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OtuzZovani explantatii chmele vici osmotickému stresu
a chladu pro zvySeni jejich kryotolerance

Souhrn

Kryoprezervace je v souCasné dobé jednou =z nejinovativngjSich technik, ktera
umoziuje dlouhodobé uchovani genetickych zdroji rostlin. Cilem této prace bylo zjistit vliv
otuzovani osmotickym stresem, chladem a plsobeni obou stresti zaroven na proces
kryoprezervace a naslednou zivotaschopnost vzrostnych vrcholi chmele otacivého (Humulus
lupulus L.) odrad 'Zatecky polorany &ervenak', Osvaldiv klon 72 a 'Gaia'.

Chmelové rostliny byly péstovany vin vitro podminkdch na kultivaénim médiu
Murashige & Skoog (1962) se snizenym obsahem dusiku bez fytohormoni, v aseptickych
podminkach kultivacnich boxti. V praci se testoval vliv plsobeni chladu pii teploté 5 °C
a osmotického stresu, ktery byl navozen 0,7 M roztokem sacharézy pifed procesem
kryoprezervace, nebo obou faktort. Pfed samotnou kryoprezervaci byly otuzené a kontrolni
rostliny vystaveny dehydrataci nad silikagelem. Dehydratované vzrostné vrcholy byly
umistény na hlinikové pliSky a zamraZeny pfimy ponofenim do kapalného dusiku, kde byly
ponechany 60 minut a nasledné odtaty pfimym ponotfenim do sterilni destilované vody ohtaté
na teplotu 40 °C a pak vysazeny na regeneracni medium s obsahem fytohormoni.

Zivotaschopnost vzrostnych vrcholti byla hodnocena dva tydny po nasazeni vrchold
otuZena chladem u odridy 'Zateckého poloraného ervenaku', a to 83,3 % a nasledné varianta
vystavena obou stresti zaroven, a to 73,3 %. Pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie byly
sledovany charakteristiky vzrostnych vrcholti chmele pfed dehydrataci a po dehydrataci, dale
byl sledovan obsah vody vzorki a vypocitan podil zmrzlé vody. Nejvyssi obsah zmrzlé vody
byl zjistén pii ohievu u kontrolnich, neotuzenych rostlin odrtida 'Gaia' (52,7 %). Dalsi
variantou s vysokym obsahem zmrzl¢é vody byla varianta otuzend spoleCnym pusobenim
nizké teploty a sachardzy pred dehydrataci nad silikagelem u odriidy 'Zateckého poloraného
cervenaku' ve vysi 47,9 %. Z dehydratovanych variant byl zjiStén nejvyssi obsah zmrzlé vody
u varianty kontrolnich rostlin odriidy 'Zateckého poloraného &ervendku' po dehydrataci
nad silikagelem, a to 14,4 %. Dehydratované vzorky otuZené varianty spole¢nym plisobenim
nizké teploty a sachardzy mély podil krystalické vody 5.5 %, coz ptedstavuje ubytek vody
424 % (pteziti 73,3 %). Z vysledkll vyplyvé, Ze otuZovani stresem nizké teploty nebo
osmotickym plsobenim vyznamné méni termické charakteristiky vzrostnych vrcholt odrad
chmele a Zivotaschopnost po kryoprezervaci.

Kli¢ova slova: Dehydratace; Humulus lupulus L., kryoprezervace; in vitro; mrazuvzdornost;
odolnost vii¢i osmotickému stresu



Acclimatization of hop explants against osmotic stress
and low temperature to increase their cryotolerance

Summary

Cryopreservation is currently one of the most innovative techniques for the long-term
conservation of plant genetic resources. The aim of this study was to investigate the effect
of hardening by osmotic stress, cold stress and the effect of their simultaneous use
on the process of cryopreservation and subsequent viability of the growing shoot tips of hop
(Humulus lupulus L.) cultivars 'Zatecky polorany ervendk', Osvaldav klon 72 and 'Gaia'.

Hop plants were grown under in vitro conditions on Murashige & Skoog (1962)
reduced nitrogen culture medium without phytohormones, in aseptic conditions of the culture
boxes. The effect of cold treatment at 5 °C and osmotic stress induced by a 0.7 M sucrose
solution prior to the cryopreservation process, or both factors, was tested. Prior
to cryopreservation, hardy and control plants were subjected to dehydration over silica gel.
The dehydrated shoot tips were placed on aluminum plates and where then directly immersed
in liquid nitrogen, where they were left for 60 min. Thereafter, they were thawed by direct
immersion in sterile distilled water at 40 °C and then placed on a regrowth medium
containing phytohormones.

The viability of the growing shoot tips was assessed two weeks after being placed
on the regrowth medium. The highest viability after cryopreservation was shown by the cold
hardened variant of 'Zatecky polorany Gervendk', 83.3 %, followed by the variant exposed
to both stresses simultaneously, 73.3 %. Using differential scanning calorimetry,
the characteristics of the hop shoot tips before and after dehydration were monitored,
the water content of the samples was also monitored and the proportion of frozen water was
calculated. The highest frozen water content was found during heating in the control,
nonhardened lants of the cultivar 'Gaia' (52.7 %). Another variant with a high frozen water
content was the variant hardened by the combined action of low temperature and sucrose
before dehydration over silica gel in the cultivar 'Zatecky polorany &ervenak' at 47.9 %.
Of the dehydrated variants, the highest frozen water content of the control plants
of the 'Zatecky polorany Gervetidk' variant after dehydration over silica gel was found
to be 14.4 %. The dehydrated samples of the hardened variant by the combined action of low
temperature and sucrose had a crystal water content of 5.5 %, which represents a water loss
0of42.4 % (survival 73.3 %). The results indicate that hardening by low temperature stress
or the osmotic agent significantly alters the thermal characteristics of the hop varieties' peaks
and viability after cryopreservation.

Keywords: Dehydration; Humulus lupulus L.; cryopreservation; in vitro; frost resistence;
resistance to osmotic stress
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1 Uvod

Ceska republika patii mezi jedny z nejvétich producenti chmele a jako prvni zemé
na svét¢ zavedla jeho mezinarodni oznaceni. Systém znaCeni spociva v pouzivani
trojmistnych koédt pro odridy chmele a trojmistného kédu pro oznafeni zemé, oblasti
pestovani (Altova 2022). Vyznamnou roli pfi péstovani hraji klimatické a padni podminky
Ceské republiky, které ovliviiuji kvalitu chmele. Mezi nejvyznamnéjsi odridy patfi 'Zatecky
polorany Cervendk', ktery se podili na Slechténi chmele.

Genetické zdroje se bézn¢ uchovévaji na chmelnicich, kde jsou vystaveny mnoha
stresorim (biotické a abiotické stresy). Vlivem stresorti by mohlo dojit ke ztraté rostlin, tedy
i genetického materidlu. Aby se t€émto ztratam ptedeslo, jsou rostliny uchovavany v genovych
bankéch v in vitro podminkéch, nebo kryokonzervovany pomoci tekutého dusiku (Svoboda et
al. 2018).

Kryoprezervace je metoda vyuzivana k dlouhodobému uchovani materidlu. Vlivem
kapalného dusiku pii teplot€¢ -196 °C dochazi k podchlazeni vzorkii a nésledné zastaveni
veskerych Cinnosti, jako je bunécné déleni a bunéény metabolismus (Salgotra & Chauhan
2023).

Metoda je v soucasné dobé jednou z nejinovativngjSich technik, kterd umoziuje
bezpecnou a dlouhodobou ochranu rostlin, bez rizika genetickych modifikaci. Princip
Kryoprezervace je zajistit zivotaschopné rostliny po rozmrazeni. Aby nedoSlo k jejich
poskozeni, musi se z materidlu odstranit veskerd zmrazitelnd voda. K jejimu odstranéni
dochazi pomoci fyzikalni nebo osmotické dehydratace, po které nésleduje ultrarychlé
zmrazeni. Ultranizka teplota po dehydrataci zastavuje metabolické a biochemické reakce,
aby se zamezilo vzniku intracelularnich ledovych krystall, které mohou zapficinit bunéénou
smrt nebo poskodit bunééné organely béhem samotného procesu (Benelli 2021).

Uchovavani rostlinného materidlu pomoci tekutého dusiku je velmi slozitd metoda
a kazda rostlina na ni reaguje odlisné. Tato prace se zabyva kryokoprezervaci vzrostnych
vrcholi chmele otacivého (Humulus lupulus L.) a moznostmi zlepSeni samotné metody.
Na experimenty byly zvoleny odriidy chmele 'Zatecky polorany &erveniak', Osvaldiv klon 72
a odriida 'Gaia'. V pokusech byl testovan vliv stresorti, jako je chlad a osmoticky stres,
aby se prokdzalo, do jaké miry otuzeni témito stresory je ovlivnén proces samotné
kryoprezervace. Experiment vznikl na zaklad€ problémt Zivotaschopnosti vzrostnych vrchola
po kryoprezervaci, proto bylo nezbytné projit kazdou fazi postupu a na zaklad¢ vysledka
navrhnou mozné zmény zlepSeni metody.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této prace bylo zhodnotit dosavadni postup pii kryoprezervaci, vyhodnotit
jednotlivé kroky standardné pouzivané metody a na zaklad¢ vysledkli navrhnout mozna
zlepSeni. Vysledky by mohly pozitivné ovlivnit Zivotaschopnost vzrostnych vrcholll nebo
naopak prokazat, ze vlivem osmotického stresu nebo stresu z chladu dochazi k poSkozeni
rostlin, tudiz stavajici metoda nemusi byt pro rostliny optimalni.

Dil¢i cile této prace:
e Sledovani vzrostnych vrchold, vysazenych na regeneracni médium, po kryoprezervaci
a zhodnotit Zivotaschopnost na zakladé¢ chlorofylu.
e Pomoci ptistroje DSC (diferen¢ni skenovaci kalorimetrie) stanovit obsah vody pied
a po dehydrataci, sledovat termodynamické vlastnosti vzorkd.

Hypotézy:

e Explantaty chmele lze otuzit pomoci osmotického stresu pro zvySeni jejich
kryotolerance;

e Explantaty chmele lze otuzit pasobenim nizké teploty pro zvySeni jejich
kryotolerance;

e Explantaty chmele 1ze kombinovanym ptisobenim osmotického stresu a nizké teploty
otuzit vii¢i piisobeni kryogennich teplot.



3 Literarni reSerse
3.1 Chmel otacivy

Z taxonomického hlediska tfadime rod chmel (Humulus) do celedi konopovité
(Cannabaceae) (Alonso-Esteban et al. 2019) a od roku 2003 patii do fadu rtizotvaré (Rosales)
(Kobus-Cisowska 2019). Mezi dalsi druhy rodu Humulus patii H. yunnanensis Hu
a H. japonicus Siebold & Zucc. Viechny tfi Ize nalézt v Cing, ktera je povaZovana za ptivodni
oblast (Alonso—Esteban et al. 2019). V soucasné dob¢ se chmel otacivy vyskytuje v mirnych
oblastech po celém svéts. V Ceské republice se péstuje ve tiech lokalitach (Zatecka, Ustdcka
a Trsickd), o celkové rozloze 4 927 hektari (Altova 2022). Pro komercni vyuziti jsou
pestovany samici rostliny (De Souza et al. 2021), samc¢i jsou z chmelnic fyzicky
odstranovany, aby nedochdzelo k nezddoucimu opyleni (Harrison 1971).

Chmel je dvoudoma vytrvald rostlina, kterd dospiva po prvnich tfech letech a zlstava
produktivni na jednom stanovisti po dobu 20-25 let (Amoriello 2019). Chmel otacivy
(Humulus lupulus L1.) je z cytologického hlediska diploidni organismus (2n = 20)
s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy, coz ptedstavuje u samifich rostlin XX
a u samc¢ich XY (Danilova & Karlov 2006; Grabowska-Joachimiak et al. 2006). Dvoudoma
povaha znamena oddéleni samcich a samicich pohlavnich organti na jednotlivych rostlinach
(Haunold et al. 1993).

V nadzemni ¢asti rostlin chmele vznikaji postupné dvé organové soustavy vegetativni
a generativni. Tyto organové soustavy se lisi od sebe funkci a morfologickou stavbou organi
(Rybacek et al. 2020). Hlavni funkci vegetativnich organi (stonky a listy) je vytvaret
organické latky béhem fotosyntézy a nasledujicich pochodi.

Generativni organy jsou urcené¢ k vytvareni zivotaschopnych semen v chmelovych
plodech. U kulturnich rostlin pro Slechtitelské tcely je tato funkce potlacena izolaci samcich
rostlin od samicich, diky tomu se zabrani nechténému oplodnéni samicich porosti planymi
samcimi rostlinami (Revilla & Martinez 2002).

Z uzlin révy (nodu) a pazochii vyruastaji listy (folia), které rostou po dvou vstiicné
proti sobé. Misto, odkud vyrustaji, urcuje jejich rozdéleni. Pokud listy vyriistaji z pazochii,
tak je nazyvame pazochové a pokud z révy, tak jsou to listy révové. Listy jsou fapikaté
a mladé maji, oproti starSim, siln¢ zfasené listové Cepele. PIné vyvinuté listy maji Cepele
pouze mirné zprohybané a horni strana listu byva tmavsi nez spodni.

Podle bohaté rozvétvené laty se da poznat samci kvétenstvi. Kvéty maji v praméru
5 - 6 mm po rozkvétu a vyrlstaji na kratkych stopkach. Tyto kvéty tvofi 5 korunnich platka,
5 ty¢inek a prasniky, ve kterych se vytvafi jemny Zluty pyl. Na korunnich platcich se tvofi
také lupulinové zlazky (Kosai 2000; Snobl 2004).

Samici kvétenstvi je oproti tomu sloZzeno z 20 - 60 kvitki, které jsou osdzeny
na mnohokrat zlomeném vieténku. Toto vieténko tvofi osu celého kvétenstvi a na kazdém
zalomeném se obvykle vytvaii Ctyfi kvitky.

Rovnou na semenik piisedaji dvé nitkovité blizny, u kterych schéazeji ¢nélky. Blizny
jsou spojeny pouze u mikropyle, jinak jsou volné. Jejich povrch je pokryt dlouhymi papilami,
které slouzi k zachyceni pylu ze vzduchu. Blizny maji bélavé zbarveni. V dobé odumirani


https://link.springer.com/article/10.1007/s12231-021-09528-1

rychle hnédnou a ztraceji schopnost ptijimat pyl. V této fazi konci proces kvétenstvi a nastava
stav plodenstvi (Rybacek et al. 2020).

Plodenstvi u chmelovych rostlin tvoii hlavky, které jsou jednou z nejvyznamnéjSich
surovin pro vyrobu piva a davaji mu jeho typickou hotkou chut' (Rybacek et al. 2020).
Chmelové hlavky obsahuji pryskyfice, éterické oleje, bilkoviny, polyfenoly, lipidy, vosky
a celulézu (Kobus-Cisowska 2019). Jejich nejcennéj$i soucasti je lupulin. Je to odborné
oznaceni pro mnohobunécéné lupulinové zlazky, které se tvoii z bunék pokozky (epidermis).
Maji pohérovity az kulovity tvar. Uvnitf se nachazi exkret, ktery obsahuje silice, pryskyfice
a zpusobuje zluté zbarveni lupulinu. Tento exkret se vytvari ve vSech ¢astech hlavky, nejvice
v$ak na listenech (Hampton et al. 2001).

Pro zasobovani Zzivinami nadzemnich orgénl je nepostradatelny silny kotfenovy
systém, ktery je pro rostliny chmele typicky. Dospélé rostliny maji kolem 8 - 12 mohutné
rozvétvenych hlavnich kofenl, které se vyvijeji na bazi zkraceného oddenku (babka).
Zivotnost chmelové babky udava zarovei i Zivotnost rostliny.

Vyvoj kotenového systému znacn€ ovliviiuji pidni podminky a charakteristika
pudniho profilu. Chmelové kofeny rostou do velké hloubky, ale zna¢na ¢ast se rozriista
v hloubce do hloubky 1,6 m (Rybacek et al. 2020).

Uspésné péstovani chmele vyzaduje optimalni riistové podminky, zejména délku
denniho svétla, letni teplotu, rocni srazky a urodnost pidy. V externich podminkach jsou
rostliny vystaveny mnoha stresorim, které mohou zplsobit ztratu genetického materialu.
Aby se piedeslo ztratdm vzacnych odriid nebo genetického materialu vlivem téchto stresord,
jsou rostliny uchovany v genovych bankach v in vitro podminkach, nebo kryoprezervovany
pomoci tekutého dusiku (Svoboda et al. 2018).

3.2 Stres

3.2.1 Obecna charakteristika

Ke stresu rostlin dochazi v ptipad¢, ze podminky prostiedi nejsou vhodné k ristu
a odhaduje se, ze jejich vlivem muze dojit k velké ztraté vynosu (Zhang et al. 2020).
Ve vétsing piipadl nepiedstavuje stres staly stav, jedna se spise o dynamicky komplex mnoha
reakci (Jones et al. 2008). Stresory se méni v disledku ro¢niho obdobi, mohou se opakovat,
nasobit nebo piisobit dlouhodobé. Rostliny neustdle ovliviluje ptisobeni abiotickych nebo
biotickych faktorti viz obrdzek 1. Pokud pisobi stresovych faktorti vétsi pocet najednou,
zvySuje se 1 stradani rostliny (Schulze et al. 2005).
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Obrazek 1 Biotické a abiotické faktory prostiedi, které zpilisobuji stres u rostlin
(Schulze et al. 2005).

Obrazek 1 znazornuje zakladni rozdéleni biotickych a abiotickych faktorli, které
mohou u rostlin vyvolat stres. Na zdklad¢ obrazku lze tvrdit, Ze rostliny se témet nikdy
nenachdzi v optimalnich podminkach (Schulze et al. 2005). Plsobeni téchto stresori
ovlivilyje rostliny a ty na to musi reagovat. Nejbéznéjsi reakci je zpomaleni riistu a aktivace
obranné¢ho mechanismu (Lamers et al. 2020).

Reakce rostlin na stres:
e Poplachova — detekce stresu
e Restitucni — aktivace ochrannych mechanismt
e Rezistencni — vlivem aktivace ochrannych mechanism rostlina preziva
e Pfeziti nebo zahynuti.



3.2.2 Bioticky stres

Rostliny jsou nachylné k fadé biotickych stresovych podminek. Mezi nejbeznéjsi
biotické stresy patfi viry, houby, bakterie. Pokud rostlina vyciti stres, spusti soubor
molekularnich a bunécnych procestt (Lamers et al. 2020; Igbal et al. 2021), ktery nasledné
aktivuje sit’ morfologickych, fyziologickych a biochemickych mechanismt (Nejat & Mantri
2017; Saijo & Loo 2020). Aby rostliny zamezily svému thynu, maji tendenci dosahnout
rovnovahy mezi obranou reakci a biotickym stresem (Peck & Mittler 2020).

3.2.3 Abioticky stres

Abioticky stres vznika, pokud na rostlinu piisobi nedostatek nebo nadbytek fyzikalnich,
chemickych jevii. Povétrnostni jevy, extrémni vykyvy teplot, dostupnost vody pro rostlinu,
salinita pudy, to vSe mlze negativné ovlivnit jeji riist a vyvoj (Lamers et al. 2020).

Pisobenim mnoha abiotickych stresovych faktorti na rostlinu zptsobuje jeji celkové
oslabeni a zvySuje nachylnost k infekci patogenii (Amtmann et al. 2008; Goel et al. 2008;
Mittler & Blumwald 2010; Atkinson & Urwin 2012).

Mezi nejvyznamnéjsi stresory, které ovliviiuji rast a vynos plodin patii sucho a teplota.
Kombinace téchto dvou faktorti zptisobuje mnoho fyziologickych zmén (Rizhsky et al. 2002;
Prasad et al. 2011; Vile et al. 2012) jako je zpomaleni nebo zastaveni rlstu, piipadné ztraty
na vynosu (Ahmad et al. 2020). Béhem obdobi sucha dochdzi k omezeni fotosyntézy
uzavienim priduchl a tim se snizuje dostupnost CO, (Chaves et al. 2003). Tepelny stres
oproti tomu inhibuje fotosyntézu ptedevsim prostiednictvim zmén nestomatalnich znak, jako
je kapacita pienosu elektronti a aktivita Rubisco (Salvucci & Crafts-Brandner 2004). Uginky
sucha, tepelného stresu a jejich kombinace na fotosyntézu se vSak mohou liSit v zavislosti
na druhu rostliny (Way & Oren 2010; Suzuki et al. 2014).

Nadbytek soli v pid¢ snizuje ptijem vody rostlinami v disledku snizeni rozdilu mezi
vodnim potencidlem v kofenech a v pudé. Dochazi ke zvySeni osmotického tlaku a rostlina
se s nim vyrovnava podobné, jako s dehydrataci v disledku sucha. Pro udrzeni osmotické
rovnovahy a zmirnéni plisobeni abiotického stresu vylucuji rostliny osmolyty
a osmoprotektivni latky (sachardza, hexoza, cukerné alkoholy a jiné¢). Osmoprotektiva hraji
dualezitou roli v udrZzovani rovnovahy v buiice, v jeji fotosyntetické schopnosti a detoxikaci
reaktivnich forem kysliku tim, ze plisobi jako metabolické signaly ve stresovych podminkach.
Spolecné chrani rostliny tak, Ze aktivuji mnoho fyziologickych reakci, jako je posileni
integrity membrany, harmonizace enzymatické aktivity (Ahmad et al. 2020).

3.2.4 Sucho

Ve stitedomotském prostredi, charakterizovaném vysokymi teplotami po celou dobu ristu
chmele, byla prokdzana inverzni korelace mezi rustem rostlin, produktivitou a akumulaci
tepla, zejména ve vegetativnich vyvojovych fazich (Marceddu et al. 2020). Vysoké teploty
a vodni stres béhem vegetacniho obdobi trvale snizuji vynos chmelovych hldvek a obsah



hotkych kyselin v hlavkach (Srecec et al. 2004; Mozny et al. 2009; Donner et al. 2020;
ptehledné Marceddu et al. 2022).

Obecné je dobie znamo, ze hlavni ucinky stresu zptisobeného suchem na riist a vyvoj
rostlin, jsou urovany poruchami vodniho poméru a také modifikaci ucinnosti vyuzivani
vody, s velkym dopadem na relativni obsah vody v zelenych pletivech, listech vodni
potencial, osmoticky potencidl, tlakovy potencidl a rychlost transpirace (Farooq et al. 2012).
Zmény pH, ABA a koncentrace siranli v xylémovém toku byly navrzeny jako signdly sucha
na dlouhou vzdalenost také pro chmelové rostliny (Gloser et al. 2013; Korovetska et al.
2016), 1 kdyzZ stale neni jisté, jakou roli hraji tyto metabolity v reakci druhu na sucho.
Ve studii provedené Kolencem et al. (2016), reakce na stres sucha u dvou slovinskych
kultivarti chmele péstovanych v kvétinacich byla hodnocena kombinaci fyziologickych studii
a proteomické analyzy. Podle téchto zjisténi vykazovaly chmelové rostliny snizenou rychlost
transpirace a vodniho potencialu pfi snizené dostupnosti vody, doslo k poklesu fotosyntézy
v disledku stomatalniho a nestomatalniho omezeni a silnému poklesu fotosyntetickych
proteinil a proteinii energetického metabolismu, coz ovlivnilo zdatnost rostlin obecné. Také
velmi zajimavou studii provedl Eriksen et al. (2020), ktefi se zabyvali fyziologickymi rysy
a diferencidlni genovou expresi v pletivech listi, stonkil a kotenil u rostlin chmele otacivého
kultivaru ,,Cascade® vystavenych stresu vysoké teploty, vodnimu stresu a kombinaci obou.
Ve vySe uvedeném experimentu se kultivacni pokus uskutecnil v riistovych komorach, kde
plsobeni stresovych podminek bylo schopno zaptsobit podstatné zmény transkriptomu. Bylo
zjiSténo vyznamné sniZzeni exprese fady gentll, coz vedlo ke sniZzeni agronomicky dilezité
biosyntézy sekundarnich metabolitli, napi. hotkych kyselin. Jak vSak uvedli stejni autofi, jiné
studie nezjistily zddné snizeni obsahu a-kyselin pod vodnim stresem (Nakawuka et al. 2017).

Byl proveden vyzkum mechanismil a strukturalnich znaki vyplyvajicich ze stresu sucha
u chmele (Gloser et al. 2013; Korovetska et al. 2016). Cetné molekularni a metabolické studie
zjistily, Ze reakce rostlin na kombinaci stresu z horka a sucha jsou jedinecné a mély by byt
hodnoceny spise spole¢né nez individualné (Pnueli et al. 2002; Potopova et al. 2021).

3.2.4.1 Osmoticky stres

Rostliny na stres reaguji CasteCnou modulaci genové exprese, coz nakonec vede
k obnoveni bunééné homeostdzy, detoxikaci toxinli a obnoveni rlstu. Turgorismus
u rostlinnych bungk je tvoten silou bunééné expanze a vody.

Vegetativni riist rostlin mize probihat pouze v urcitém rozsahu stavu vody, ktery lze
meéfit pomoci volné energie molekul vody - vodniho potencidlu (yw). Vyrazné zmény
vodniho potencidlu v prostiedi mohou pro rostliny znamenat osmoticky stres, ktery naruSuje
normalni bunééné ¢innosti, nebo dokonce zplsobuje smrt rostlin. Rostliny béhem plisobeni
osmotického stresu vykazuji rozsdhlou Skalu reakci naptiklad morfologické a vyvojové
zmény (zZivotni cyklus, inhibice ristu vyhonti a posileni ristu kofent), upravy v transportu
iontll (pfijem, vytlaCovani a sekvestrace iontll) a metabolické zmény (napf. metabolismus
uhliku, syntéza kompatibilnich roztokt), (Greenway & Munns 1980; Hasegawa et al. 2000).

Cast reakci je vyvolana priméarnimi signaly osmotického stresu, zatimco jiné mohou
byt disledkem sekundarnich strest/signalti vyvolanych primarnimi. Sekundarnimi signaly
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mohou byt fytohormony [napf. kyselina abscisova (ABA), etylen], reaktivni formy kysliku
a intracelularni sekundarni poslové (napft. fosfolipidy).

Nekteré z téchto sekundarnich signdlli nemusi byt omezeny na primarni stresova
mista, jako je kofen, a jejich schopnost pfesouvat se do jinych ¢asti rostliny pfispiva
ke koordinaci reakci celé rostliny na stresové podminky. Naptiklad pfi stresu suchem muze
ABA odvozena z kofenli stoupat s transpiracnimi toky a regulovat otevirani stomat v listech
(Davies & Zhang 1991). Reaktivni formy kysliku jsou v rostlinach také mobilni (Alvarez et
al. 1998; Karpinski et al. 1999; Lopez-Huertas et al. 2000). Reakce rostlin jsou obecné trojiho
druhu, tj. udrZzeni homeostazy, detoxikace skodlivych prvkii a obnoveni rastu (Xiong & Zhu
2002).

Osmotické ptizptisobeni (OA — osmotic adjustment) je ¢isté zvySeni mezibunécnych
rozpusténych latek v reakci na vodni stres, které umoziuje zachovat turgor pfi niz§im vodnim
potencialu. OA byla povazovana za primarni mechanismus adaptace rostliny na sucho,
protoze podporuje metabolickou aktivitu tkan¢ a umoznuje regeneraci, ale mezi genotypy
se znaéné lisi. Uginnost rostlin v suchych podminkach byla spojena s OA u mnoha druh,
jako je cirok, pSenice a olejna brukev. Vysoké hladiny iontd mohou kriticky inhibovat
cytosolové enzymy rostlinnych bunék. B€hem osmotické tpravy se zda, ze akumulace ionti
je omezena na vakuoly, kde jsou ionty drzeny mimo kontakt s cytosolem nebo subcelularnimi
organelami. Vzhledem k této kompartmentaci iontd se musi v cytoplazmé sestavit dalsi
rozpus$téné latky, jako je cukerny alkohol, aminokyselina, prolin, aby se zachovala rovnovaha
vodniho potencidlu buiiky (Yadav 2020).

Protokoly kryoprezervace jsou zaloZzeny na postupech, které se obvykle vyvijeji
empiricky pomoci strategii specifickych pro urcité rostliny, s cilem zvysit pieziti a regeneraci
rostlin po skladovani v kapalném dusiku. Teorie kryoprezervace zahrnuje n¢kolik vzéjemné
propojenych disciplin od fyziologickych po kryofyzikalni. Stav vody a kryoprotekce jsou
nejvlivnéjsimi determinanty preziti v kombinaci s fyziologickym stavem rostlin. Teoretické
porozuméni kryobiologie pomize optimalizovat zptsoby skladovani rostlin a zlepsit
dlouhodobé uchovani jejich sbirek rostlin ve stabilnim kryogennim stavu. Voda, biologické
rozpoustédlo pfirody, ma velky vliv na uréovani pteziti po vystaveni kapalnému dusiku (LN).
Pro svou malou velikost je H,O komplexni, anomélni molekula se specialnimi vlastnostmi,
bez kterych by existence Zivota nebyla mozna
Kryogenni skladovani zcela bez ledu je nejnovéjsSim piistupem ke kryokonzervaci rostlin
(Benson 2004; Fuller et al. 2004, Lin et al. 2023). Klicem k vyvoji strategii kryoprotektivni
vitrifikace je zvySeni viskozity bunék do bodu, kdy je inhibovana tvorba ledu a voda
zesklovati pfi vystaveni kryogennim teplotam.

Zvyseni viskozity bunék je dosaZeno pomoci dvou hlavnich piistupii:
- Ptidani kryoprotektivnich latek ve velmi vysokych koncentracich.
- Odstranovani vody odpafovanim a osmotickou dehydrataci.

V praxi mnoho protokolll vitrifikace rostlin integruje oboji. Vitrifikace dosaZena
pouzitim aditiv miZe mit za nésledek toxicitu kryoprotektiva, osmotické poskozeni (u latek,
které nepronikaji) a komplikace pfi odtavani.



V ptipad¢ dehydratacnich procest, kde se voda odstraniuje osmotickou dehydrataci
a/nebo odparovacimi prostfedky (suSeni na vzduchu nebo susici Cinidla, jako je silikagel),
existuje dal$i problém citlivosti na vysouSeni. Vyhodné je pouziti smési raznych ptisad (Fahy
1986; Fahy et al. 2021). To snizuje toxicitu jakékoli jednotlivé piisady, omezuje dopady
extrémniho vysychani odpafovanim a pomdhd stabilizovat vytvofend skla. Doporucuje
se pouzivat smési penetrujicich a nepenetrujicich kryoprotektanti (Fahy et al. 1984). VétSina
vitrifikacnich roztoki aplikovanych na rostliny obsahuje smés penetrujicich a nepenetrujicich
kryoprotektanti.

Molekuly obalené vodou jsou hydrofilni; zatimco ty, které vodu odpuzuji, jsou
hydrofobni. Organizace hydrofobnich lipidi v membranach urcuje kompartmentalizovanou
strukturu bunék. Vodni utvary jsou vysoce soudrzné a maji robustni schopnost odolévat
prasknuti diky H-vazbam. V rostlinach tyto kohezni sily podporuji integritu a pohyb vody
ve vaskularnich pletivech, jednd se o biologicka vedeni vody, ktera prostfednictvim
transpirace a povrchového vyparu dodévaji ziviny z puidy rostliné. Kvili své elektrické
povaze se voda shlukuje v ,,hydrata¢nich obalech* kolem jednotlivych iontl nebo molekul,
to specifikuje stav hydratace, po€et molekul H>O spojenych s rozpusSténymi latkami. Voda tak
udrzuje rozpusténé latky v tekutém stavu. Vztah mezi vodou a rozpusténymi latkami definuje
koligativni vlastnosti systému a konkrétné koncentraci rozpusténych latek v buiice.

Naproti tomu osmotické vlastnosti systému jsou definovany pratokem rozpoustédla
pfes semipermeabilni membranu, ktera umozituje prichod rozpoustédla, ale ne rozpusténych
latek. Osmoticky tlak je tlak, ktery musi byt aplikovan na roztok, aby se zabranilo toku
rozpoustédla pfes semipermeabilni membranu. Roztoky separované timto zpiisobem musi byt
v rovnovaze s ohledem na jejich molekuldrni koncentraci. Voda tece ze slabsiho do silnéjSiho
roztoku: kdyZ jsou ekvilibrovany, roztoky se nazyvaji izotonické. Tonicita méfi, do jaké miry
koncentrovany roztok zpusobuje pohyb vody dovnitf nebo ven z bun¢k. Roztoky, které
zpusobuji bobtnani buné€k, jsou hypotonické, protoze roztok ma nizs§i obsah rozpusténych
latek nez buiika (Fuller et al. 2004).

Bunééné zvétSeni objemu zplusobené hypotonickymi roztoky vytvaii u rostlin
turgorovy tlak. To je pozorovano jako expanze cytoplazmy a tlaceni plazmatické membrany
proti tuhé bunécné sténé€. Tento proces je ovlivnén zvétSenim centralni vakuoly, kterd ziskava
vodu. Na rozdil od zivocisSnych bunc¢k hypotonické rostlinné burky obvykle neprasknou,
protoze bunéfna sténa tento tlak vydrzi. Turgorovy tlak je u rostlin strukturalné dilezity,
protoze je udrzuje ve vzpiimeném stavu a jeho piisobeni na sténu bunécnou je zdkladem
dlouzivého rastu rostlin.

Roztoky, které¢ zpusobuji smrstovani bunék, jsou hypertonické; maji vyssi hladinu
rozpusténych latek nez buiika. Kdyz je rostlinna buiika umisténa v hypertonickém roztoku,
plazmatickd membrana odchlipi z bunécné stény. Voda ma jedinecné fyzikalné-chemické
vlastnosti nezbytné pro bunécné zivotni funkce. Zmény v objemu a vazbé vody ji stavi
do ustiedni role v uspesné kryokonzervaci a stabilit¢ skladovani materidlu (Fuller et al. 2004).

Nukleace ledu
Osmotika také oddaluji ledovou nukleaci vody. S vyss§i koncentraci roztoku, niz§im
osmotickym potencialem klesa teplota nukleace ledu. Pro po¢atecni nukleaci ledu maji ledové
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krystaly schopnost rist do slozitych shlukii tvoficich sité, které mohou exponencidlné rust,
jak se stale vice molekul vody ucastni komplexnich vzajemnych zarovnani. Dusledky
jak extracelularni, tak intracelularni nukleace ledu byly diskutovany Muldrew et al. (2004)
a Mazur (2010). Nukleace ledu ovliviiuje jeho strukturdlni, osmoticka a koligativni integritu
bunek zpusobujici fyzické a mechanické poskozeni. Koligativni poskozeni vyplyva
z nadmérnych koncentraci rozpusténych latek, které ohroZuji bunéénou funkei.

V  kryokonzervovanych rostlinich je dynamika dvou faktori zapojenych
do kryoposkozeni zmiriovédna rozdily ve schopnosti intracelularnich a extracelularnich slozek
iniciovat ledové krystaly. K zamrznuti dochazi vétSinou tehdy, kdyz je to energeticky
rychlych mrazii se led tvoii pfednostné extracelularné. V tomto piipadé se vytvoii deficit mezi
castecné zmrzlym vnéjskem bunky a nezmrzlym vnittkem a molekuly vody migruji ven,
aby se nastolila osmoticka rovnovaha.

Osmoticky gradient a umozni iniciaci embryonalniho ledového krystalu. VSeobecné
se ma za to, ze voda zamrzé pii 0 °C, coz se stava jen ziidka. V nepfitomnosti nuklea¢nich
jader, které umoznuji spojeni molekul H- O, propustnost plazmatické membrany také
ovliviiuje pohyb vody prostfednictvim difize a prichodu molekul vody ptes pory akvaporinu
(Tyerman et al. 2002).

Po pocatecni nukleaci ledu maji ledové krystaly schopnost riist do slozitych shluka
tvoficich site, které se mohou exponencidlné zvétSovat, jak se stale vice molekul vody tcastni
komplexnich vzdjemnych vazeb. Dlsledky jak extraceluldrni, tak intracelularni nukleace ledu
byly diskutovany ve studiich Muldrew et al. (2004) & Mazur (2004). Nukleace ledu ovliviiuje
strukturalni, osmotickd a koligativni integrita bun€k zpusobujici fyzické a mechanické
poskozeni. Koligativni poSkozeni vyplyva z nadmérnych koncentraci rozpusténych latek,
které ohrozuji bunéénou funkei (Taylor et al. 2006).

Obecné zplsoby chlazeni s fizenou rychlosti zahrnuji sekvenci manipulaci, kterymi
je vzorek predkultivovan nebo aklimatizovan a poté chranén proti mrazu. Obvykle je DMSO
hlavni penetraéni koligativni kryoprotektant a miize byt kombinovan s nepenetrujicimi
osmoticky aktivnimi pfisadami, jako jsou cukry nebo polyethylenglykol. Vzorky jsou
vystaveny specifické rychlosti ochlazovani (rozsah —0,1 az 5 °C-min™"), které se obvykle
nazyva nabézna rampa, béhem niz muize byt naprogramovan nahly pokles teploty, aby byl
vyvoléan proces extracelularni mrznuti vody a byly tak zahajeny exotermicka reakce.

Penetrujici / nepenetrujici kryoprotektanty

Era kryobankovnictvi zadala s ndhodnym a milnikovym objevem Polgeho et al.
(1949), ze glycerol chrani pta¢i spermie pied zmrazenim. Po tomto pralomu zkoumal
kryobiologicky vyzkum savcl a zdravotnikii, zptisob pusobeni kryoprotektanti z hlediska
koligativni teorie (Meryman & Williams 1985). V Lovelockoveé klicové studii doslo
k poskozeni cervenych krvinek, kdyz byla piekroCena kriticka koncentrace aplikované
extracelularni soli, nezavisle na aplikovaném glycerolu nebo teplot€¢ mrazu potiebné
k dosazeni kritické koncentrace soli. To bylo interpretovéano tak, ze glycerol pronikd do bunky
a na koligativnim zaklad¢ snizuje mnozstvi ledu vytvofeného pii jakékoli teploté.
To znamena, ze plisobi jako nemrznouci smés sniZzenim koncentrace extracelularni soli a vody
ztracené v disledku osmozy. Buiika je chranéna proti dosaZzeni minimalniho letdlniho objemu
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bun¢k s dalsi vyhodou snizeni teploty, pii které skutecné nastdva zmrazeni. Koligativni
vlastnost roztoku zavisi pouze na poméru poctu c¢astic rozpusténé latky a rozpoustédla
v roztoku, nikoli na identité rozpusténé latky.

Hladina vody, kterou je tfeba zmrazit, aby se dosahlo osmotické rovnovahy, je tedy
mnohem niz§i a rozsah dehydratace, ke které v bunice dochazi, je 1épe tolerovan (Meryman
& Williams 1985). Existuje dal§i ochranna vyhoda v tom, Ze k tomu dochdzi pii nizsi teploté,
protoZze aditivum snizuje bod tuhnuti. NejbéZnéjSimi koligativnimi (penetrujicimi)
kryoprotektivy pouzivanymi pii kryokonzervaci rostlin jsou glycerol, dimethylsulfoxid
(DMSO), methanol (n€kdy ethanol) a glykoly s men§i molekulovou hmotnosti.

Teorie koligativni kryoprotekce ma dva zakladni atributy:

1. Kryoprotektiva musi byt schopna proniknout do bunky, jinak zptsobi osmotickou
dehydrataci a zplisobi prave to zranéni, proti kterému se pouzivaji.

2. Kryoprotektiva musi byt netoxicka pro buiitku v koncentracich pozadovanych pro jejich
ucinnost. Penetrani kryoprotektiva pfispivaji k celkové osmolalité¢ buiiky. Koligativni
ptisada, jako je glycerol, zvySuje pocatecni osmolalitu bunky pfed zahdjenim procesu
zmrazovani.

3.2.4.2 Chlad

Extrémni teploty jako je nizka teplota nebo chlad, jsou povazovany za jeden
z nejvyznamnéjSich abiotickych stresort, které mohou omezovat rast a vyvoj rostlin. Tento
stres ovliviluje vynos a fyziologii rostlin, zvlasté¢ u citlivych na chlad nebo vymrzéani
(Banerjee & Roychoudhury 2019). V poslednich letech bylo dosazeno vyznamného pokroku
v chapani, jak rostliny vnimaji stres a prenaseji studené signaly (Guo et al. 2018; Ding et al.
2020). Pomoci studeného signalu rostliny zacnou vnimat teplotni vykyvy zménou tekutosti
membrany a preskupenim cytoskeletu, nésledné ptilivem vapniku, ktery spusti dalsi reakce
(Guo et al. 2018; Ding et al. 2019).

Rostliny si vyvinuly mechanismus pro zvysSeni tolerance vi¢i mrazu béhem
vystaveni obdobi nizkym, ale nemrznoucim teplotdm (chladova aklimatizace). B&hem
aklimatizace si rostliny vyvinou mechanismy, aby minimalizovali §kody ptsobenim nizkych
teplot.

Chladovy stres lze klasifikovat jako vystaveni rostlin chladem (0 — 15 °C) a mrazem
(<0 °C). Rostliny pochazejici z mirnych oblasti, jako Spenat vykazuji rizné stupné tolerance
vic¢i chladu. Na druhou stranu rostliny tropického a subtropického plivodu jsou citlivé
na chlad a postradaji mechanismus chladové aklimatizace (Mirua & Furumoto 2013).

Schopnost mrazuvzdornych rostlin spocivd v aklimatizaci na chladné teploty
a deaklimatizaci béhem teplého obdobi. Tyto vlastnosti jsou pro rostliny nezbytné na pieziti
béhem zimniho obdobi. V mirnych oblastech muze vyvolat stres mrazem aklimatizaci
na chlad a tim i zvySeni mrazuvdornosti rostliny. Tolerance rostlin k zamrznuti zavisi pfimo
na schopnosti potlacit tvorbu ledovych krystalii v buiikach (Kalberer et al. 2006).

Chladovy stres zplsobuje poSkozeni rostlin zménami ve struktufe membrany
a snizenim protoplazmatického proudéni, unikem elektrolytd a plazmolyzou, coz vede
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k poskozeni bunék. Metabolismus bunck je poskozen zvySenim nebo snizenim rychlosti
dychani a v zavislosti na intenzit¢ stresu dochazi k syntéze abnormalnich metaboliti
v dtsledku abnormaélniho anaerobniho dychani. V dusledku poskozeni bunék a zménéného
metabolismu dochazi ke snizeni ristu rostlin, vnitini zméné barvy (zhnédnuti cév), zvysené
nachylnosti k rozkladu a také ke smrti rostliny (Yadav 2020).

Rostliny pouzivaji riizné strategie, aby se vyrovnali se stresovymi podminkami,
integruji rizné fyziologické, metabolické a molekuldrni adaptace. Tyto metody nejprve
vytvareji modifikace, které rostlinu chrani, a poté¢ nasleduje aklimatizace na chlad, kterad
zvySuje preZiti rostlin pfi chladovém stresu. Chladovy stres sniZuje riist a vyvoj rostlin, které
ovlivituji fyzikalni a chemickou strukturu bunééné membrany, zptusobuji unik elektrolyti
a omezuji protoplazmatické proudéni a zmeény v metabolismu bunky. Dalsi reakce chladu
zahrnuji zmény syntézy nukleovych kyselin a proteinli, rovnovahy vody a zivin, afinity
a konformace enzymti a nedostatky ve fotosyntéze, konkrétné snizeni regulace a poskozeni
fotosystému II.

V poslednich letech se cCesSti péstitelé chmele potykali s mnoha problémy jako
nadvyrobou, vyraznym suchem nebo extrémnimi mrazy v roce 2012 a také povodnémi v roce
2013. Z klimatickych ¢initelt ovliviiuji rist a vyvoj chmele piedevsim teplo, svétlo, vldha
a proudéni vzduchu. Chmel zac¢ina rist pfi 4 °C a normalné roste pii teplot¢ 9 — 11 °C.
Za vegetace nema byt velky rozdil mezi dennimi a no¢nimi teplotami. Pozdni mrazy brzdi
vyvoj chmele, pii poklesu teploty pod — 5 °C dochazi k poskozeni mladych listt.

Optimalizace systému tkanovych kultur pro in vitro skladovani genetickych zdrojt
chmele pochdzejici z meristémové kultury. Z testovanych teplotnich variant 25/20 °C,
15/10 °C a 5+2 °C byla vybrana varianta kultivace pti 5+2°C jako optimalni pro zpomaleni
rustu in vitro kultur rostlin chmele pro sttednédobé uchovani rostlin (Faragé et al. 2009). Jako
optimalni teplota pro stfednédobé skladovani chmele v in vitro v jiném experimentu (Reed et
al. 2003) byla oznacena teplota 4 °C s 12hodinovou fotoperiodou a velmi nizkym zéafenim
(3 umol m?s ™). Tyto experimentalné zji§téné teploty jsou velmi blizké teploté 4 °C, pii které
se zastavuje rast rostlin.

3.3 Invitro

Pocatky studia rostlinnych bunék a tkadnovych kultur in vitro sahaji do roku 1902, kdy
Gottlieb Haberland ptedstavil hypotézu "totipotence", podle niZ méa kazda buika veskerou
genetickou informaci potfebnou k vytvofeni dokonalé rostliny (Haberlandt 2003; Fehér
2019). Diferencované bunky rostlin jsou podle této hypotézy schopny znovu vstoupit
do bunééného cyklu, mnozit se, regenerovat tkdné, orgdny, a dokonce se stat kompletni
rostlinou (Fehér 2019).

Systém tkanovych kultur umoziiuje péstovani celych rostlin, organti, tkdni nebo bunék
za kontrolovanych aseptickych podminek v laboratofi. Principem tkanovych kultur je dodat
rostlinam vsechny Ziviny, energii a vodu nezbytnou pro riist. Rizené podminky laboratoie
poskytuji nastaveni optimalni teploty a svétla pro péstovani rostlin. Rust rostlin miize byt
ovlivnén fadou véci, jako jsou napiiklad regulatory rastu (pfirodni nebo syntetické
fytohormony). Pro Uspé$né uchovani v in vitro je nezbytné mnozeni geneticky stabilnich
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rostlin. V soucasné¢ dob¢ se kultivacni techniky in vitro staly nepostradatelné pro produkci
rostlin prostych chorob, rychlé mnozeni vzacnych rostlinnych genotypli a pfenos genomu
rostlin (Debnath et al. 2006; Altpeter et al. 2016).

Metoda in vitro ma dva mozné zpisoby regenerace a to organogenezi nebo somatickou
embryogenezy. Oba zplsoby se tykaji morfogenetickych procest, které mohou byt iniciovany
pfimo nemeristemickymi explantaty organd a tkani nebo nepfimo tvorbou nediferencované
tkané. Organogeneze se tyka tvorby unipolarnich struktur (vyhonky, kofeny), které mohou
vzniknout piimo z diferencovanych ndhodnych meristémi nebo piimo z kalusu. Somaticka
embryogeneze je tvorba bipolarnich struktur (somatickych embryi), podobnych organogenezi,
iniciovand pfimo z explantati nebo nepiimo zalozenim kalusu (George 1996; Oseni et al.
2018). Metoda in vitro se vyuziva z hlediska mnozZeni materidlu, nebo na dlouhodobé
uchovani genetickych zdrojl (kryoprezervace).

Obrazek 2 Rostliny chmele uchovavané v in vitro podminkach (autor prace)

Na obrazku 2 jsou znazornény rostliny chmele otac¢ivého (Humulus lupulus L.) odrida
'Zatecky polorany &ervetiak', uchovavany v aseptickych podminkach in vitro. Rostliny jsou
péstovany v kratkych sklenénych zkumavkach (12 cm) s 5 ml média. Stafi chmelovych rostlin
je Sest tydnti.
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Kryoprezervace genetickych zdroji rostlin

Kryoprezervace je metoda zalozena na ochlazovani rostlinného materialu (buiky,
tkané, organy) v kapalném dusiku pfi teplot¢ -196 °C. Metoda je vyuzivana z hlediska
dlouhodobého uchovévani, protoze dochézi k zastaveni veskerych ¢innosti jako je bunécné
déleni a bunéény metabolismus (Salgotra & Chauhan 2023). Nevhodné postupy
kryoprezervace mohou vést k tomu, Ze zZivotaschopné vrcholy vyvinou kalusy a tim vést
ke genetickym zménam (Harding & Staines 2001). Charoensub et al. (2004) tvrdi, Ze tvorba
kalusi mize zvySit frekvenci genetickych zmén. Optimalizované podminky
pro kryokonzervaci mohou zajistit lep$i moZznosti opétovného ristu po rozmrazeni vrchold,
ukterych nedochazi ke genetickym zménam nebo jen malym (Sakai & Engelmann 2007).
Tyto genetické zmény vyvolavaji velké obavy, proto se mnoho védcli zamétilo na prevenci
kryokonzervovanych metod, aby se pfedeslo témto zméndm (Fukai & Oe 1990; Skyba et al.
2010; Matsumoto 2017). Nicmén¢ vySe uvedené studie neprokazaly vyznamné rozdily mezi
kryoprezervovanym a nekryoprezervovanymi rostlinami v optimalnich podminkach
(Hirai & Sakai 2001).

Metoda je v soucasné dob¢ jednou z nejinovativnéjSich technik a nejdostupnéjSim
biotechnologickym pfistupem, ktery umoznuje bezpecnou a dlouhodobou ochranu
biodiverzity rostlin bez rizika genetickych modifikaci. Princip metody je zajistit
zivotaschopné rostliny po rozmrazeni. Metoda kryoprezervace je zaloZena na odstranéni
veskeré zmrazitelné vody, kterd by mohla material poskodit, k tomu se vyuziva fyzikalni nebo
osmoticka dehydratace nésledovana ultrarychlym zmrazenim. Ultranizka teplota zastavuje
metabolické a biochemické reakce v buiice po dehydrataci, aby se zamezilo vzniku
bunécné organely béhem samotného procesu (Benelli 2021).

Jednu z nejvyznamngj$ich sbirek chmele na svété ma Ceska republika spolu
s Némeckem a USA (Faltus et al. 2009). V piipad¢ technik pomalého chlazeni jsou extrémné
dilezité typ a délka chladového otuzovani a pouzité kryoprotektivni ¢inidlo, stejné jako
rychlost chlazeni. Hlubsi mrazuvzdornost a zvySeny opétovny rast hrusek po kryokonzervaci
jsou zpusobeny chladovym otuzovanim se stiidavymi teplotami, které vystavuje rostlinky
mrazu (-1 °C) a krat§Sim teplym obdobim (22 °C) (Finkle & Ulrich 1979; Chang & Reed
2000; Chang & Reed 2001; Reed et al. 2003). Pro dosazeni optimdlni mrazuvzdornosti u
nekterych druhit Humulus mohou byt také zapotiebi prodlouzené chladové otuzovani se
stiidavymi teplotami v délce dvou nebo vice tydni. Uéinnost PGD jako kryoprotektiva pro
pouziti v protokolech pomalého chlazeni byla prokazana pro bunky a vzrostné vrcholy mnoha
rodii (Chang & Reed 2000). Skladovani velkych sbirek genetickych zdrojl rostlin vyzaduje
protokoly, které dobte funguji pro konkrétni laboratot a které jsou uspé$né pro mnoho typt
rostlin. Vzhledem k tomu, Ze kuratofi genetickych zdroji upiednostiiuji typ a mnozstvi
genetickych zdroju rostlin ke skladovani, musi také zvolit techniku, ktera vyhovuje jejich
zafizeni. Persondl, vybaveni, odbornost, typ zafizeni a dostupnd zafizeni ovliviiuji kterou
techniku je pro konkrétni zatizeni nejvhodnéjsi (Reed 2001). Kdyz je persondl omezujicim
faktorem, pomalé chlazeni je cCasoveé, pracné a financn€¢ efektivni metodou
pro kryokonzervované skladovani velkého mnozstvi vzorkdl rostlin. Vybér osvédcené
techniky a jeji aplikace pro novy rostlinny druh miZe uSetfit ¢as na vyvoj a urychlit
skladovani dilezitych sbirek rostlin.
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4 Metodika
4.1 Rostlinny material

Pro experimenty v této praci byl pouZit rostlinny materidl chmele (Humulus lupulus
L.) poskytnuty z in vitro banky Chmelaiského institutu, s.r.o. v Zatci. Jednalo se explantaty
dvou genotypt, typické a tradi¢ni odriidy 'Zateckého poloraného &ervenaku', Osvaldiv klon
72, linie s ozna¢enim 8765 a odriidy 'Gaia', linie s oznacenim 14635. Pokusy byly provedeny
v prostorach Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby, v. v. i. v Praze.

4.2 Kultivace in vitro

Explantaty chmele vybranych odriid byly péstovany na pevném médiu se slozenim soli
odvozené od standardniho media podle Murashige & Skoog (1962) se snizenym obsahem
dusiku bez fytohormont s 20 g.I"' glukozy a 6 g.I"' agaru. Kultivace probihala ve sklenénych
kultivacnich zkumavkach (o velikosti 12 cm) obrazek 3, s hlinikovym uzavérem opatfenych
otvorem vyplnénym malym hranolem z molitanu pro zabezpeceni vymény plynl mezi
zkumavkou a okolnim prostiedim pii zachovani sterility obsahu zkumavky s 5 ml
multiplikacniho média v kultivaénim boxu viz obrazek 3 pfi teploté 25, fotoperiodou 16/8,
intenzitou FAR a subkultiva¢nim intervalu 8 tydnd.

4 .ﬁ IPIP‘I""H '“l

Obrazek 3 Kultivaéni médium (autor prace)

Na obrazku 3 jsou zndzornény kultivaéni sklenéné zkumavky (velikost 12 cm)
s hlinifkovym uzavérem opatfenych otvorem vyplnénym malym hranolem z molitanu.
Do kazdé zkumavky bylo aplikovano 5 ml standardniho média podle Murashige a Skoog
(1962) se snizenym obsahem dusiku bez fytohormont s 20 g.1" glukézy a 6 g.1"" agaru.

15



Obrazek 4 Kultiva¢ni box Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby, v. v. i. (autor prace)

Na obrazku 4 je znazornén kultivaéni box, ve kterém byly rostliny predpestovany.
Kultivaéni box se nachazi v prostorach Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v. v. i.. Boxy
jsou fizeny automaticky. Délka fotoperiody je 16/8 a teploty kolem 25 °C.

4.3 Multiplikace

Multiplikace probihala ve sterilnich podminkach laminarniho boxu prostfednictvim
jednonodalnich stonkovych segmentl, které se stfihaly pomoci sterilnich nizek a pinzety
do sterilni destilované vody, aby se ptedeslo k jejich zaschnuti pisobenim proudu vzduchu.
Z jednoho stonkového vyhonu lze nastfihat obvykle 4 jednonodalni segmenty, z jednoho
segmentu vyrustaji obvykle dva stonkové vyhony z pazdi listi vzhledem ke vstficnému
postaveni listh na segmentu. Pro kazdou pouzitou variantu a jedno opakovani bylo
namnozeno 100 jednonodalnich segmentl viz obrazek 5, které byly umistény v plastovych
kultiva¢nich boxech (11x10 x10 cm) s 50 ml multiplika¢niho media.
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Obrazek S Multiplikace rostlinného materialu (autor prace)

Na obrazku 5 je znazornén proces multiplikace chmele v laminarnim boxu. Propagace
probihala v Petriho miskach (15 cm), kde explantaty chmele byly ponoieny ve sterilni vodé
anasledn¢ nastfthany. Na rostlinny materidl byly pouzity sterilni nizky a pinzety
na nastiihani jednonodalnich segmentii a manipulaci s nimi. Segmenty chmele byly vysazeny
do plastovych kultiva¢nich krabi¢ek s 50 ml média. V jedné krabi¢ce bylo péstovano
100 kusti jednonodalnich segmenti o velikosti do 2 cm.

4.4 OtuzZovani explantati osmoticky a nizkou teplotou

Pro ovéfeni stanovenych védeckych hypotéz byly otestovany Cctyfi varianty
ptedkultivace rostlin. Prvni varianta (kontrolni), zahrnovala rostliny, které nebyly oSetfeny
ani osmoticky ani nizkou teplotou. Druha varianta byla oSetfena osmoticky prostfednictvim
roztoku 0,7 M sachardzy, ktery byl aplikovan do plastovych kultivacnich boxt obsahujicich
nodalni segmenty chmele. Tteti varianta byla oSetfena nizkou teplotou, a to pfenesenim
plastovych kultivacnich boxii s nodalnimi segmenty do kultivacni komory se snizenou
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teplotou (5 °C). Ctvrtd varianta zahrnovala ptisobeni obou faktort, nizké teploty
a osmotického plisobeni.

Samotna aplikace vySe zminénych faktorti probihala nésledovné. Po piipravé
potiebného mnozstvi nodalnich segmenti (100 ks na variantu a opakovani) byly rostliny
umistény do kultivacniho boxu za standardnich podminek, ve kterych probihala multiplikace
explantati. Kultivace probihala po dobu 11 dni, dokud z postrannich pupent nevyrostly
axilarni vyhony o velikosti pfiblizné¢ 1 cm a dvéma pln¢ vyvinutymi listy. V této ristové fazi
byly pro dal$i zasahy pfipraveny kontrolni rostliny nebo probihalo otuzovani segmentt.
Ve druhé variant¢ byl aplikovan roztok 0,7 M sachard6zy a pokracovala kultivace
za nezménénych podminek po dobu dalSich 7 dni. Tteti a Ctvrtd varianta byly pfeneseny
do kultivacniho boxu se snizenou teplotou (5 °C). Po 7 dnech otuzovani byla pouzita treti
varianta pro dalsi zasahy a ke ctvrté byl aplikovan roztok 0,7 M sachardzy,
viz obrazek 6 na dalSich 7 dni.

Obrazek 6 Syceni explantati chmele 0,7 M sachar6zou (autor prace)

Obrazek 6 znazornuje zalévani explantatu chmele otac¢ivého roztokem 0,7 M sacharozy
bez ptidanych fytohormont po narastu axilarnich vyhonti (velikost 1 cm). Aplikace sachardzy
byla provedena v laminarnim boxu.

4.5 Izolace vzrostnych vrcholu

Nodalni segmenty kontrolni varianty a variant otuzovanych osmoticky, nizkou teplotou
a obéma témito faktory byly pouzity pro dalsi oSetfeni. Nodalni segmenty byly vyjmuty
z kultivacnich plastovych boxti ve sterilnich podminkach lamindrniho boxu a byly pomoci
sterilni injek¢ni jehly (20 x 0,8 mm) nasazené na sterilni stiikacce (10 ml) izolovany vzrostné
vrcholy o velikosti pfiblizné 2 mm s vyuzitim specidlné ptipravené podlozky s milimetrovym
méfitkem umisténé pod sklenénou sterilni Petriho miskou obrazek 7, na které probihala
izolace vzrostnych vrcholi.
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Obrazek 7 Izolace vzrostnych vrcholi (autor prace)

Na obrazku 7 jsou zndzornény vzrostné vrcholy chmelové rostliny po izolaci na Petriho
miskach v roztoku sachardzy s fytohormonami (14 ml). Velikost vrcholll se pohybuje mezi
1 —2 mm. Vzrostné vrcholy byly izolovany pomoci jednorazové jehly, v Petriho miskach
v lamindrnim boxu. Velikost vrcholi byla méfend pomoci podlozky s milimetrovym
métitkem.

4.6 Syceni vzrostnych vrchola

Izolované vzrostné vrcholy byly umistény do sterilni Petriho misky (d 10 cm) s 2 ks
sterilnich filtra¢nich papirt (KA 1-M, velmi savy, velikost 110 mm) nasycenych roztokem
0,7 M sacharozy (14 ml) viz obrazek 8, s ptidavkem fytohormond (BAP, IBA, GAj). Petriho
misky byly umistény do kultivacniho boxu na 20 hodin za stejnych kultiva¢nich podminek
jako pro multiplikaci rostlin a zakryty dvéma listy papiru pro vyhnuti se svételnému stresu.

Obriazek 8 Syceni vzrostnych vrcholu (autor prace)

Na obrazku 8 jsou znazornény vyizolované vzrostné¢ vrcholy, které jsou polozeny
do sachar6zy s fytohormonami. Vrcholy zde byly ponechany 20 hodin v kultiva¢nim boxu
pti teplot¢ 22 °C. Po uplynuti uvedené doby byly vrcholy dale zpracovany (dehydratace,
kryoprezervace atd.).
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4.7 Rizena dehydratace

Sachar6zou nasycené vzrostné vrcholy byly pomoci injekéni jehly piresunuty
na hlinikové plisky (4x10 mm) v poc¢tu 10 ks. Hlinikovy pliSek se vzrostnymi vrcholy obrazek
byly pro dal$i manipulaci umistény do malych sterilnich Petriho misek (d 4 cm). Petriho
misky s hlinikovymi plisky byly zvaZeny prazdné, po umisténi vzrostnych vrcholll a po jejich
dehydrataci nad silikagelem. Dehydratace vzrostnych vrcholli nad silikagelem (50 g)
probihala v otevienych malych Periho miskach s hlinikovymi plisky umisténych ve sterilnich
sklenickach (200 ml) s kovovym vickem po dobu 100 minut (viz obrazek 9).

£

Obrazek 9 Stav vzrostnych vrcholi pred a po dehydrataci (autor prace)

Na obrazku 9 jsou zndzornény vzrostné vrcholy odridy 'Gaia' kontrolni varianty
pti procesu kryoprezervace. Obrazky zndzornuji rozdily velikosti vzrostnych vrcholli
pred a po dehydrataci. Rostliny byly vysuSovany 100 minut v uzavienych sklenénych
nadobach nad silikagelem v laminarnim boxu.

4.8 Kryoprezervace

Dehydratované vzrostné vrcholy na hlinikovych plisSkdch byly rychle vlozeny
do kapalného dusiku (-196 °C), kde byly ponechany 60 minut v kryozkumavkéach. Pred
samotnym procesem mrazeni byla do lamindrniho boxu umisténa polystyrénova krabicka,
do které byl nalit kapalny dusik a vloZeny kryozkumavky, které byly také naplnény tekutym
dusikem. Po dehydrataci byly plisky s rostlinnym materidlem pomoci sterilni pinzety vloZeny
do polystyrénové krabice s tekutym dusikem. Po vychlazeni vzrostnych vrcholt byly plisky
umistény do kryozkumavky a uzaviené vickem.

4.9 Zivotaschopnost

Vzrostné vrcholy chmele po jejich dehydrataci nad silikagelem a po jejich
kryoprezervaci v kapalném dusiku byly vysazeny na regeneracni medium, které melo shodné
sloZeni jako médium multiplikaéni, ale s pfidavkem fytohormonii (BAP, IBA, GAj) a vySSim
obsahem glukozy 40 g.1". Plisky se vzrostnymi vrcholy byly vyjmuty z kapalného dusiku
u kryoprezervované varianty nebo z Petriho misky u varianty dehydratované, a ponofeny
do sterilni destilované vody ohiaté na 40 °C. Vzrostné vrcholy uvolnéné ve vodni lazni
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z pligki byly okamzité vyjmuty a pieneseny v kapce vody na regeneraéni medium. Zivotnost
byla stanovena po dvou tydnech kultivace, obrazek 10.

Obrazek 10 Porovnani nezamrazené kontroly a zamraZené varianty (autor prace)

Na obrazku 10 jsou zndzornény varianty zamrazené a nezamrazené kontroly. Jedna
se o variantu, ktera predstavuje paisobeni osmotického stresu a chladu, u odriidy 'Zateckého
poloraného cervenaku'. Fotografie byly potfizeny dva tydny po vysazeni vzrostnych vrchold
na regenerani médium. V této dobé se vyhodnocuje Zivotaschopnost vrcholii na zakladé
rustu a zbarveni chlorofylu.

4.10 Stanoveni obsahu vody
Obsah vody byl stanoven gravimetricky, na zaklad¢ rozdilu hmotnosti ¢erstvych vzorkt

nebo dehydratovanych nad silikagelem a vzrostnych vrcholi vysusenych v suSarné
pti 105 °C, a vyjadren jako hmotnost vody (g) na jednotku hmotnosti susiny (g).

Obrizek 11 vysusSené vzrostné vrcholy (autor prace)

Na obrazku 11 jsou zobrazeny vzrostné vrcholy po vysuSeni v susarné pii 105 °C.
Vrcholy byly v prvni fazi dehydratovany nad silikagely a nasledné umistény do suSarny,
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kde byly ponechany tfi dny a nasledné¢ zvazeny. Podle hmotnosti vzrostnych vrcholil
v ¢erstvém stavu a po dehydrataci a ndsledného vysuseni lze vyjadfit hmotnost vody.

4.11 Stanoveni termickych charakteristik

Termické charakteristiky vzrostnych vrcholi chmele (teplota mrznuti, teplota tani,
teplota skelného ptechodu, entalpie tdni) byly stanoveny pomoci diferencniho skenovaciho
kalorimetru s vyuZitim pfistroje Discovery X3 DSC a fidiciho a vyhodnocovaciho softwaru
Trios od firmy Waters, obrazek 12. Méfeni probihalo v teplotnim rozsahu -90 az +25 °C,
pfi rychlosti chlazeni i ohfevu 10 °C / min. v hlinikovych, hermeticky uzavienych panvickach
dusikové atmosféfe (N 5.0). Na zaklad€ velikosti entalpie tani byl vypocitan obsah zmrzlé

vody.
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Obrazek 12 Diferencni skenovaci kalorimetrie Discovery X3 DSC (aﬁtor prace)

Na obrazku 12 je zndzornén pfistroj diferencni skenovaci kalorimetrie, ktery funguje
na principu termické analyzy (teplota mrznuti, teplota tani, teplota skelného ptechodu,
entalpie tani). Bézny teplotni rozsah ptistrojii je -100 az 600 °C.

Vzorky se do pristroje vkladaji v zalisovanych hlinikovych panvickach, které
se skladaji ze dvou c¢asti. Prvni cast je spodni kalisek, do kterého se vklada vzorek a druha
cast je vicko, které se opatrné pfilozi na naplnény kelimek vzorkem a zalisuje se. Béhem
vkladani vzorkli do panvicky se vyuzivaji specialni nastroje, na nic se nesaha rukou. Vzorky
se opatrné pomoci nastrojii prenesou na filtraéni papir, oCisti se a nasledné¢ se vlozi
do panvicky obrazek 13, na kterou se dale vlozi vicko a zalisuje se.
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Obrazek 13 Priprava vzorki do pristroje DSC (autor prace)

Obrazek 13 zobrazuje pienos vzrostnych vrcholii chmele po dehydrataci, které byly
vlozeny do panvicky, ktera po uzavieni a zalisovani byla vlozZena do pfistroje DSC.

4.12 Statistické vyhodnoceni pokust

Vsechny realizované experimenty probéhly ve tfech nezavislych opakovanich. Pro
kazdou variantu a v kazdém opakovani bylo pouzito 10 rostlin, tj. celkem 30 rostlin.
Statistické hodnoceni bylo provedeno s vyuzitim programu Statistika 14.0 a pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu. Hodnoty, které byly vyjadieny jako relativni Cetnost
(zivotnost) byly pied analyzou upraveny pomoci Arcsin transformace v tabulkovém editoru
Excel (ARCSIN(ODMOCNINA(p))). Statistickd vyznamnost jednotlivych variant byla
testovana pomoci Fisherova LSD testu (LSD — least significant diference).
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5 Vysledky

V této praci byl zkouman vliv otuzovani explantati chmele otafivého (Humulus
lupulus L.) pomoci nizké teploty a osmotickym pasobenim na jejich schopnost otuzit se vici
kryogennim teplotam u genotypti 8765 a 14635. Pro dosaZeni tohoto cile byly zvoleny Ctyfti
pokusné varianty predkultivace, otuZzovani, explantatii. Varianta bez jakéhokoliv zasahu byla
variantou kontrolni (K), vii¢i které se porovnavali varianty ostatni. Dal$i varianta byla otuZzena
nizkou teplotou (5 °C), tfeti varianta byla otuzovdna osmoticky piisobenim roztoku 0,7 M
sachar6zy a posledni varianta byla otuzovana kombinovanym plsobenim nizké teploty
a roztoku sachardzy. Mira ptizplisobeni se rostlin stresovym podminkdm a jejich schopnost
otuzit se po pusobeni specifického zplsobu predkultivace byl hodnocen na zakladé
zivotaschopnosti explantatii po psobeni silné dehydratace a nasledném plisobeni kryogennich
teplot.

Pro objasnéni procest souvisejicich s mrznutim vody v rostlinnych pletivech, které
obvykle zpiisobuje jejich poskozeni, byly pomoci diferencniho skenovaciho kalorimetru
meéteny termické charakteristiky: teplota mrznuti, teplota tani, skupenské teplo pii mrznuti
a tani, teplota skelné¢ho pfechodu, a déale byl na zaklad¢ vyse uvedenych parametri vypocitan
podil krystalické¢ vody. Dale byl u obou genotypt stanoven obsah vody vzrostnych vrcholt
po kazdém pokusném zasahu.

5.1 Zivotaschopnost explantitii chmele po puisobeni stresu
dehydratace a kryoprezervaci

Zivotaschopnost vzrostnych vrcholtl se vyhodnocovala dva tydny po kryoprezervaci
po nasazeni vzrostnych vrchold na regenera¢ni médium. Za zivotaschopné byly povazovany
vzrostné vrcholy, u nichZ byl patrny riist a nedochazelo k degradaci chlorofylu.

v primeéru nezamrazena, dehydratovand varianta u genotypu 8765 po otuzeni nizkou teplotou
spole¢né s roztokem sachardzy, a to 86,7 %. Tato hodnota vSak nebyla statisticky vyznamné
odlisna od Zivotnosti explantatdi u kontrolnich rostlin, ktera ¢inila 76,7 %. Zivotaschopnost
ostatnich variant po dehydrataci byla niz8i v rozsahu mezi 60 a 65 %.

nizkou teplotou a to 83,3 % u genotypu 8765. Druhd nejvyS$si Zivotnost explantati
po kryoprezervaci byla zjiSténa u varianty otuZzované kombinaci nizké teploty a sachar6zy
ato 73,3 % také u genotypu 8765. U neotuzenych variant byla hodnota Zivotnosti explantatt
po kryoprezervaci niz$i u obou genotypii, 8765 1 14635 a to 50, respektive 5,7 %.
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Obrizek 14 Zivotnost vzrostnych vrcholi chmele, genotypi 8765 a 14635, kontrolnich
podminkek Kkultivace bez otuZovani (K), po otuZovani nizkou teplotou (NT).
Po otuZovani sacharézou (S) a po otuZovani obéma faktory, nizkou teplotou
a sacharézou (NT+S) po dehydrataci (D). Hodnoty sloupcového grafu jsou priiomérem tri
nezavislych opakovani, chybové useCky reprezentuji standardni chybu priméru.
Varianty oznacfené riznymi pismeny stejné barvy (a, b, ¢, d, e) jsou vzajemné statisticky
vyznamné odliSné na hladiné vyznamnosti 0,05 dle Fisher-LSD post-hoc testu
po provedeni jednofaktorové analyzy variance.

5.2 Termické vlastnosti vzrostnych vrcholi chmele po piisobeni
osmotického stresu, nizké teploty a dehydratace

Otuzovani explantati chmele mélo vliv na sledované parametry termické analyzy:
teplota mrznuti a tani charakterizovand jako tzv. onset, teplota skelného ptechodu
charakterizovana jako stfedni hodnota zmény tepelného toku fazového prechodu a skupenské
teplo fazového prechodu (mrznuti a tani) pifi chlazeni z +25 do -90 °C a pfi ohfevu
z-90do +25 °C. Ze zjisténého mnozstvi skupenského efektu fazovych piechodt byl
vypocitan podil krystalické vody z celkového mnozstvi vzorku (Tabulka 1 pro genotyp 8765,
Tabulka 2 pro genotyp 14635). Dale byl stanoven celkovy obsah vody a vyjadien v g vody
na 1 g suSiny.
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Nejvyssi obsah zmrzlé vody byl zjistén pifi ohfevu u kontrolnich, neotuzenych rostlin
genotypu 14635 (Tabulka 2) bez jakéhokoliv dalSiho pokusného zasahu (52,7 %),
ale i u varianty otuzené spolenym pusobenim nizké teploty a sachardzy jeste pred
dehydrataci vzrostnych vrchold nad silikagelem (51 %). Dalsi variantou s vysokym obsahem
zmrzIlé vody byl zjistén u rostlin otuzenych spole¢nym plsobenim nizké teploty a sachardzy
pied dehydrataci nad silikagelem u genotypu 8765 ve vysi 47,9 %. Vysoky obsah zmrzlé
vody byl zjiStén dale u varianty otuzované sachardzou pifed dehydrataci nad silikagelem
u genotypu 14635 a to 43,8 %. Z dehydratovanych variant nad silikagelem byl zji$tén nejvyssi
obsah zmrzl¢ vody u varianty kontrolnich rostlin genotypu 8765 po jejich dehydrataci nad
silikagelem, ato 14,4 %. Vice dehydratované byly vzorky varianty otuZené spolecnym
pusobenim nizké teploty a sacharézy a nésledné dehydrataci s podilem krystalické vody
5,5 %. Jesté vice byly dehydratované vzorky genotypu 8765 otuzené nizkou teplotou
po syceni 0,7 M roztokem sachardézy a nasledné dehydrataci s podilem krystalické vody

cwwvr

14635 po nasledné dehydrataci nad silikagelem s podilem krystalické vody 1,2 %.
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Tabulka 1 Vysledky termické analyzy vzrostnych vrcholii chmele, genotypu 8765. Kazdé
ze tri nezavislych opakovani je primérem méreni 10 jedincii, X znazorinuje hodnotu
priméru a SE standardni chybu priaméru.

Chlazeni Ohrev
ks
> ’ r
Varianta 2 Teplotaz , Pod1.l | Teplota ’ Pod%l , Tepl(,)ta Obsah
8 [mrznuti| Skupenské | krystalické tAni — Skupenské | krystalické | skelného| vody
O |- onset | teplo (J/g) |[vodyna l g onset (°C) teplo (J/g) | vody na 1 g | pfechodu|g vody/ g
(°0C) FW FwW (°0) susiny
1 | -243 40,8 12,2 -17,3 47,8 14,3 0,55
8765 2 | -25,0 26,2 7,8 -14,9 32,0 9,6 0,39
KONTROLA | 3 | -234 50,1 15,0 -13,5 64,8 19,4 0,75
dehydratovana| 3 | 242 39,0 11,7 -15,2 48,2 14,4 0,56
SE| 0,5 7,0 2,1 1,1 9,5 2,8 0,10
1| -29,5 4,5 1,4 -26,5 9,3 2,8 -50,3 0,54
8765 2 | -29,7 4,5 23 -27,3 12,8 3,8 -42,1 0,61
NT 3] -32,5 8,7 2,6 -28,2 14,5 4.4 -47,1 0,57
dehydratovana| x | 306 5,9 2,1 273 12,2 3,7 -46,5 0,57
SE| 1,0 1,4 0,4 0,5 1,5 0,5 2,4 0,02
1| -13,0 146,0 43,7 -8,4 156,8 46,9 1,65
§,7r6_5|_ 2 | -16,3 153,9 46,1 -8,7 162,9 48,8 1,80
SACHAROZA | 3 | -16,0 147,6 44,2 -8,9 159,8 47,9 1,92
ne- X | -15,1 149,2 44,7 -8,7 159,8 47,9 1,79
dehydratovana
SE| 1,1 2,4 0,7 0,1 1,8 0,5 0,08
1| -250 9,9 3,0 -20,4 12,5 3,7 -34,8 0,36
8765 2 | -28,1 6,6 2,0 -33,8 16,3 4,9 0,32
NT + 3] -260] 174 5,2 -29,1 26,7 8,0 554 | 044
SACHAROZA [—
dehydratovana| X -26,4 11,3 34 -27,8 18,5 5,5 -45,1 0,37
SE| 09 3.2 0,9 3.9 4,2 1,3 8,4 0,03
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Tabulka 2 Vysledky termické analyzy vzrostnych vrcholi chmele, genotypu 14635.
Kazdé ze tfi nezavislych opakovani je primérem méreni 10 jedinci, X znazornuje
hodnotu priméru a SE standardni chybu priméru.

Chlazeni Ohfrev
k|
. 2 Podil | Teplota Podil Teplota | Obsah
arianta 2 . .
v | Teplo‘Ea Skupenské |krystalické| tani — | Skupenské | krystalické| skelného vody
2 |mrznutl — .
S] onset (°C) teplo (J/g) |vodyna 1l g| onset | teplo (J/g) |vody na 1 g| pfechodu |g vody/ g
FW (°C) FW (°C) suginy
1] -138 157,7 47,2 7.4 168,8 50,5 1,73
14635 2| -154 1751 524 4,0 192.,4 57,6 2,13
KONTROLA | 3 | _i134 160,8 48,1 7,0 167,4 50,1 1,64
ne-
dehydratovana| X | -14.2 1645 492 -6,1 176,2 52,7 1,84
SE| 06 5.4 1,6 1,1 8,1 2,4 0,15
1| -323 1,8 0,6 252 7,0 2,1 2392 0,01
s 2 | -286 33 1,0 -13,4 2,7 0,8 272 0,11
KONTROLA | 3 | -30.1 0,4 0,1 22,9 2,0 0,6 27,6 0,87
dehydratovana| 3 | -303 1,8 0,6 -20,5 3,9 1,2 31,3 0,33
SE| 1,1 0,8 0,3 3,6 1,6 0,5 3,9 0,27
1| -148 134,71 40,3 8.6 143,1 42,8 1,63
14635
SACHAROZA |2 | 183 139.,6 41.8 -86 | 1493 44,7 1,63
ne- 3] -169 135,9 40,7 -8,3 146,4 43,8 1,59
dehydratovana| 3 | -16.7 136,7 40,9 -8.5 146,3 438 1,62
SE| 1.1 1,5 0,4 0,1 1,8 0,5 0,0
1| -27.1 12,9 3,9 25,7 17,9 53 51,1 0,35
s 2| 224 75 2,2 12,4 13,1 3,9 43,7 0,35
SACHAROZA| 3 | -29.8 6 1,8 245 11,1 33 31,6 0,31
dehydratovana| 3 | 264 8,8 2,6 -20,9 14,0 472 -42.1 0,34
SE| 22 2,1 0,6 42 2,0 0,6 5,7 0,0
1| -184 146,3 438 -8,1 161,0 482 2,21
}\‘I‘?f 2 | 210 161.7 484 | 83 | 1748 523 2.48
SACHAROZA| 3 | -19.5 161,7 48.4 7,7 175,7 52,6 2,95
ne- | -196 156,6 46,9 -8,0 170,5 51,0 2,5
dehydratovana
SE| 08 5,1 1,5 0,2 4.8 1,4 0,2
1] -298 55 1,6 26,7 13,4 4,0 432 0,39
14635 2| -308 11,0 3.4 252 16,0 4.8 432 0,40
NT + 3| 255 13,2 4,0 26,7 16,2 4.8 36,7 0,40
SACHAROZA [—
dehydratovana| X | -287 9,9 3,0 26,2 15,2 45 41,0 0,40
SE| 1,6 2.3 0,7 0,5 0,9 0,3 2,2 0,0
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Obrazek 15 Teplota mrznuti a tani vzrostnych vrcholi chmele, genotypi 8765 a 14635,
kontrolnich podminkek kultivace bez otuzovani (K), po otuZovani nizkou teplotou (NT).
Po otuzZovani sacharézou (S) a po otuzovani obéma faktory, nizkou teplotou
a sacharézou (NT+S), bez dehydratace (ND) a po dehydrataci (D). Hodnoty sloupcového
grafu jsou pramérem tri nezavislych opakovani, chybové usecky reprezentuji
standardni chybu priméru. Varianty oznafené riznymi pismeny stejné barvy
(a,b,c,d,e) jsou vziajemné statisticky vyznamné odliSné na hladiné vyznamnosti
0,05 dle Fisher-LSD post-hoc testu po provedeni jednofaktorové analyzy variance.

Z obrazku 15 je patrné, Ze nejvyssi vliv na pokles teploty mrznuti a tani meéla
dehydratace vzrostnych vrcholii nad silikagelem (D) oproti variantam nedehydratovanym
(ND). Dale je patrné, Ze vSechny zpiisoby otuzovani explantatti, nizka teplota (NT), sachar6za
(S) a piisobeni obou faktorti (NT+S) mélo pozitivni vliv na pokles teploty mrznuti i tani
u obou testovanych genotypii. U genotypu 14635 nebyla kontrolni varianta po dehydrataci
(K_D) vyznamné odli$na od varianty otuzené sachar6zou a dehydratovanou nad silikagelem
u variant otuZenych nizkou teplotou (NT_D) 27,8 °C, a nizkou teplotou spolu s plisobenim
sachar6zy (NT+S D), -27,3 °C, a u genotypu 14635 u varianty otuZené rovnéZ nizkou
teplotou spolu se sachardzou (NT+S_D), 26,2 °C.
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Obrazek 16 Skupenské teplo tani vzrostnych vrcholi chmele, genotypi 8765 a 14635,
kontrolnich podminek kultivace bez otuZovani (K), po otuZovani nizkou teplotou (NT).
Po otuZovani sacharézou (S) a po otuZovani obéma faktory, nizkou teplotou
a sacharézou (NT+S), bez dehydratace (ND) a po dehydrataci (D). Hodnoty sloupcového
grafu jsou pramérem tFi nezavislych opakovani, chybové usecky reprezentuji
standardni chybu priméru. Varianty oznafené riznymi pismeny stejné barvy
(a,b,c,d,e) jsou vziajemné statisticky vyznamné odliSné na hladiné vyznamnosti
0,05 dle Fisher-LSD post-hoc testu po provedeni jednofaktorové analyzy variance.

Z obrazku 16 je patrné, ze nedehydratované vzrostné vrcholy (ND) obsahuji vysoké
mnozstvi volné vody, které se projevuje velkym objemem skupenského tepla souvisejicim
s krystalizaci a tani vody ve vzorcich. Dehydratace vzrostnych vrcholll nad silikagelem (D)
vedlo k poklesu mnoZstvi tohoto skupenského tepla u obou odrtid a vSech variant. U genotypu

cvwvr
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skupenského tepla byla zjisténa u odridy 14635 u kontrolni varianty po dehydrataci. Hodnoty
otuzenych variant pomoci sacharézy (S D) a nizkou teplotou a sachar6zou (NT+S D) byly
u tohoto genotypu srovnatelné s otuzenymi variantami genotypu 8765.

Hodnoty skupenského tepla mrznuti a tani odpovidaji mnozstvi zmrzlé¢ vody
na obrazku 17. Zatimco u nedehydratovanych variant (ND) se pohyboval podil zmrzl¢ vody
od 40,9 % (genotyp 14635, varianta S _ND pfi chlazeni) do 52,7 % (genotyp 8765, varianta
K ND pfi ohfevu). Hodnota podilu zmrzlé vody se pohybovala pii ohfevu od 14,4 %
u genotypu 8765 do 1,2 % u genotypu 14635. U otuZenych a nasledné¢ dehydratovanych
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variant byla hodnota podilu zmrzl¢é vody pomérné vyrovnand a pohybovala
se od 3,7 % do 5,5 % u genotypu 8765.
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Obrazek 17 Podil krystalické vody vzrostnych vrcholii chmele, genotypt 8765 a 14635,
kontrolnich podminek kultivace bez otuZovani (K), po otuZovani nizkou teplotou (NT).
Po otuZovani sacharézou (S) a po otuZovani obéma faktory, nizkou teplotou
a sachardozou (NT+S), bez dehydratace (ND) a po dehydrataci (D). Hodnoty sloupcového
grafu jsou pramérem tri nezavislych opakovani, chybové usecky reprezentuji
standardni chybu priméru. Varianty oznafené riznymi pismeny stejné barvy
(a,b,c,d,e) jsou vziajemné statisticky vyznamné odliSné na hladiné vyznamnosti
0,05 dle Fisher-LSD post-hoc testu po provedeni jednofaktorové analyzy variance.

Hodnoty teploty skelného pfechodu na obrazku 18 byly zjistény pouze u variant, které
byly dehydratovany nad silikagelem (D). Nejvyssi hodnota byla zjisténa u kontrolni varinaty
genotypu 14635 a to -31,3 °C, u otuzenych variant jsou vSechny hodnoty skelné¢ho ptechodu
nizsi nez -40 °C. U genotypu 8765 byla hodnota skelného ptechodu u varianty -46,5 otuzené
nizkou teplotou (NT D) -46,5 °C a u varianty otuzené spole¢nym ptisobenim nizké teploty
a sacharézy (NT+S D) -45,1 °C. U genotypu 14635 byla hodnota skelného piechodu
u varianty otuzené sachar6zou (S D) -42,1 °C a u varianty otuzené spole¢nym piisobenim
nizké teploty a sachardzy (NT+S D) -41,0 °C.
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Obrazek 18 Teplota skelného prechodu vzrostnych vrcholi chmele, genotypi 8765
a 14635, kontrolnich podminek Kkultivace bez otuzovani (K), po otuZovani nizkou
teplotou (NT). Po otuZovani sacharézou (S) a po otuZovani obéma faktory, nizkou
teplotou a sacharézou (NT+S), bez dehydratace (ND) a po dehydrataci (D). Hodnoty
sloupcového grafu jsou primérem tfi nezavislych opakovani, chybové tsecky
reprezentuji standardni chybu priméru. Varianty oznacené rtiznymi pismeny stejné
barvy (a, b) jsou vzajemné statisticky vyznamné odli$né na hladiné vyznamnosti 0,05 dle
Fisher-LSD post-hoc testu po provedeni jednofaktorové analyzy variance.

S hodnotami skelného ptechodu, ale hlavné hodnotami podilu zmrzlé vody
koresponduje i celkovy obsah vody ve vzorcich na obrazku 19. Je patrné, ze vysoky obsah
vody byl zjistén hlavné u variant nedehydratovanych nad silikagelem (ND), kdy se hodnoty
obsahu vody pohybovaly od 1,62 g vody na g suSiny u genotypu 14635 u varianty otuzované
sacharozou (S_ND) po 1,84 g vody na 1 g suSiny u varianty kontrolni (K _ND). OtuZené
a dehydratované varianty se pohybovali v rozmezi hodnot od 0,34 u genotypu 14635 varianty
otuzené sacharézou (S_D) po 0,57 u genotypu 8765 u varianty otuzované kombinaci nizké
teploty a sachardzy (NT+S_D).
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Obrazek 19 Obsah vody vzrostnych vrcholi chmele, genotypu 8765 a 14635, kontrolnich
podminek kultivace bez otuZovani (K), po otuZovani nizkou teplotou (NT). Po otuZovani
sacharozou (S) a po otuZovani obéma faktory, nizkou teplotou a sacharézou (NT+S), bez
dehydratace (ND) a po dehydrataci (D). Hodnoty sloupcového grafu jsou primérem tii
nezavislych opakovani, chybové useCky reprezentuji standardni chybu priméru.
Varianty oznacené riznymi pismeny stejné barvy (a, b, ¢, d, e) jsou vzajemné statisticky
vyznamné odliSné na hladiné vyznamnosti 0,05 dle Fisher-LSD post-hoc testu
po provedeni jednofaktorové analyzy variance.

Obsah vody na 1 g DW
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6 Diskuze

V této praci byla sledovana t¢innost metody kryoprezervace vzrostnych vrcholi chmele
ota¢ivého (Humulus lupulus L.), kde byla vyhodnocovéna zivotaschopnost vrchold
po vysazeni na regeneracni médium. Cilem bylo sledovat vliv osmotického stresu, chladu
a pusobeni obou stresii zdrovel na samotny proces kryoprezervace. Zivotaschopnost
se vyhodnocovala dva tydny po kryokonzervaci a sledovany byly vizualni znaky
(rast, chlorofyl). Pro ovéfeni stanovenych védeckych hypotéz byly otestovany Ctyfi varianty
predkultivace rostlin. Prvni varianta (kontrolni), zahrnovala rostliny, které nebyly oSetifeny ani
osmoticky ani nizkou teplotou. Druhd varianta byla oSetfena osmoticky prostiednictvim
roztoku 0,7 M sachardzy, ktery byl aplikovan do plastovych kultiva¢nich boxti obsahujicich
nodalni segmenty chmele. Tieti varianta byla oSetiena nizkou teplotou, a to pienesenim
plastovych kultivacnich boxti s nodalnimi segmenty do kultivaéni komory se sniZzenou
teplotou (5 °C). Ctvrta varianta zahrnovala pasobeni obou faktort, nizké teploty
a osmotického ptisobeni.

Ozudogru & Kaya (2012) tvrdi, Ze pfediprava explantatl je béZné pouZivany pftistup,
ktery zlepSuje preziti rostlin po kryoprezervaci, pokud je aplikovana pied vinitrifikaci nebo
soucasn¢. Mezi typické predupravy patii vystaveni rostlin nizsi teplot¢ nebo predpéstovani
vzrostnych vrcholi v médiu obsahujici vysoké mnozstvi cukru k dehydrataci vrcholt pred
mrazenim. Vysledky jsou se schodou s touto praci, kde otuzovani chladem prokézalo vliv
na preziti vzrostnych vrcholl, a to na 83,3 %. Pasobeni obou stresii zaroven vykazovalo
o néco mensich vysledkd, a to 73,3 %, coz ptredstavuje rozdil 10 %. Tento rozdil miize byt
zptisobeny vlivem velikosti vzrostnych vrcholi, které by mély byt v idedlnich podminkach
velké 2 mm. Velikost vzrostnych vrcholi mulze mit zna¢ny vliv na samotny proces
kryoprezervace, protoze pro vSechny vrcholy byly nastaveny stejné podminky. V optimalnich
podminkach se ptfizplisobi doba dehydratace nad silikagelem velikosti vzrostnych vrcholi.
dosahovaly neotuzené varianty po kryoprezervaci u obou genotypti chmele. Na tomto zakladé
lze tvrdit, ze pfeduprava pomoci chladu a sacharozy ptispéje k lepsi Zivotaschopnosti
vzrostnych vrcholl po procesu kryoprezervace.

Elliot et al. (2017) tvrdi, Ze pteziti rostlin zavisi na optimalni dehydrataci pomoci
kryoprotektivnich latek (CPA — cryoprotective agent). Funkci CPA je zabranit tvorbé ledu
a kryogennimu posSkozeni prostfednictvim interference vodikovych vazeb v molekuldch vody
(Towey & Dougan 2012). Z tohoto tvrzeni vychazi i vysledky této prace, kde se prokdzal vliv
CPA na samotny proces kryoprezervace a nasledné Zzivotaschopnosti. Otuzované varianty
chladem prokazaly nejlepSich vysledkti a nasledné varianty s plisobenim obou stresti zaroven.
Ze ziskanych vysledki se lze tedy domnivat, ze plisobeni obou stresi ma znacny vliv
na zivotaschopnost vzrostnych vrcholli po kryoprezervaci. Otuzovani 0,7 M roztokem
sacharozy, ktera v pokusu slouzila jako kryoprotektivum, se vyznamny vliv neprokézal
uzadného genotypu. VéEtsi vliv na proces kryoprezervace mél chlad, ktery
z kryoprezervovanych variant dosahoval nejlepSich vysledkd, t€sné za chladem byla varianta
otuZena oboumi stresy zaroven. Rozdil mezi obémi variantami ¢inil kolem 10 %.

Byla testovana hypotéza, Ze predkultura explantatl, zvySeni jejich tolerance
k dehydrataci a vyznamné sniZzeni obsahu mrznouci vody miize zlepSit kryotoleranci
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vzrostnych vrcholi chmele. Uspéch kryoprezervace je ovlivnén citlivosti genotypu
na konkrétni kryoprezervacni proces a obvykle zahrnuje citlivost na silnou dehydrataci tkani
(Benson 2008). Protoze kryotolerance neni ptirozenou schopnosti zddného rostlinného druhu,
zlepseni tolerance k dehydrataci muze byt zpusob, jak se vyrovnat s podminkami
kryoprezervace. Predpoklad, ze vysokd tolerance k dehydrataci umoziiuje velmi masivni
pokles obsahu vody, coz omezuje vznik a letalni rist ledovych krystali béhem chlazeni
do ultranizkych teplot. Pro aklimatizaci explantatii pted jejich kryokonzervaci bylo Uspésné
pouzito piizpusobeni rostlin za nizkych teplot (Bilavcik et al. 2015) nebo soucasnou
nizkoteplotni a osmotickou upravu (Faltus et al. 2009).

Z vysledkti pftistroje  DSC byly porovndny obsahy vody pfed dehydrataci
a po dehydrataci. Obsah zmrazitelné vody pred dehydrataci se pohyboval pfiblizné¢ kolem
kryoprezervace a nasledné zivotaschopnosti, proto je nezbytné z materialu odstanit co nejvetsi
mnozstvi této zmrazitelné vody dehydrataci. Nejlepsich vysledki po dehydrataci dosahovala
varianta 'Zatecky poloranny &ervendk', otuzena nizkou teplotou s podilem krystalické vody
3,7 %. Varianta otuZena spole¢nym plsobenim nizké teploty a sacharézy a nésledné
dehydrataci s podilem krystalické vody 5,5 %. Nejvétsi podil zmrazitelné vody po dehydrataci
vykazovala kontrolni varianta 'Zatecky poloranny ervenak'. Ze ziskanych vysledki se lze
domnivat, Ze otuzeni chladem dosahuje nejlepsich hodnot.

Beck et al. (2007) tvrdi, ze pokles obsahu mrznouci vody potvrdil schopnost
explantatii chmele ptizplsobovat se nizké teploté a osmotickému stresu. Toto snizeni obsahu
mrznouci vody miZze nastat v disledku snizeni celkového obsahu vody nebo osmotické
pfizplsobeni, tj. akumulace osmoticky aktivnich latek, jako jsou rozpustné cukry. Toto
tvrzeni se prokéazalo i z vysledkl této prace, kde se potvrdilo, Ze rostliny otuzované nizkou
teplotou a 0,7 M sachar6zou dosahovaly vysokého ubytku vody 47,9 % pred dehydrataci
ana 5,5 % po dehydrataci, coz predstavuje pokles o 42,4 % vody. Tyto rostliny vykazovaly
schopnost pfeziti vice nez 70 %.

Cukry (sachardza, gluk6za, mannitol a sorbitol) byly také aplikovany v kultivaénim
médiu pro vyhonky pfed vystavenim vitrifikaci nebo dehydrataci. K navozeni kryotolerance
se nejcastéji pouziva sachardza. Halmagyi et al. (2005) uspé$né prokézali zvySenou toleranci
ke kryokonzervaci aplikaci 0,5 M sacharosové piedkultury po dobu 24 hodin pii 24 °C.
Folgado et al. (2014) také prokazali zlepSenou obnovu meristémi po oSetfeni zvySenou
sachar6zou (0,3 M) behem 2 tydnl otuzovani mate¢nych rostlin za studena. V této praci bylo
pouzito oSetieni explantatu chmele pomoci nizké teploty (5 °C) a 0,7 M sachar6zou po dobu
14 dni. OSetfeni za studena pii 4 °C, aplikované po dobu 3 tydnt (Hirai & Sakai 1999)
a1l tydne (Halmagyi et al. 2005) neprokdzalo zadné vyznamné zlepSeni ve srovnani
s vitrifikaci PVS2 bez otuzovani za studena. Zlepseni vSak bylo pozorovano, kdyz se stridavé
teploty [21-22/8 °C (den/noc)] aplikovaly po dobu 1 tydne na vylepSené evropské odrady
brambor metodou kapkového zmrazovani DMSO (Kryszczuk et al. 2006; Kaczmarczyk et al.
2011). Vyzkum ukéazal, ze samotné ptidani kryoprotektiv €asto neposkytuje dostatecnou
ochranu proti smrtelnému poskozeni kryoprezervace. Chlad 1 osmoticky stres, nebo jejich
kombinace prokézalo pozitivni ucinky na kryotoleranci u chmele, brambor (Chang et al.
2000; Reed et al. 2003; Leunufna & Keller 2005; Folgado et al. 2014). Toto tvrzeni lze
prokédzat i v této praci, kde nejlepSich hodnot po kryoprezervaci dosahovaly varianty
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otuzované chladem nebo spoleénym plisobenim chladu a 0,7 M sachar6zou. U varianty
otuzované pouze 0,7 M sachardzou se neprojevil vyznamny vliv na proces kryoprezervace
a nasledné zivotaschopnosti.

Halmagyi et al. (2005); Hirai & Sakai (1999) pouzili predkultivacni teplotu 4 °C
a vysledky neprokazaly vyrazné zlepSeni ve srovnani s kontrolnimi oSetfenimi. Kultivary
testované v téchto studiich byly vylepSené odridy s Zadnou nebo nizkou aklimatiza¢ni
schopnosti. Jiné studie vyuzivajici predkultivaci pii stfidavych teplotdich prokazaly,
ze predkultivace za studena po dobu 7 dnti pfi 21 nebo 22/8 °C (teplota den/noc) vedla
ke zlepSeni miry obnovy (Kryszczuk et al. 2006; Kaczmarczyk et al. 2008), kdy je aplikovana
kapkova metoda DMSO. Ocekavalo se, Ze genotypy odolné¢ vici mrazu budou reagovat
pozitivné na kryokonzervaci a ze oSetfeni sachar6zou tuto odpovéd’ zesili bez ohledu na jejich
schopnost aklimatizace na chlad. Oba genotypy S. commersonii mrazuvzdorné vykazovaly
vysokou schopnost zotavit se z kryoprezervace bez ohledu na teplotu pied kultivaci nebo
aplikované davky cukru, coz naznacuje, ze schopnost tolerovat kryokonzervaci je zptisobena
jejich genetickymi vlastnostmi namisto oSetfeni otuzovanim. Studie prokdzaly, ze plné
aklimatizované genotypy S. commersonii snesou —10 °C (Bamberg et al. 2005), a proto neni
ptekvapivé vidét tak vysokou kryotoleranci tohoto druhu. Z vysledk této prace byl prokazan
vliv otuZovani explantatl chmele (5 °C) po dobu 14 dnl. OtuZovand varianta
po kryoprezervaci dosahovala nejlepSich vysledkl v pfeziti vzrostnych vrchold, a to vice jak
83 %. Ostatni varianty vykazovaly mensi schopnost preziti. Ocekavalo se, Ze nejlepSich
vysledkl bude dosahovat varianta, ktera byla vystavena spolecnym ptisobenim chladu a 0,7 M
otuZzovana pouze chladem. Z tohoto diivodu se lze domnivat, Ze otuzovani chmelovych
explantatl pred procesem kryokonzervace mé zasadni vliv na samotnou metodu.

Aklimatizace na chlad se pouzivé ve studiich mrazuvzdornosti a oSetfeni cukrem bylo
pouzito ve vyzkumu tolerance vic¢i suchu. Reakce rostlin na mraz a sucho znamena
biochemické a molekuldrni zmény. Zmény v mnozstvi a slozeni membranovych lipidii mohou
chranit pied poskozenim zptisobenym mrazem. Odezva na sucho souvisi hlavné se syntézou
rozpusténych latek pottebnych k osmotické uprave, jako jsou rozpustné cukry, prolin a glycin
betain. U brambor né€kolik studii odhalilo roli lipidi v bunécnych membranach chranicich
pted stresem (Palta 1994), akumulaci nékolika cukrii a osmoprotektivnich latek (Mane et al.
2008; Evers et al. 2010), stejn¢ jako geni a proteind pro osmotickou Upravu (Schafleitner et
al. 2007; Carvallo et al. 2011; Pino et al. 2013) a stabilitu membrany a oxida¢ni homeostazu
(Vasquez-Robinet et al. 2008; Folgado et al. 2014).

Studie Panta et al. (2014) zdiraznuje velky rozdil mezi mirou pieziti a mirou zotaveni.
Ve vsech piipadech byla mira zotaveni mnohem nizsi ve srovnani s mirou pfeziti s celkovym
poklesem od pfeziti do zotaveni pfiblizné o 25 %. To zdaraziiuje potiebu vyvoje
kryoprezervacnich protokolti zalozenych na rychlosti obnovy vyhonkl a nejen na pteziti
tkang.

Obnova kryoprezervace u 80 % péstovanych brambor pomoci predupravy za studena
otevira cestu pro testovani a aplikaci chladové aklimatizace ve vétSim meéftitku (Panta et al.
2009). Vliv plsobeni chladu bé¢hem predkultivatizace explantatl chmele se ukdzala jako
vhodny néstroj k lepsi zivotaschopnosti rostlin po kryoprezervaci. Tato varianta dosahovala
uspésnosti vice jak 83 %, coz v porovnani s piedchozi studii je piiblizné o 3 % vice. Tyto
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porovnavany odridy brambor, v této praci chmel.

Techniky vitrifikace pfedstavuji zjednoduSeny kryogenni postup zalozeny
na dehydrataci rostlinné tkdn¢ dosazené oSetienim kryoprotektivnimi slouceninami
s naslednym ponofenim do vysoce koncentrovanych roztoka pred ulozenim do LN (Danso &
Ford-Lloyd 2011). Kromé toho vitrifikace umoznuje ptechod vody z kapalné faze do amorfni
faze nebo struktury skelného stavu, aby se zabranilo nukleaci ledovych krystalii (Fahy et al.
1984). Cim méné vody, tim je piechod do vitrifikaéniho stavu méné rizikovy, s mensi
pravdépodobnosti tvorby ledovych krystall uvniti bunék. Fazové ptechody rostlinnych
materidlti spojené se zménou teploty a tepelnym tokem jsou méieny diferencidlni skenovaci
kalorimetrii (DSC), ktera pfesné¢ monitoruje mnozstvi tepla vyzarovaného nebo nadmeérné
absorbovaného vzorkem pii zméné¢ teploty v ¢ase (Gill et al. 2010). Dosud byl v celé rostlinné
fiSi aplikovan pfistup termické analyzy v kombinaci s technikou vitrifikace, v¢etné¢ druhi
dfevin (Ryyndnen & Aronen 2005; Vidal et al. 2005; Uchendu et al. 2010; Gantait et al.
2015).

Pomoci piistroje DSC bylo prokézano, Ze nedehydratované vzrostné vrcholy obsahuji
vysoké mnozstvi volné vody, které se projevuje velkym objemem skupenského tepla
souvisejicim s krystalizaci a tdni vody ve vzorcich. Dehydratace vzrostnych vrcholli nad
silikagelem vedlo k poklesu mnoZzstvi tohoto skupenského tepla u obou odrtid a vSech variant.

Benelli et al. (2013) tvrdi, Ze rostlinny material s vysokym mnozstvim bunééné vody
atim ohroZeny vnitrobunéénou krystalizaci vody (pupeny, Spi¢ky vyhonki, nodélni
segmenty, embrya, kalusy a suspenze bunék) musi byt chranény dehydrataci pfed zmrazenim
na rozdil od piimé kryoprezervace nékterych rostlinnych materialt, ve kterych dochazi
k pfirozenym dehydratacnim procesiim. V praci bylo prokazano, ze nejvyssi vliv na pokles
teploty mrznuti a tdni m¢ly dehydratované rostliny oproti nedehydratovanym. Dale bylo
prokazano, Ze otuzovani explantat chmele pomoci chladu, sachar6zy a ptisobeni obou vlivii
zaroven mélo pozitivni vliv na pokles teplot tdni i mrznuti u obou testovanych genotypu.
Nedehydratované vzrostné vrcholy obsahuji vysoké mnozstvi volné vody, které se projevuje
velkym objemem skupenského tepla souvisejicim s krystalizaci a tani vody ve vzorcich.
Dehydratace vzrostnych vrcholi nad silikagelem vedlo k poklesu mnozstvi tohoto
skupenského tepla u obou odrtid a vSech variant.

Typ cukru pouzity jako kryoprotektor je jednim z nejvyznamnéjSich parametri, které
je tieba charakterizovat pii vyvoji kryokonzervaéniho protokolu. Zpravy o kryoprezervaci
technikou enkapsulace/dehydratace obvykle uvadéji jako jediny kryoprotektor sacharozu,
ktera mize kromé vyvolani osmotické dehydratace ptispét k udrzeni plazmy a vnitinich
bunék (Plessis et al. 1993). V této praci byl studovan vliv 0,7 M sachardzy, ktera zde slouzila
jako kryoprotektivum.

Byla studovana in vitro konzervace pii nizké teploté a kryoprezervace pomoci
enkapsulace-dehydratace a vitrifikace u plané hrusné¢ (Pyrus syriaca). In vitro vypestované
mikrovyhonky (1,0 cm) plané hrusné byly skladovany pii 4, 8 nebo 24 °C ve tm¢ po dobu
12 tydna.

S poklesem skladovaci teploty se snizil rlst a kvalita explantitu (zménila se barva listl
a zvysilo se procento zahnédlych vzrostnych vrcholl). Nizka teplota (4 °C) méla za nasledek
niz§i rist a preziti vzrostnych vrchold. Nicméné otuzovani in vitro pii 8 °C dokdzala snizit
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rast a zachovat vitalitu explantatu. Pti nizké teploté (8 °C) opétovny rist a procento preziti
bylo vysoké.

ZvySeni koncentrace sacharézy v médiu pii predkultivaci na 0,75 M spolu
s pétihodinovou dehydrataci zlepSilo preziti (40 %) a opétovny rist (50 %) pii pouziti
enkapsulace dehydratace dehydratovanych vzrostnych vrcholl (3,0 mm) po kryokonzervaci.
OtuZovani rostlinného materidlu za nizké teploty pii 4 °C po dobu tii tydnll v temnych
podminkach s néslednym pouziti vitrifikatni metody zlepSilo pieziti a opétovny rist
kryokonzervovanych vzrostnych vrcholl plané hrusné. Z vysledki vyplyva, ze plisobeni obou
stresti zaroven vykazuje zivotaschopnost 73,3 %. Tento rozdil mohl vzniknout na zékladé
mensi molarni koncentrace sachar6zy nebo krats$i dobou dehydratace.

Studie Song et al. (2020) byla provedena za ucelem zlepSeni a doplnéni systému
kryoprezervace pro adventivni cibule lilie (Lilium spp.) cvs. 'Milky way'. Explantaty cibuli
lilii (Lilium spp.) cvs. 'Mlécna draha' cibulky a cibulek z vytvofenych z Supin cibule lilie.
Nejvyssi regenerace 65,7 % po kryoprezervaci byla dosazena pomoci PVS3 a byla ziskéna
pti ptisobeni chladu (4 °C) po dobu 7 dni a posléze v osmotickém roztoku 35% PVS3
40 minut. Z vysledkii prace vyplyva, Ze nejlepsi Zzivotaschopnosti dosahovala varianta
otuzovdna nizkou teplotou. Toto otuzeni pfispélo k Zivotaschopnosti vzrostnych vrcholl
chmele 'Zatecky poloranny ¢ervenak', a na 83,3 %. OtuZeni trvalo dva tydny pii teploté 5 °C.

Predkultura nebo pfedpéstovani zahrnuje vystaveni rostlinek nebo explantatii in vitro
na médiu doplnéném kryoprotektivy, jako je sacharéza nebo glukéza, pred zmrazenim
do kapalného dusiku (LN - liquid nitrogen). I toto tvrzeni lze z vysledkl potvrdit, protoze
nejhorsich vysledkl po kryokonzervaci prokazovaly neotuzované varianty u obou genotypd.
Z tohoto zjiSténi lze vychézet a tvrdit, ze zna¢ny vliv na Zivotaschopnost vzrostnych vrcholi
maji otuzované varianty.

Dehydratace pied ristem byla poprvé popsana Uragami et al. (1990) u postrannich
pupenil chiestu. Tato technika ma vyhodu v tom, Ze je jednoducha a nakladové efektivni,
vyhyba se pouziti toxickych kryoprotektiv. Tato technika byla aplikovana na zygoticka
a somaticka embrya a také meristémy nékterych druhti, jako je mrkev, banan, lilie, hruska
a datle (Engelmann 2004; Kaviani 2011).

Ze ziskanych vysledkt lze tvrdit, Ze otuzovani nizkou teplotou explantati chmele
ze otuzovani osmotickym stresem pfispélo k lepsi Zivotaschopnosti vzrostnych vrcholt
po kryokonzervaci. Plsobeni obou stresi zaroven pozitivné pfispélo k procesu
kryoprezervace a nasledné zivotaschopnosti vzrostnych vrcholii. Zaroven se v této praci
povedlo potvrdit, ze plisobeni obou vlivlii zaroveil mélo pozitivni vliv na pokles teplot tani
1 mrznuti u obou testovanych genotypt. Lze tedy tvrdit, Ze se v této praci povedlo prokazat
pozitivni vliv otuzovani jak osmotickym stresem, tak chladem pro zvySeni kryotolerance
rostlin chmele.

Z prace vyplyva, Ze nejlepSich vysledki po kryokonzervaci bylo dosazeno
u otuZenych rostlin chladem a to vice nez 83 %. Naslednym krokem pro zlepSeni vysledkl
zivotaschopnosti by mohlo byt zopakovani pokusu u jinych odrid chmelovych rostlin
a sledovat, jak rostliny reaguji na vySe uvedené stresy. Dale by se také dalo zaméfit na stafi
rostlin, zda mladsi nebo starsi rostliny reaguji 1épe na vliv stresti a néslednou Zivotaschopnost.
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7 Zavér

Byl prokézan statisticky vyznamny vliv otuZzovani na zivotnost rostlin chmele
po kryoprezervaci. Kontrolni  varianta  vykazovala nejmenS$i  Zivotaschopnost
po kryokonzervaci oproti ostatnim variantim. OtuZzovéani nizkou teplotou u odridy 'Zatecky
poloranny Cervenldk' mélo znacny vliv na vzrostné vrcholy po kryokonzervaci rostlinného
materidlu. Po otuZeni explantati chmele byla prokézdna vyssi Zivotaschopnost vzrostnych
vrcholli po kryokonzervaci. U neotuzenych variant byla hodnota Zivotnosti explantati
po kryoprezervaci nizsi u obou genotypu.

Déle byl prokazan statisticky vyznamny vliv otuzovani na termické charakteristiky
a obsah vosy ve vzrostnych vrcholech testovanych odrid chmele. Nejvyssi obsah zmrzlé vody
vody vykazovala varianta otuzena nizkou teplotou.

Na zaklad¢ vysledkt se lze tvrdit, Zze otuzovani nizkou teplotou meélo pozitivni vliv
na proces kryoprezervace a naslednou Zivotaschopnost, kterd byla ptiblizné¢ 83 %.
Ze ziskanych dat nelze jednoznaéné prokézat pozitivni vliv otuzovani pomoci osmotického
stresu na proces kryoprezervace.

Stanovisko k védeckym hypotézam:

e Na zikladé¢ vysledki lze potvrdit vliv otuZzovani nizkou teplotou na proces
kryoprezervace a naslednou zivotaschopnost vzrostnych vrcholi chmele.

e Na ziklad¢ vysledkti nelze prokazat, Ze otuzovani pomoci osmotického stresu
ma statisticky vyznamny vliv na proces kryoprezervace a naslednou zivotaschopnost.

e Na zéklad¢ vysledkii 1ze potvrdit vliv otuZovani osmotickym stresem a chladem
pfispélo klepsi kryokonzervaci a ndsledné Zivotaschopnosti vzrostnych vrcholl
chmele.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABA — Kyselina abscisova

BAP — Benzylaminopurin

CPA — (Cryoprotective agent) - Kryoprotektivni latky
D — po dehydrataci

DMSO - Dimethylsulfoxid

DSC - Diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie

GA;_ Kyselina giberelova

IBA — Kyselina indol-3-maselna

K - Kontrolni varianta

LN — (Liquid nitrogen) - Kapalny dusik

LSD — Least significant diferece (nejmensi vyznamny rozdil — analyza rozptylu)
MS — Murashige and Skoog médium

ND — bez dehydratace

NT — otuZovani nizkou teplotou

NT + S — otuZovani nizkou teplotou a sachardézou
OA — (Osmotic adjustment) — Osmotické Uprava
PDG - Preimplantacni geneticka diagnostika embryi
S — sachar6za

USA — Spojené staty Americké

VURY - Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v. v. i.
ZPC — Zatecky polorany Gerveniak

Yw — Vodni potencial
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12 Samostatné prilohy

Peak temperature: -27,60 °C

hthalpy (normalized): 26,176 J/g
1 nset x: -25,04 °C
crystallized: 7,837 %

Heat Flow (Normalized) Q (W/g) —

0 -
-1+ Enthalpy (normalized): 32,049 J/g
;-14,87 °C
Peak temperature: ?j@é lized: 9.596 %
-2 T T T ] T T T ] T T T ] T T T ] T T T ] T T T ]
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Exo Up Temperature T (°C)

Obrazek A Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 8765, izolovanych

z kontrolnich rostlin po dehydrataci nad silikagelem, pri chlazeni z teploty +25 °C do -90
°C (modra krivka) a ohfevu z teploty -90 °C do +25 °C p¥i rychlosti chlazeni/ohievu 10
°C/min. pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru Discovery X3 DSC.
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Peak temperature: -29,47 Ehthalpy (normalized): 4,5103 J/g
Onset x: -27,90 °C
% crystallized: 1,350 %

Midpoint type: Half height
Midpoint: -50,28 °C

Enthalpy (normalized): 9,3088 J/g
Onset x: -26,47 °C
% crystallized: 2,787 %

Y variable: Heat Flow (Normalized)

Peak temperature: -16,14 °C
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Obrazek B Termogram vzrostnych vrcholii chmele, genotyp 8765, izolovanych z rostlin
otuZovanych nizkou teplotou (5 °C) po dehydrataci nad silikagelem, pri chlazeni
z teploty +25 °C do -90 °C (modra krivka) a ohievu z teploty -90 °C do +25 °C pri
rychlosti chlazeni/ohfevu 10 °C/min. pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru
Discovery X3 DSC.
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Peak temperature: -15,35 °C
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5 Enthalpy (normalized): 145,96 J/g
Q Onset : -13,02 °C
}—é % crystallized: 43,70 %
S
2 j
3 0
[T
®
T
Enthalpy (normalized): 156,79 J/g
Onset x: -8,36 °C
% crystallized: 46,94 %
-2
Peak temperature: 0,35 °C
-4 ' ' ' T ' ' ' T ' ' ' T ' ' ' T ' ' ' T ' ' ' T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
Exo Up Temperature T (°C)

Obrazek C Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 8765, izolovanych z rostlin
otuZzovanych nizkou teplotou (5 °C) a 0,7 M sacharézou bez dehydratace nad
silikagelem, pri chlazeni z teploty +25 °C do -90 °C (modra k¥ivka) a ohfevu z teploty -
90 °C do +25 °C pri rychlosti chlazeni/ohifevu 10 °C/min. pomoci diferen¢niho
skenovaciho kalorimetru Discovery X3 DSC.



Peak temperature: -28,32 °
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Y variable: Heat Flow (Normalized)

Peak temperature: -5,58 °C
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Obrazek D Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 8765, izolovanych z rostlin
otuzovanych nizkou teplotou (5 °C) a 0,7 M sacharo6zou po dehydrataci nad silikagelem,
pri chlazeni z teploty +25 °C do -90 °C (modra krivka) a ohievu z teploty -90 °C do +25
°C pri rychlosti chlazeni/ohfevu 10 °C/min. pomoci diferen¢niho skenovaciho
kalorimetru Discovery X3 DSC.
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Heat Flow (Normalized) Q (W/g) —
o
1

Peak temperature: -13,63 °C

Onsetx: -13,41 °C

Enthalpy (normalized): 160,79 J/g
% cry%llized: 48,14 %

halpy (normalized): 167,35 J/g
set x: -7,04 °C
crystallized: 50,10 %

Peak temperature: 1,50 °C
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Obrazek E Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 14635, izolovanych
z kontrolnich rostlin pred dehydrataci nad silikagelem, p¥i chlazeni z teploty +25 °C do -
90 °C (modra kiivka) a ohievu z teploty -90 °C do +25 °C p¥i rychlosti chlazeni/ohievu
10 °C/min. pomoci diferencniho skenovaciho kalorimetru Discovery X3 DSC.



Peak temperature: -35,05 °C

nthalpy (normalized): 1,8226 J/g
Onset x: -34,92 °C

% crystallized: 0,5457 %

Onset x: -32,31 °C

Y variable: Heat Flow (Normalized)

Midpoint type: Half height
Midpoint: -39,18 °C

Enthalpy (normalized): 6,9782 J/g
Onset x: -25,22 °C
% crystallized: 2,089 %

Y variable: Heat Flow (Normalized)

Peak temperature: -15,93 °C
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Obrazek F Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 14635, izolovanych
z kontrolnich rostlin po dehydrataci nad silikagelem, pri chlazeni z teploty +25 °C do -90
°C (modra krivka) a ohrevu z teploty -90 °C do +25 °C p¥ri rychlosti chlazeni/ohievu 10
°C/min. pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru Discovery X3 DSC.
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Peak temperature: -18,31 °C
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Obrazek G Termogram vzrostnych vrcholii chmele, genotyp 14635, izolovanych z rostlin
otuZzenych pomoci 0,7 M sacharozy, pred dehydrataci nad silikagelem, pr¥i chlazeni
z teploty +25 °C do -90 °C (modra krivka) a ohrevu z teploty -90 °C do +25 °C pri
rychlosti chlazeni/ohfevu 10 °C/min. pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru
Discovery X3 DSC.
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Obrazek H Termogram vzrostnych vrcholii chmele, genotyp 14635, izolovanych z rostlin
otuZenych pomoci 0,7 M sacharézy, po dehydrataci nad silikagelem, pri chlazeni
z teploty +25 °C do -90 °C (modra krivka) a ohrevu z teploty -90 °C do +25 °C pri
rychlosti chlazeni/ohfevu 10 °C/min. pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru
Discovery X3 DSC.
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Peak temperature: -19,80 °C
10

thalpy (normalized): 161,65 J/g
set x: -19,51 °C
crystallized: 48,40 %

Heat Flow (Normalized) Q (W/g) —
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Enthalpy (normalized): 175,69 J/g
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% crystallized: 52,60 %

Peak temperature: 1,94 °C
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Obrazek CH Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 14635, izolovanych
z rostlin otuZenych nizkou teplotou (5 °C) a pomoci 0,7 M sacharézy, pired dehydrataci
nad silikagelem, pri chlazeni z teploty +25 °C do -90 °C (modra krivka) a ohievu
z teploty -90 °C do +25 °C pri rychlosti chlazeni/ohfevu 10 °C/min. pomoci diferen¢niho
skenovaciho kalorimetru Discovery X3 DSC.
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Obrazek I Termogram vzrostnych vrcholi chmele, genotyp 14635, izolovanych z rostlin
otuzenych nizkou teplotou (5 °C) a pomoci 0,7 M sacharézy, po dehydrataci nad
silikagelem, p¥i chlazeni z teploty +25 °C do -90 °C (modra krivka) a ohFevu z teploty -
90 °C do +25 °C pri rychlosti chlazeni/ohfevu 10 °C/min. pomoci diferencniho
skenovaciho kalorimetru Discovery X3 DSC.
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