIKY

Metodiku Ize rozdélit na dva zakladni kroky 1. zaloZeni a multiplikace explantat,
2. sledovani vlivu uméle vyvolaného osmotického stresu na vnéjsi a vniténi projevy
rostlin (Obrézek 1).

1. ZaloZeni pocate¢nich in vitro kultur

2. Multiplikace in vitro explantatt

3. Osmoticky stres

4. Sledovani projevti rostlin

ZALOZEN{ POCATECNICH EXPLANTATU

MULTIPLIKACE MATERIALU IN VITRO

OSMOTICKY STRES

SLEDOVANI PROJEVU

l _—

|_ VNEISI | VNITRNI |

Obrazek 1 Schematické zobrazeni laboratorni metody pro predikci tolerance
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1. ZalozZeni pocatecnich in vitro kultur

Rostlinny material uréeny k zakladani in vitro kultur je nutné pfedem provétit
z hlediska odrtidové stalosti. Pro zakldddni pocate¢nich explantatd je idealni
pouzit narasené pupeny dormantnich vyhond. Pro tyto ucely jsou odebrané
vyhony ponechdny k naraSeni cca 15 dni v laboratornich podminkach pii teploté
20 °C. Z nara$enych pupentl jsou nasledné vypreparovany vrcholy o velikosti 5-15
mm, kterym je nutné odstranit $upiny a jiné povrchové struktury, branici uspésné
sterilizaci. Sterilizace probihd ponofenim odisténych vrcholti do 0,15% roztoku
chloridu rtutnatého s pridavkem Tween 20, slouziciho jako smacedlo, po dobu
cca 1 minuty, o$etfené vrcholy jsou nasledné oplachnuty destilovanou vodou. Takto
ptipravené explantdty jsou ndsledné v aseptickém prostfedi nasazeny na sterilni
agarové Murashige & Skoog (MS) médium (Murashige et Skoog, 1962) s pridavkem
vitamint (Tabulka 1). In vitro kultura aktivné rostoucich vzrostnych vrcholu je
zavedena a dale udrzovana v Erlenmeyerovych bankach o objemu 100 ml, jejichz
hrdlo je zakryté hlinikovou folii. Jedna kultiva¢ni nddoba obsahuje 25-30 ml média
a 3-5 explantattl. Takto zaloZené pocate¢ni in vitro kultury jsou 4 tydny kultivovany
za svételnych podminek dlouhého dne (16 hodin svétlo/8 hodin tma), pii teploté
22+ 1°C. V pribéhu kultivace je nutné explantty vizualné kontrolovat, zda nedochazi
ke kontaminaci média neziddoucimi mikroorganismy. Takové kultury je nezbytné
okamzité vyradit z dal$iho péstovani. K uspé$nému zaloZeni in vitro kultury je vhodné
pouzit alespon 15 vychozich explantétt (v zavislosti na dostupnosti materialu).

Tabulka 1 Slozeni zakladniho pevného MS média pro kultivaci in vitro kultur

slozka mg.L! slozka mg.L"!
NH,NO, 1650 CuS0, - 5H20 0,025
KNO, 1900 Na,EDTA - 2H,0 37,3
H,BO, 6,2 FeSO, - 7H,0 27,8
KHZPO A 170 Thiamin 0,1
KI 0,83 Pyridoxin 0,5
Na,MoO, - 2H,0 0,25 Kyselina nikotinové 0,5
CoCl2 -6H,0 0,025 Glycin 2
CaCl, - 2H,0 440 Sacharéza 30000
MgSO, - 7H,0 370 Myo-inositol 100
MnSO, - 4H,0 22,3 Agar 7000
ZnSO4 -7H,0 8,6 pH 5,8




2. Multiplikace in vitro explantati

Pro vyzkum predikce tolerance ovocnych plodin na sucho v in vitro podminkach
je nutné disponovat dostateénym mnozstvim rostlinného materidlu k testovani,
tzn. desitky az stovky vitdlnich in vitro explantatl s diferencovanym rastovym
vrcholem a kvalitnim olisténim. Z tohoto diivodu jsou zalozené pocate¢ni explantaty
preneseny a dale péstovany na multiplikaénim médiu, tj. MS médiu obohaceném
0 6-benzylaminopurin (BAP) 1,5 mg.L" (Obrazek 2). BAP je regulator rustu patiici
mezi cytokininy, ktery indukuje déleni bunék a stimuluje tvorbu novych pryta
(Bessler, 1997). Kultivace explantat(i na multiplika¢nim médiu probiha za stejnych,
vyse uvedenych svételnych a teplotnich podminek (16 hodin svétlo/8 hodin tma;
22 £ 1 °C), pti¢emz pasazovani a nasledny prenos explantatd na cerstvé médium je
provadéno v aseptickém prostredi kazdé 4 tydny.

Obrazek 2 Multiplikace in vitro explantati A-pasdzovani explantatli ve sterilnim
prostredi; B-explantaty pred pasazovanim (4 tydny); C-Cerstvé prepasazované explantaty



3. Osmoticky stres

Stresové podminky vodniho deficitu lze v in vitro kulturach simulovat pfidanim
osmotika napf. polyethylenglykolu (PEG) do kultiva¢niho média. PEG predstavuje
ve vodé rozpustny vysokomolekularni polymer $iroko vyuzivany k vyvolani vodniho
(resp. osmotického) stresu u vyssich rostlin snizenim vodniho potencidlu v zivném
médiu. Hlavni vyhoda pouziti in vitro technik s obohacenym PEG médiem je
rychly screening rtznych rostlinnych kultur v laboratornich podminkach. Pravé
proto je PEG Siroce pouzivan pro identifikaci genotypi tolerovanych vuci suchu za
stimulovanych osmoticky stres (Bhadra et al., 2017).

V pribéhu optimalizace metody byly testovany ucinky tohoto polymeru
s rozdilnou moldrni hmotnosti PEG 4000 a PEG 6000. Ué¢innost PEG 4000 byla
za pouzitych koncentraci a podminek neprtikaznd, predkladand metodika tedy
jako osmotikum k vyvolani stresu ze sucha vyuziva vyhradné PEG 6000 (a to
v maximalni koncentraci 50 g.L*). Pro ticely testovani tolerance ovocnych rostlinnych
druhti k suchu v in vitro podminkach je PEG rozpustén v ultra ¢isté destilované vodé
a pfidan do vychoziho MS média pred sterilizaci, tak aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace. Pfi pravidelném pasdzovani jsou vzrostné vrcholy explantatil
rostoucich na multiplika¢nim médiu pfeneseny na médium s pridavkem osmotika
(v ptipadé kontrolnich rostlin na klasické multiplika¢ni médium) a déle kultivovany
za standardnich vy$e uvedenych svételnych a teplotnich podminek (16 hodin svétlo/8
hodin tma; 22 + 1 °C) po dobu 4 tydnd.

4. Sledovani projevi rostlin

Predklddand metodika je zalozena na sledovani jak vnitfnich tak vnéjsich
parametrd, které jsou v rostlindch vyvolany reakci na osmoticky stres. V podminkach
vodniho deficitu patfi mezi prvotni reakce rostlin redukce riistu a déleni bunék
a snizeni vody v pletivech. Z hlediska vnéjsich parametri metodika sleduje ¢erstvou
hmotnost explantatd, podil obsahu susiny a vody v pletivech a zmény listové plochy
explantati ovocnych druhii péstovanych v in vitro podminkéch (Obrazek 3).



Obrazek 3 In vitro explantaty (4 tydny od pasazovani) A - explantaty jabloné odrtida
‘Idared” - kontrolni rostliny kultivované na MS médiu; B - explantaty jabloné
odrtida ‘Idared” - stresované rostliny kultivované na MS médiu s pfidavkem PEG;
C - explantaty tfe$né odrida "Sunburst” - kontrolni rostliny kultivované na MS médiu;
D - explantaty tfe$né odrida 'Sunburst’ - stresované rostliny kultivované na MS
médiu s pfidavkem PEG



4.1. Vnéjsi parametry

4.1.1. Cerstvd hmotnost, podil vody a susiny

Cerstva hmotnost explantitu je stanovena pomoci analytickych laboratornich
vah (s presnosti 0,1 mg). Pfed vaZzenim je nutné pomoci pinzety explantat vyjmout
z kultiva¢ni nddoby a fddné odistit od zbytkd média. Podil vody a susiny lze
jednoduse stanovit pomoci analyzatoru vlhkosti (napf. MB25, Ohaus) (Obrazek 4).
Do analyzatoru vlhkosti se vlozi 0,5-1g ocisténych explantatd. Pro rychlejsi
a presnéj$i analyzu je vhodné explantaty skalpelem roziezat na mensi ¢asti, které
se budou rychleji a rovnomérnéji vysusovat. Explantaty jsou nasledné vysuseny az
do konstantni hmotnosti analyzatorem vlhkosti pfi susici teploté 105 °C a vysledné
hodnoty procentualniho zastoupeni vody a susiny ve vzorku jsou odecteny z pristroje.

Obrazek 4 Stanoveni podilu vody a susiny pomoci analyzatoru vlhkosti MB25,
Ohaus. A - ocisténé a zvdzené Cerstvé explantaty umisténé v analyzatoru vlhkosti
pfed zahdjenim suSeni; B - vysouSeni vzorku; C - vysusené explantaty po skonceni
analyzy vlhkosti.



4.1.2. Relativni obsah vody

Ke stanoveni relativniho obsahu vody (RWC) je pomoci analytickych laboratornich
vah (s presnosti 0,1 mg) navazeno 0,5 g Cerstvé hmoty explantatu (FW), navazené
explantaty jsou nasledné ponoteny do destilované vody po dobu 4 hodin a znovu
zvazeny. Tim je uréena hmotnost explantatd po Gplném nasyceni vodou (TW).
Osusené a zvazené explantdty jsou poté preneseny na Petriho misky a suseny
v horkovzdus$né susarné pti teploté 105 °C (napt. Memmert UN30) az k dosazeni
konstantni hmotnosti (Obrazek 5), ta je nasledné zaznamenana jako hmotnost susiny
(DW). Vysledny relativni obsah vody je stanoven pomoci vzorce:

fresh weight (FW)—dry weight (DW) <100

RWC (%) =

turgid weight (TW)—-dry weight (DW)

Obrazek 5 Stanoveni relativiniho obsahu vody v pletivech. A - horkovzdu$na susarna
Memmert UN30; B - segmenty explantatd ptipravené v Petriho misce k vysusent;
C - vysu$ené segmenty explantatl po skonceni suseni



4.1.3 Zména listové plochy

K urceni celkové listové plochy je explantit vyjmut z kultiva¢ni nddoby a ocistén
od zbytku média. Pomoci skalpelu a pinzety nebo preparacni jehly jsou nasledné
oddéleny jednotlivé listy, které jsou nasledné vlozeny do prithledné folie, pfeneseny
na milimetrovy papir a vyfotografovany pomoci fotoaparatu s vysokym rozli$enim.
Vysledné fotografie jsou vyhodnoceny v programu Image]J (https://imagej.nih.gov/ij/),
listové plochy daného explantatu jsou jednotlivé méfeny za pomoci funkce ,,polygon
selections” (Obrézek 6).
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Obrazek 6 Urceni velikosti listové plochy pomoci softwaru Image]. A - ndstroj
»polygon selections k vybéru listové plochy; B - listova plocha ohrani¢end pomoci
néstroje ,,polygon selections®; C - automaticky vypocitand listova plocha v mm?




4.1.4. Zména obsahu listovych barviv

Obsah listovych barviv lze stanovit spektrofotometrickou metodou.
Spektrofotometrické stanoveni chlorofyltt a a b v extraktu pigmentd spocivd
v méfeni absorp¢nich maxim v ¢ervené oblasti viditelného spektra, kde karotenoidy
neabsorbuji (nerusi stanoveni). Vypocet koncentrace obou chlorofylti v extraktu
umoznuji rovnice se zndimymi molarnimi absorp¢nimi koeficienty stanovenymi pro
ptislusné rozpoustédlo. Pti analyze chlorofylt je dilezité zabranit jejich degradaci,
proto je doporuceno pracovat v nepfimém osvétleni a bez zbyte¢nych ¢asovych ztrat.
Obsah fotosyntetickych pigmentt je spektrofotometricky stanovovan v metanolovém
extraktu. Pro pfipravu extraktu je 0,1 g ¢erstvé hmotnosti explantatu utfeno ve tieci
misce se 2 ml 100% metanolu (Obrazek 7). Kviili vysokému odparu ¢istého metanolu
je nutno pracovat rychle. Vysledny homogenat se presune do 2ml mikrozkumavky
a centrifuguje 15 minut pti 3500 rpm. Nasledné je pomoci spektrofotometru métena
absorbance supernatanti pti vybranych vlnovych délkach, jedna se o 666 nm
(chlorofyl a), 653 nm (chlorofyl b), 470 nm (celkové karotenoidy) a 750 nm (korekce
nespecifické absorbance). Jako slepy vzorek je pouzit ¢isty metanol. Obsah pigmentii
je nasledné stanoven dle rovnic odvedenych Wellburnem (1994). Vysledky jsou
vyjadfeny jako mgl?' extraktu. Do rovnic dosazujeme absorbance korigované
o absorbanci zdkalu (napt. A_ -A_, ).
C'=1565A,, - 7,34 A, (mgl")
C,=27,05A653 - 11,21 A (mg")
C.= (1000 A, - 2,86 C, - 129,2C,) / 221 (mgl")

-

Obrazek 7 Stanoveni obsahu listovych barviv. A - explantat ve tfeci misce pfipraveny
k homogenizaci; B - vznikly homogenit po pridani 100% metanolu a rddné
homogenizaci

4.2. Vnitfni parametry

4.2.1. Obsah rozpustnych proteinii

Dle metody podle Bradfordové lze urcit obsah rozpustnych proteint ve vzorku. Tato
metoda patii mezi takzvané kolorimetrické metody a je zaloZena na interakci proteinti
s barvivem Coomassie blue. Proteiny v kyselém prostfedi reaguji s barvivem Coomassie



blue, pti¢emz se méni pavodni nacervenale-hnédé zbarveni (maximum absorbance pti
465 nm) na modré (maximum absorbance pti 610 nm) a to v zavislosti na mnoZstvi
proteinti v prostfedi (Obrazek 8). Rozdily mezi obéma formami barviva jsou nejlépe
viditelné pti vinové délce 595 nm. Pouzita metodika pro stanoveni celkovych rozpustnych
proteint dle Bradfordové je selektivni pro proteiny s vétsi molekulovou hmotnosti. Z toho
diéivodu tato metoda neumoziuje stanovit volné aminokyseliny a proteiny do velikosti
3 kDa. Pouziti této metody umoznuje stanoveni proteint v intervalu koncentraci od 100
do 1500 pg.ml”. Vyhodou je, Ze barevnd reakce je pomérné rychla a komplexy proteint
s barvivem jsou stabilni v ¢ase od 5 do 60 minut, coz umoznuje stanoveni koncentrace
proteint i v pomérné velké sérii vzorki.

K analyze obsahu proteintl je potfeba 0,1 g cerstvého rostlinného materialu, ktery se
ve vychlazené treci misce utfe s 2 ml fosfatového pufru. Pfed kazdou analyzou je nutno
ptipravit vzdy éerstvy pracovni roztok fostatového pufru. 50mM fostatovy pufr (pH 7,0)
se pfipravi smichdnim zdsobnich roztokii K;HPO, a KH,PO, v poméru 1 : 1, pficemz
jednotlivé roztoky jsou pfipraveny rozpusténim 8,71 g K, HPO, respektive 6,80 g KH, PO,
vzdy v 1000 ml destilované vody. Hodnota pH obou zasobnich roztokil se upravi
potenciometrem s 0,1 M KOH. Takto pfipravené roztoky jsou pfi uchovani v tmavych
lahvich v lednici dlouho stabilni a jsou tak pfipraveny k ptipravé cerstvého fosfatového
pufru. Homogenat vznikly utfenim rostlinného materidlu ve fosfitovém pufru je
nasledné prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifuguje se ve vychlazené centrifuze
15 minut pti 14000 rpm a teploté 4 °C. K vyslednym 30 pl supernatantu se prida 970 ul
komer¢né dostupného Bradfordova ¢inidla. Po opatrném promichani je po 5 minutdch
na spektrofotometru zméfena absorbance pti vlnové délce 595 nm. Jako slepy vzorek se
pouzije 30 pl fostatového pufru a 970 pl Bradfordova ¢inidla. Pro sestrojeni kalibra¢ni
kiivky se jako standard pouzije komeréné dostupny bovinni sérovy albumin o riizné
koncentraci. K 30 pl roztoku standardu se vzdy ptida 970 pl Bradfordova ¢inidla. Vysledny
obsah proteinl ve vzorku se vypocitd pomoci namérené absorbance daného vzorku
a prepocitanim dle sestavené kalibra¢ni ktivky. Obsah proteinti se vyjadii v jednotkach mg
proteint na g ¢erstvé hmotnosti.

Obrazek 8 Stanoveni obsahu proetini. Roztoky standardu o riizné koncentraci
k sestrojeni kalibracni kiivky.



4.2.2. Obsah kyslikovych radikdlii
Obsah kyslikovych radikald (konkrétné superoxidového radikdlu a peroxidu
vodiku) 1ze spektrofotometricky stanovit pouzitim kolorimetrickych reakei.

4.2.2.1. Stanoveni obsahu peroxidu vodiku (H,0,)

Obsah H,O, v riznych druzich rostlin se obvykle pohybuje v jednotkich az
desitkach pmol na 1 gram suché hmotnosti. Principem stanoveni je tvorba napfi.
zluté zbarveného komplexu peroxidu vodiku s ionty titanu (Obrazek 9). Pred
analyzou je potfeba si pfipravit ¢inidla, kterd budou pro reakci nezbytna. Jedna se
o 50 mM fosfatovy pufr (pH 7,0), jehoz prfiprava je uvedena v podkapitole 4.2.1.
Obsah rozpustnych proteind, dale bude potteba 0,5% roztok TiCl, v 20% H,SO,, pti
jehoz ptipravé je smichdno 31,12 ml 96% H,SO, s 218,88 ml destilované vody a do
takto pfipraveného a vychladlého roztoku je nasledné ptiddno 1,25 ml TiCl, (pozor:
kviili extrémné rychlé sublimaci TiCl, nutno pracovat velmi rychle a v digestofi).
Pro samotnou analyzu se ve vychlazené tfeci misce ponorené vledové drti utfe 0,1 g
Cerstvé hmotnosti rostlinného materidlu s 2 ml fosfatového pufru. Takto ptipraveny
homogendt se presune do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifuguje ve chlazené
centrifuze 15 minut pfi 14000 rpm a teploté 4 °C. Supernatant (500 pl) se nasledné
pienese do ¢isté mikrozkumavky a smicha s 250 pl 0,5% roztoku TiCl, v 20% H,SO,.
Po promichéni a opakované centrifugaci - 15 minut pti 14000 rpm a teploté 4 °C se
vzorky nechaji ohtat nalaboratorni teplotu. Na spektrofotometru se zméti absorbance
pti vlnové délce 410 nm. Jako slepy vzorek se pouzije 500 pl fosfatového pufru
a 250 ul 0,5% roztoku TiCl, v 20% H,SO, a jako standard pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky
se pouzije 30% H,O, o riizné koncentraci. K 500 ul roztoku standardu se vzdy piidd
250 pl 0,5% roztoku TiCl, v 20% H,SO, a po promichani a opakované centrifugaci - 15
minut pti 14000 rpm a teploté 4 °C se vzorky nechaji ohfat na laboratorni teplotu. Na
spektrofotometru se nésledné zméri absorbance pii vlnové délce 410 nm. Skuteény
obsah peroxidu vodiku ve vzorku se prepocitd dle sestrojené kalibraéni kiivky
a vyjadii se v umol H,O, na 1 gram Cerstvé hmotnosti.

Obrazek 9 Stanoveni obsahu reaktivnich forem kysliku. Vzorky pfipravené k méreni
absorbance pomoci spektrofotometru



4.2.2.2. Stanoveni obsahu superoxidového radikdlu

Superoxidovy radikal (pfesnéji superoxidovy aniontovy radikal) je mozné
kvantitativné nepfimo stanovit reakci s hydroxylaminen, ¢imz vznikd dusitan
(nitrit). Obsah nitritu se pak kvantifikuje po pridani sulfanilamidu a naftylaminu tzv.
Griessovou reakci. Obsah nitritu je v rostlindch v pfirozenych podminkach velmi
nizky, proto se zkresleni zpisobené pravé endogennim obsahem nitritu povazuje
za zanedbatelné. Obsah superoxidového radikdlu stanoveny touto metodou se
pohybuje fadové do desitek mikrogrami na gram suché hmotnosti. Stejné jako v diive
zminénych metodach, je i pfed samotnou analyzou obsahu superoxidového radidlu
nezbytna priprava reakénich ¢inidel. Jedna se opét o 50 mM fosfatovy pufr (pH 7,0),
jehoz ptiprava byla popsana v podkapitole 4.2.1. Obsah rozpustnych proteind, déle
bude k analyze potfeba 10 mM hydroxylamin, ktery vznikne smichanim 0,165 ml 50%
hydroxylaminu s 250 ml destilované vody. 17 mM sulfanilamid, pro jehoZ pfipravu
se rozpusti 0,732 g sulfanilamidu ve 250 ml destilované vody a 7 mM a-naftylamin,
ktery lze ptipravit rozpusténim 0,251 g a-naftylaminu ve 250 ml destilované
vody. VSechna vyS$e zminéna ¢inidla (vyjma fosfatového pufru) je treba skladovat
vtmavych nddobach sezabrusemavlednici (vyjma a-naftylaminu). Ke stanoveniobsahu
superoxidového radikalu se ve vychlazené tfeci misce ponotfené v ledové drti rozette
0,1 g ¢erstvé hmotnosti rostlinného materialu s 2 ml fosfatového pufru. Takto pfipraveny
homogenit se pfesune do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifuguje ve chlazené centrifuze
15 minut pti 14000 rpm a teploté 4 °C. Nasledné se k 250 pl fosfatového pufru prida 30 ul
hydroxylaminua 300 pl supernatantuhomogenatu. Smés se promichaanechdase 15 minut
inkubovat pfilaboratorni teploté. Poté se prida 300 pl sulfanylamidu a po promichéni se
inkubuje 15 minut pti laboratorni teploté. V dal$im kroku se pfida 300 ul naftylaminu
apo promichanise opétinkubuje 15 minut ptilaboratorni teploté. Na zavér se pridd 300 pl
dietyléteru. Vysledna reakéni smés je svétle- az tmavértizové barvy v zavislosti na obsahu
vytvoreného dusitanu. V slepém vzorku, ktery se ptipravuje soubézné, se vzorek nahradi
fostfatovym pufrem o objemu 300 pl. Pomoci spektrofotometru (Obrazek 10) se zméfi
absorbance vysledné smési ve sklenéné kyveté pri vinové délce 530 nm. Jako standard
pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky se pouzije NaNO, o rzné koncentraci. Poustupuje se
stejné, jako pri samotné analyze, pouze se vzorek nahradi roztokem 300 pl standardu
o rizné koncentraci. Obsah superoxidového radikélu se vyjadii jako ug radikdlu na
1 gram Cerstvé hmotnosti.

Obrazek 10 Stanoveni obsahu reaktivnich forem kysliku. Spektrofotometrické

stanoveni absorbanci.



4.2.3. Stanoveni obsahu malondialdehydu

Malondialdehyd (MDA) je hlavni rozkladny produkt polynenasycenych mastnych
kyselin. MDA je reaktivni sloucenina, ktera mtzZze atakovat napf. dusikaté baze
v DNA. Je hlavni latkou, ktera reaguje s kyselinou 2-tiobarbiturovou (TBA) a proto se
stanoveni MDA presnéji oznacuje také jako ,’'BARS® (Tio-Barbituric Acid Reactive
Substances). Obsah MDA se béiné prezentuje jako parametr miry testovaného
stresového vlivu. Obsah TBARS se v kontrolnich rostlinach pohybuje fadové v pmol
na 1 gram suché hmotnosti. K analyze bude potteba 0,1% TCA, ktera se ptipravi
rozpusténim 0,1 g kyseliny trichloroctové ve 100 ml destilované vody a roztok
0,5% TBA v 20% TCA, pro jehoz pfipravu se 20 g kyseliny trichloroctové smicha se
100 ml destilované vody a prida se 0,5 g kyseliny 2-tiobarbiturové. Pro rozpusténi
TBA je potfebné roztok mirné zahtivat. Upozornéni: nutno pracovat v chirurgickych
rukavicich a dostate¢né vétrat, protoze TBA drazdi o¢i, dychaci cesty a pokozku.
Samotna analyza za¢ina pfipravou vzorku, pti které se ve tfeci misce utfe 0,2 g Cerstvé
hmotnosti rostlinného materialu s 2 ml 0,1% TCA. Vznikly homogenét se pfenese
do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifuguje 15 minut pfi 14000 rpm a teploté 20 °C.
K 0,5 ml supernatantu se nasledné ptida 1,5 ml 0,5% TBA v 20% TCA. Smés se
promichd a nechd se 30 minut inkubovat ve vodni l4zni nebo v su$érné pfi teploté
90 °C. Poté se zkumavky prudce ochladi ve vodé s ledovou drti (Obrazek 10).
Vzorky se opét centrifuguji 15 minut pti 14000 rpm a teploté 20 °C. Po ohréti na
laboratorni teplotu se ve spektrofotometru ve sklenéné kyveté zméfi absorbance pri
532 nm (komplex MDA-TBA) a 600 nm (korekce nespecifického zakalu). Ve slepém
vzorku, ktery je ptipravovan soubézné, se vzorek nahradi 0,1% TCA o objemu 0,5 ml
(Obrazek 11). Obsah MDA resp. TBARS se urci jako rozdil absorbanci A_,, - A_
s pouzitim molového absorp¢niho koeficientu 155 mM™.cm™. Vysledky na zédkladé
znamého fedéni vyjadfime jako pmol MDA na g Cerstvé hmotnosti.

Obrazek 11 Stanoveni obsahu malondialdehydu. Vzorky ptipravené k méfeni
absorbance, zleva vzorek z expantatu jabloné, slepy vzorek, vzorek z explantatu tfesné



4.2.4. Stanoveni celkové antioxidacéni aktivity

Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity dava predstavu o mnozstvi antioxida¢nich
latek, tedy redukéné aktivnich latek, které jsou schopné puisobit proti radikalam.
Tato metoda se ¢asto pouziva ke kvantifikaci antioxida¢ni sily daného extraktu. Vyssi
antioxida¢ni aktivita tedy odrazi vyssi redukéni potencial. Nejbéznéjsi pouzivanou
metodou pro toto stanoveni je reakce s 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylem (DPPH), coz
je stabilni radikal (v roztoku metanolu fialové barvy), ktery se po smichdni s latkou
poskytujici atom vodiku méni na redukovanou formu (ztraci se fialové zabarveni)
(Obréazek 12). Pro uréeni aktivity se obvykle pouzivd kalibra¢ni graf pripraven
s riznymi koncentracemi Troloxu. 60 tM DPPH se pfipravi rozpusténim 2,4 mg
DPPH v 100 ml 100% metanolu. Roztok je potieba ptipravit vidy Cerstvy a chranit
ho pred degradaci svétlem. Pfi pripravé vzorku se ve tfeci misce se utfe 0,1 g Cerstvé
hmotnosti se 2 ml 100% metanolu. Kviili vysokému odparu je nutno pracovat rychle.
Vznikly homogenit se prenese do 2 ml mikrozkumavky a centrifuguje 15 minut pfi
3500 rpm. K 1,5 ml roztoku DPPH se pfida 30 ul supernatantu a po promichdni se
vzorky inkubuji ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Absorbance se
méfi ve spektrofotometru pti vinové délce 595 nm. Antioxida¢ni aktivita se vyjadri
v procentech dle vzorce:

% zhdseni = AB-AA) y 1

A
kde AB = absorbance slepého vzorku (100% metanol) a AA = absorbance vzorku
po 30 minutach. V ptipadé pouziti Troloxu jako standardu pro sestrojeni kalibra¢ni
ktivky, se vysledky vyjadii jako mM ekvivalentu Troloxu na gram Cerstvé hmotnosti.
K 1,5 ml roztoku DPPH se pridd 30 pl roztoku standardu o riizné koncentraci. Vzorky
se inkubuji stejnym zptisobem a absorbance odecte pti 595 nm.

Obrazek 12 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity. DPPH test — barevna zména
DPPH v disledku redukce volnym atomem vodiku



4.2.5. Stanoveni aktivity antioxidacnich enzymii

K analyze antioxida¢nich enzymu je nutné pripravit 50mM fosfatovy pufr (pH
7,0) viz 4.2.1 Obsah rozpustnych proteinil. Pro udrzeni funk¢nosti extrahovanych
proteinti se do pfipraveného pufru pridava 1% (nerozpustny) polyvinylpolypyrolidon
(1 g/100 ml). Pro pfipravu vzorkt ke stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich
enzymi (superoxid dismutazy, kataldzy a askorbat peroxidazy) se ve vychlazené treci
misce ponofené v ledové drti utfe 0,2 g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu se
1,5 ml fosfatového pufru. Homogenat je nésledné prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky
a centrifuguje v chlazené centrifuze 15 minut pti 14000 rpm a teploté 4 °C. Vzorky je
nutné po celou dobu prace uchovévat na ledu.

4.2.5.1. Stanoveni aktivity superoxid dismutdzy (SOD, EC 1.15.1.1)

Superoxid dismutdza katalyzuje pfeménu superoxidového radikdlu na peroxid
vodiku a kyslik. Celkovd aktivita SOD se béiné stanovuje pomoci komer¢né
dostupnych kitt. Obvykle je principem stanoveni inhibice tvorby superoxidovych
iontd generovanych béhem oxidace xantinu a tyto superoxidové ionty redukuji
»tetrazolium nitroblue® na ,tetrazolium nitroblue - diformazan® Ptitomnost SOD
snizuje hladinu superoxidu, ¢imz klesa i tvorba zminéného diformazan-derivatu.
Pro stanoveni enzymu se postupuje dle ndvodu prislusného kitu (napt. 19160 Sigma-
Aldrich SOD Determination Kit) (Obréazek 13).

Obrazek 13 Stanoveni aktivity superoxid dismutdzy. A — komer¢né dostupny kit
ke stanoveni SOD. B - vyhodnoceni analyzy pomoci pfistroje Spark® multimode
microplate readeru



4.2.5.2. Stanoveni aktivity kataldzy (CAT, EC 1.11.1.6)

Kataldza je tetramér ¢tyf polypeptidit obsahujici porfyrine jadro s atomem Fe**.
Nachazi se v rtiznych organelach, vyjma chloroplastd, a jeji hlavni funkci v listech je
odbouravani peroxidu vodiku v peroxisomech. Je hlavnim enzymem odpovédnym
za tzv. hrubou destrukci peroxidu vodiku (udéavé se rozklad 100 000 a vice molekul
H,0, za sekundu). Ke stanoveni aktivity katalazy se do 4ml sklenéné kyvety postupné
ptidéva 2,94 ml fosfatového pufu a 0,05 ml supernatantu dtive pfipraveného vzorku
(viz 4.2.5 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymu). Enzymaticka reakce se zahdji
pfidanim 0,01 ml 35% H,O,. Zména absorbance (na zdkladé rozkladu peroxidu
vodiku) se zaznamena pti vinové délce 240 nm na zacatku reakce a po jedné minuté
pribéhu. Jako slepy vzorek se pouziva fosfatovy pufr. V ptipadé potteby lze objem
supernatantu nebo peroxidu vodiku upravit. Aktivita CAT se vypocita s pouzitim
molarniho absorpéniho koeficientu & = 39,4 mM™.cm™ a vyjadii se jako umol za
min™! na g ¢erstvé hmotnosti. Po stanoveni proteinii metodikou podle Bradfordové je
mozny prevod na mg proteint.

4.2.5.3. Stanoveni aktivity askorbdt peroxiddzy (APX, EC 1.11.1.1)

Askorbat peroxidaza je pritomna ve vSech Zivych organismech. Jeji afinita k H,O,
je na trovni uM, co zabezpecuje jemnou regulaci hladiny H,O, a uplatfiuje se tedy
v signalni roli ROS. Jeji aktivitu lze stanovit jako oxidaci askorbatu (sledujeme pokles
absorbance).

Pro stanoveni aktivity askorbdt peroxidazy se do 4ml sklenéné kyvety postupné
ptidava 2 ml fosfatového pufu, 0,55 ml zdsobniho roztoku 0,5 mM kyseliny askorbové
(vzniklého rozpusté nim 8,806 mg kyseliny askorbové ve 100 ml destilované vody)
a 0,225 ml zdsobniho roztoku peroxidu vodiku (tj. 250 mM H,0,, ktery se piipravi
pfedem smichdnim 2,85 ml 30% H,O, se 100 ml destilované vody). Enzymaticka
reakce se zahdji pridanim 0,225 ml supernatantu drive pripraveného vzorku (viz
4.2.5 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzym). Pokles absorbance se zaznamena
pti vlnové délce 290 nm na zac¢atku reakce a po jedné minuté pribéhu. Jako slepy
vzorek se pouziva fosfatovy pufr. Aktivita APX se vypolitd s pouzitim molarniho
absorpéniho koeficientu € = 2,6 mM™.cm™ a vyjadri se jako pmol za min™ na g Cerstvé
hmotnosti. Po stanoveni proteint metodikou podle Bradfordové je mozny pievod na
mg proteintl.

4.2.6. Stanoveni obsahu prolinu

Prolin (Pro) je z chemického hlediska unikatni aminokyselina, protoze jeho
molekula obsahuje cyklicky pyrolidinovy postranni fetézec. K akumulaci volného
prolinu v burikdch rostlin dochazi v ptipadé abiotického i biotického stresu. Detekce
prolinu je zaloZena na reakci ninhydrinu s aminokyselinami. Navzdory interferenci
ostatnich aminokyselin s ninhydrinem je tato metoda pomérné specifickd, protoze
vlivem stresu se obsah volného prolinu zvy$uje podstatné vice nez je tomu u jinych
volnych aminokyselin. Detekéni limit této metody je v rozsahu 0,1 az 36 pmol

volného prolinu.



Cinidla nezbytnd pro detekei prolinu jsou 3% SSA, 6M H,PO, a kysely ninhydrin.
3% SSA ptipravime jednoduse rozpusténim 3 g kyseliny sulfosalicylové ve 100 ml
destilované vody. Pro ptipravu 6M H,PO, se 40,5 ml 85% H,PO, smichd s 59,5 ml
destilované vody. Kysely ninhidrin je pfipraven rozpusténim 1,25 g ninhydrinu za
zvysené teploty ve 30 ml ledové kyseliny octové a 20 ml 6 M H,PO,. Takto piipraveny
roztok je stabilni pfi teploté 4 °C priblizné 24 hodin.

Pfi ptipravé vzorku se ve tfeci misce se utfe 0,3 g erstvé hmotnosti rostlinného
materialu s 5ml 3% SSA. Takto pfipraveny homogenat se pfenese do 15ml zkumavky
a centrifuguje 20 minut pti 4500 rpm a teploté 20 °C. Ke 2 ml vzniklého supernatantu
se prida 2 ml ledové kyseliny octové a 2 ml kyselého ninhydrinu. Smés se promichd
anecha se 1 hodinu inkubovat ve vodni lazni pti teploté 90-100 °C. Poté se zkumavky
prudce ochladi ve vodé s ledovou drti na teplotu cca 25 °C. Po ochlazeni se pridaji
3 ml toluenu a smés se dikladné 20x protrepe (barevny komplex prochdzi do
toluenu). Upraveny vzorek se dd inkubovat na 24 hodin do tmy pfi laboratorni
teploté. Absorbance vrchni toluenové vrstvy se zméti{ pti vinové délce 520 nm. Jako
slepy vzorek se pouzije Cisty toluen a jako standard pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky se
poutzije prolin o rtizné koncentraci. Poustupuje se stejné, vzorek se nahradi roztokem
standardu o riizné koncentraci. Celkovy obsah prolinu se na zavér vyjadii jako pmol
prolinu na g cerstvé hmotnosti.

4.2.7. Stanoveni cukrii a cukernych alkoholii

Samotna analyza stanoveni cukrti (glukoézy, fruktézy, sacharézy) a cukernych
alkoholl (manitolu, sorbitolu a glycerolu) za¢ind ptipravou vzorku, pti které se ve
tfeci misce utfe 0,2 g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu se 2 ml 80% etanolu.
Nasledné se homogenat prenese do 2 ml mikrozkumavky a zahtivd pti 80 °C po
dobu 30 minut. Poté se homogenat centrifuguje 10 minut pfi 4500 rpm. Vznikly
supernatant se odebere do ¢isté zkumavky, pelet se resuspenduje s 0,75 ml 50%
etanolu a opét se zahtiva pfi 80 °C po dobu 30 minut. Po centrifugaci 10 minut pfi
4500 rpm se supernatanty spoji. Pelet se znovu resuspenduje s 0,75 ml 50% etanolu,
nasledné se vzorek opét se zahtiva pti 80 °C po dobu 30 minut a znovu centrifuguje
10 minut pfi 4500 rpm, vznikly supernatant se prida ke smési predchozich. Ve
spojenych supernatantech se stanovi obsah jednoduchych cukrti a cukernych
alkoholti pomoci UHPLC-MS (Obrazek 14).



Obrazek 14 Stanoveni obsahu cukri a cukernych alkoholtl. Systém UHPLC-MS
- UHPLC Infinity II 1290 a Triple Quadrupole 6470 Series, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA



4.2.8. Stanoveni obsahu kyseliny abscisové

Vzorky urcené ke stanoveni obsahu kyseliny abscisové je nutné ihned po
odbéru zmrazit v tekutém dusiku a do doby analyzy skladovat pfi -80 °C, aby se
zamezilo degradaci hormonu. Hmotnost Cerstvé hmoty by méla byt v rozmezi
0,05-1 g. Néslednd priprava vzorku a extrakce kyseliny abscisové za¢ind utfenim
zmrazeného odebraného materidlu ve tfeci misce s tekutym dusikem az na jemny
prasek, ktery se prenese do 1,5 ml mirkozkumavky vychlazené v tekutém dusiku.
Treci miska se dvakrat proplachne 0,25 ml extrak¢niho roztoku (smés metanol/
destilovana voda/kyselina mraven¢i v pomeéru 15/4/1) vychlazeného na -20 °C
a ptida se do mikrozkumavky s rozdrcenym rostlinnym materialem. Takto pfipravené
vzorky se inkubuji 1 hodinu pfi -20 °C a nasledné centrifuguji 30 minut pfi 15000 g
a4 °C. Vznikly supernatant se pfesune do ¢isté mikrozkumavky, pelet se resuspenduje
s 0,25 ml extrakéniho ¢inidla, nechd se 30 minut inkubovat pfi -20 °C a opét
centrifuguje 30 minut pfi 15000 g a 4 °C. Vznikly supernatant se spoji s tim, ktery
vznikl prvni centrifugaci a takto pripraveny vzorek je nasledné purifikovan.

Cilem purifikace je o¢isténi vzorki od co nejvice latek, které by mohli interferovat
v pritbéhu analyzy. Béhem purifikace je zaroven nutné zamezit ztratim analyzované
latky béhem purifikace. Pfi purifikaci se vyuziji dva typy SPE (soli phase extraction)
kolonek, C18 pro odstranéni vétsiny lipofilnich latek a MCX kolonka, ktera rozdéli
vyizolované fytohormony do tfi frakci. Pracovni postup purifikace za¢ind promytim
SPE C18 kolonky 5 ml metanolu a ndslednym nanesenim a prokapanim 5 ml
extrakéniho roztoku. Poté je na kolonku nanesen vzorek, ktery se po prokapdni
kolonkou odpati ve vakuové odparce SpeedVac pti 40 °C na priblizné 1/10 objemu.
Ten je nasledné rozpustén v 1 ml 1M kyseliny mraven¢i a nanesen na aktivovanou
SPE kolonku Oasis MCX (aktivace promytim 5 ml metanolu a nésledné s 5 ml 1M
kyseliny mraven¢i). Po prokapani vzorku se kolonka promyje znovu 5 ml 1 M kyseliny
mravencia poté se pod kolonku umisti ¢isté zkumavky a kolonky se promyji 5 ml 100%
metanolem, eluent obsahujici extrahovanou kyselinu abscisovou se ve zkumavkach
odpati do sucha pomoci vakuové odparky SpeedVac prfi teploté 40 °C. Odparek je
pred samotnou analyzou rozpus$tén v 50 pl 10% acetonitrilu a centrifugovan pri
15 000 g po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C. Supernatant je nasledné prenesen do
vialky a ptipraven k analyze pomoci HPLC-MS.

Postup a nastaveni parametr pro HPLC-MS jsou velmi specifické a mohou se
odliSovat dle pouzitého pristroje. Pro konkrétni ptistroj by mély byt parametry
optimalizované experimentdlné. Déle jsou proto uvedeny pouze obecné pokyny,
vychazejici z konkrétniho nastaveni pfistroje pouzitého pfi vzniku metodiky. Do
HPLC se vstiikne alikvotni ¢ast, tj. 1/2 z extraktu pripraveného ze 100 mg Cerstvé
hmotnosti nebo 1/10 z extraktu pripraveného z 1 g cerstvé hmotnosti. Podminky
HPLC: mobilni faze: smés A: 5mM kyselina octova ve vodé a B: 5mM kyselina
octova v acetonitrilu. Program gradient: od 10% - 50% B za 20 min pfi pritoku
0,25 ml.min-1; Vyplachnout kolonu 100% B po dobu 5 minut a ekvilibrovat na
pocate¢ni podminky po dobu 10 minut.



SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Komplexné zpracovana metodika pro vyzkum sucha u ovocnych plodin
pomoci modernich biotechnologickych postupit nebyla v Ceské republice
doposud publikovana. Inovativnost predlozené metodiky spociva ve vyuziti
biotechnologickych a analytickych metod, které umoznuji testovani vychoziho
materidlu v kontrolovaném laboratornim prostfedi. Metodika prehledné
a souhrnné popisuje vSechny postupy, které lze vyuzit ke stanoveni odolnosti
ovocnych druh@t vac¢i suchu v laboratornich podminkach. Vyuziti kultivace
explantati v in vitro podminkach, simulace stresovych podminek a naslednd
celistvd analyza vnéj$ich i vnitinich reakci testovaného materidlu na stres
suchem umoznuje rychlé a plosné testovani odolnosti ovocnych druhi k suchu.
Pravé pro svou rychlost, jednoduchost a komplexnost sledovanych parametrt
je predkladand metoda vhodnd k primarnimu screeningu a selekci odrid
ovocnych druhi odolnych viici nedostatku vody. Na vysledky ziskané na zékladé
laboratorniho testovani je nezbytné navazat sledovanim odolnosti vhodnych odrad
v polnich podminkach, které jsou casové i technicky naro¢né, proto je vhodna
prvotni selekce odolnych odrid jiz v laboratornich podminkach.

POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika laboratorni metody pro predikci tolerance ovocnych plodin na sucho
miZe byt vyuzita pro rychly screening testovaného materidlu. Pfredkladanou metodu
Ize aplikovat nejen na ovocné druhy, na kterych byla zhotovena, ale s minimalnimi
upravami i na celé spektrum rostlinnych druha. Mezi potencialni uzivatele metodiky
patfi tedy vSechna pracovisté, kde je rostlinny materidl mnozen pomoci in vitro
kultur a pracovisté s analytickym zdzemim. V mnoha piipadech se miize jednat
ojedno a to samé vyzkumné pracovisté, ptipadné lze vyuzit spoluprace mezi riznymi
pracovisti ve smyslu kultivace rostlinného materialu na jednom pracovisti a analyzy
vybranych parametrti druhym pracovistém. Metodika nabizi nastroje pro sledovani
mnoha vnitinich a vnéj$ich projevii vyvolanych v rostlinich v dasledku sucha.
V predklddané metodice jsou projevy ovocnych druht vyhodnocovany na zakladé
mnoha morfologickych, fyziologickych a biochemickych parametrii. Tento obsahly
komplex testl 1ze upravovat dle moznosti potencialniho uzivatele metodiky a neni
nezbytné pro ucely rutinniho prvotniho testovani obsdhnout vechny sledované
parametry. Nicméné, ¢im vice testli potencialni uzivatel obsahne, tim presnéjsich
a spolehlivéjsich zavért dosdhne.

Metodika byla testovana na péti odridach jabloni ("Car Alexander’, ‘Fragrance’
‘Idared’, ‘Malinové holovouské” a ‘Rubinstep’), ctyfech odridach tiesni
(‘Kastanka’, "Napoleonova’, 'Regina’, "Sunburst’) a jedné tfesnové podnozi
(P-HL-C). Na zdkladé ziskanych dat je mozné predbézné sestavit orientacni poradi
vybranych odriid vzhledem k jejich schopnosti odolévat stresu suchem. U jabloni
vysledky naznacuji nejvy$si miru tolerance u odridy "Malinové holovouské” a dalsi
odrtidy v poradi s klesajici mirou tolerance jsou ‘Fragrance’, 'Car Alexander’,



‘Rubinstep” a ‘Idared’. U tfesni bylo predbézné poradi sestaveno nasledovné:
"Napoleonova’, ‘Regina’, 'Kastanka’, podnoz P-HL-C a Sunburst (fazeno od

evyvr

EKONOMICKE ASPEKTY

Pomoci modernich biotechnologickych a analytickych technik, jako je kultivace
rostlin in vitro, spektrofotometrie nebo hmotnostni spektrometrie, 1ze komplexné
sledovat vliv sucha na testované rostliny z morfologického, fyziologického
a biochemického hlediska. Vyuziti laboratornich podminek a kultivace materialu
in vitro umoznuje na malé plose pripravit velké mnozstvi rostlinného materialu.
Analytické metody a metody hodnoceni jednotlivych parametrti jsou zvoleny tak,
aby v jednom vzorku bylo mozné analyzovat a sledovat vice parametrt, coZ vyrazné
ptispiva ke zrychleni, zpfesnéni a zlevnéni této metody. Dalsi vyhodou vyuziti in
vitro kultur k predikei tolerance sucha je stalost kontrolovaného prostredi, kterd
je nezavisla na vnéjsich vlivech a stfiddni ro¢nich obdobi. Experimenty lze tedy
provadét kontinudlné po cely rok, coz ma opét za nasledek zrychleni ziskavani
potfebnych informaci. Konkrétni ekonomickd ndroc¢nost vyznamné zalezi na
aktivitach potencidlniho uzivatele a aktudlniho vybaveni jeho zazemi. Metoda lze byt
upravovana ve smyslu snizeni poc¢tu sledovanych parametra v testovanych rostlinach
za ucelem uspory finan¢nich nakladt na pofizovani analytického vybaveni. Nicméné
je nezbytné mit na védomi Ze, ¢im vice testd potencidlni uzivatel obsihne, tim

vevs

presnéjsich a spolehlivéjsich zavéra dosahne.
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