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1. UvOoD

, Aby se Clovék naucil zachazet s rostlinou ke svemu prospéchu, musi
nejprve dokonale poznat jeji biologické viastnosti, seznamit se s prostredim,
ve kterém prochazel jeji dlouhodoby vyvoj, a poznat, jak podminky tohoto
prostredi na rostlinu pasobily “ (KRAUS, 2010).

Mezi nejvice diskutované stresové faktory, které v posledni dobé zatézuji
nasSe zemédélstvi, se fadi problematika sucha a vyzivy rostlin. Adekvatni pfijem
potfebnych latek rostlinou je dan dobrym zdravotnim stavem kofenového
systému a pédi o n&j. Clovék mize zamezit ptisobeni stresového faktoru ve své
vinici pfimo, a to vybérem vhodné podnoze. Ta se v sou€asnosti fadi mezi faktory
stézejni. Pravé podnoz mulze ovlivnit hloubku kofenového systému a tim
suchovzdornost podnoze, dale pfijem Zivin a také vapnomilnost naroubované
odrady.

Stresové podminky Ize sledovat i ve specificky upravenych podminkach
in vitro, které nesou nékolik vyhod (rust rostlin Ize sledovat kdykoliv béhem
cyklofyzy, podminky kultivace jsou pFfesné stanovené, eliminace napadnuti
rostlinou Skodlivymi patogeny, bézné se vyskytujicich v polnich podminkach).
Stresovy faktor v rostliné vyvolava aktivaci signalu, které se snazi rostlinu ubranit
pfed nadmérnym pusobenim daného stresoru. Mezi nejlépe takto prozkoumané
odpovédi rostlin na stres se fadi kyselina abscisova a etylen.

Experimentalni ¢ast navazuje na vysledky bakalarské prace, kde probihala
simulace stresu u nezakofenénych explantati pfidavkem raznych koncentraci
PEG, sachardzy a vapniku do kultivacniho média u podnoze Kober 125 AA. Poté
byly analyzovany reakce na stres a to konkrétné kvantovy vytézek fotosyntézy,
produkce etylenu, CO2 a obsah fotosynteticky aktivnich pigmentu. V diplomové
praci bude tato problematika rozSifena o vysledky analyzy podnoze Borner a dale
0 zakofenéné segmenty obou podnozi. Budou sledovany jiz zminované odpovédi

na stres, rozSifené o stanoveni kyseliny abscisové.



2. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanoveni tolerance k suchu a nadbytku vapna
zakofenénych prytl podnozi Kober 125 AA a Bodrner a nezakofenénych
segmentl prytd Bérner v podminkach in vitro. Vysledky navazuji na bakalarskou
praci, kdy byly sledovany reakce nodalnich segmentl podnoze Kober 125 AA
v kultivaénich médiich obsahujicich osmotické latky a vys8i obsah vapniku.
Na zakladé rastovych (délka, hmotnost rostliny) a fyziologickych (produkce
etylenu, etanu, CO2, kvantovy vytéZzek fotosyntézy, obsah chlorofylt a kyseliny
abscisové) hodnot byla porovnana adaptace zakofenénych a nezakofenénych

segmentld danych podnozi.



3. LITERARNi PREHLED

3.1 Korenovy systém révy vinné

Réva vinna — Vitis vinifera L. se fadi mezi rostliny nejvice rozsifené
po celém svété. Jeji poddruh Vitis vinifera subsp. silvestris, znama jako ,lesni
réva“ je povazovan za predchudce dneSnich znamych odrid. Pravé tento
poddruh se v davné minulosti musel vyporadat s klimatickymi zménamia zapocal
zménu své morfologické stavby. V lesnich porostech si réva zacala tvofit uponky,
aby se mohla pnout za slune¢nim svitem a pfeménila se tak v lidnu. Sou¢asné
s touto morfologickou pfeménou se vyvinul u révy vinné velky kofenovy systém,
ktery prorusta hluboko do pudniho horizontu. Druhym poddruhem je Vitis vinifera
subsp. vinifera (nebo sativa), znama jako ,evropska réva vinna“ (PAVLOUSEK,
2011; KRAUS, 2010).

Dulezitost kofenového systému u révy se priklada podnozim, na které se
usSlechtila réva vinna zacala Stépovat ve 2. pol. 19. stoleti, a to v disledku

devastovani evropskych vinic mSickou révokazem (GRANETT et al., 2001).

3.1.1 Stavba kofenového systému révy vinné

Réva vinna se mnozi vegetativné. Generativni zplsob rozmnozZovani révy
vinné muzeme najit v pribéhu Slechtitelského procesu, kdy se vysévaji semena
novych odriid (PAVLOUSEK, 2011).

Ruist kofenu se aktivuje ihned po raseni oCek a svého maxima dosahuje
v dobé kveteni, poté ma rust klesajici tendenci. Nicméné daldi vyvoj kofenl
probiha ihned po sklizni hroznu (VAN ZYL et al., 1988).

SMART, SCHWASS et al.(2006) se zmifiuje o tom, Ze réva vinna ma oproti
jehli€nanim mensi podil kofenu ve svrchnich 60 cm pudniho horizontu, coz
znamena, Ze veétsSina z nich lezi poté v horizontech nizSich. Potvrzuje, Ze réva
vinna je hluboko kofenici rostlinou. Studie nékterych autor uvadi, ze je bézné
jeji kofeny nalézt jesté v 6 metrech padniho horizontu i hloubé&ji. Na prorustani
pudy kofeny maiji vliv fyzikalni vlastnosti pudy, kultivace pudy a genotyp

nastépované odrady. Autofi také uvadi, ze rod Vitis vlivem pomérné nizké hustoty
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kofenového systému by mohl oproti travinam bylinam a kefum kolonizovat ptdu
ve vétsi mife.

KOUNDOURAS, TSIALTAS, ZIOZIOU et al. (2008) ve své studii uvadi,
Ze rust kofenového systému zavisi zejména na interakci genotypu nastépované
podnoze s prostfedim. Tim se mysli ptdni struktura, objemova hmotnost pudy,
dostupnost vody a dusikatych latek, pH a salinita.

Neéktefi védci se zmifiuji, ze vyvoj kofenl u révy vinné je ovlivnén padnimi

a prirodnimi faktory, jako je teplota, stupen provzdusnéni a textura pudy, pH

prostfedi, dostupnost vody a Zivin, ¢etnost a hloubka orby (RICHARDS, 1983;
MORLAT, JAQUET, 1993).

Obr. 1: Stavba kofenového systému révy vinné
(upraveno podle HILLEBRAND et al., 1998)

Kofenovy systém révy vinné se tvofi na podnozovém fizku a vytvafi
kofenovy kmen. Ten se sklada z hlavnich kofenl (6-100 mm v priaméru),
vedlejSich kofenu (2-6 mm v priméru) a povrchovych kofenu. Povrchové kofeny

je potfeba odstrafovat, jinak by kef zakofenil t&€sné pod povrchem pldy a byl by
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pravokofennym. Pokud ma réva pfiznivé podminky pro rust a je nastépovana na
danou podnoz, vytvari dostateCné mnozstvi kofend (MULLINS et al., 1992;
WINKLER, 1974).

Pro vysadbu révovych sazenic se doporucuje pfitomnost alespont 3 - 5
kofenu rostoucich vertikalné. Vzhledem k tomu, ze hlavni kofeny jsou schopny
prorustat do nékolika metr(, mohou nalézt vodu v téch nejhlubSich vrstvach
pudniho horizontu. Svou hluboko kofenici schopnosti ovliviuji jak pfijem vody,
tak ukotveni kefe v prostoru (PAVLOUSEK, 2011).

Kofenovy systém je tvoren jak starSimi zdfevnatélymi koreny, tak i novymi,
mladymi korfeny, které tvofi aktivni biomasu a jsou dulezité pro funkci pfijmu vody
a zivin z padniho roztoku. Konkrétnim pfikladem jsou horizontalné rostouci
vedlejsi (lateralni) kofeny. Na rust vedlejSich kofenl a nasledného kofenového
viaSeni maji vliv zejména klimatické podminky. To bylo prokazano v roce 1984,
kdy se zjistilo, ze réva vinna rostouci v mirném a stfedozemnim podnebi tvofi
nejvice vedlejSich kofenll mezi kvetenim a zamékavanim bobuli. V pfipadé
ristu dochazelo az po sbéru hrozni (RICHARDS, 1983; VAN ZYL, 1984;
COMAS, BAUERLE, 2010). Podle priméru Ize kofeny rozdélit na silné (nad 2
mm) a jemné (pod 2 mm). Prvni zmifiované vytvari prostorové usporadani
kofenového systému, jsou zasobarnou Zivin a transportuji latky v rostliné.
Zastupcem jemnych kofenul jsou kofenové vlasky, které pfijimaji vodu a Ziviny.
Predstavuji az 60 % z plochy kofenového systému (PAVLOUSEK, 2011).

3.1.2 P¥ijem vody a zivin

Kofenovy systém nese fadu dllezitych biochemickych a fyzikalnich funkci.
Jeho dobry zdravotni stav se potom odrazi na kvalité celého kefe a tim i vynosu
hroznl. Mezi hlavni funkce kofene fadime pfijem vody a Zivin, upevnéni rostliny
v prostoru, produkce rustovych regulatord a v neposledni fadé také slouzi
k uchovani zasobnich latek (MORLAT, JAQUET, 1993).

Jednou ze zakladnich funkci kofenového systému je pfijem vody a Zivin,
ktery je zabezpec€en nékolika cestami (obr. 2). Osmoticka cesta je uréena jen pro
transport vody (cesta 1), pfes rhizodermis (pokozku kofene) a primarni kdru

(tvofena endodermis, mezodermis a exodermis) se uskuteCnuje apoplastickou
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cestou (cesta 2) a symplastickou cestou plazmodezmami

(cesta 3).

V endodermalnich burnkach Ize najit Caspariho prouzky, kde voda musi pfejit

z apoplastu pres plazmalemu do symplastu endodermis.

O tomto procesu rozhoduje tzv. vodni potencial (Ww), ktery udava informace

o0 stavu vody v burice. Sestava ze tfi slozek. Osmoticky potencial (¥s), ktery je

analogem k osmotickému tlaku a vyznacuje se zapornou hodnotu. Gravitacni

potencial (Wg)

byva kladny nebo zaporny. Tlakovym potencialem (Wp)

oznacujeme turgor. Ten ma za nasledek zvysSovani vodniho potencialu. VSechny

latky, které se ve vodé rozpoustéji, snizuji vodni potencial roztoku. Pokud je

bunika zcela nasycena vodou nese nulovy vodni potencidl a je v rovhovazném

stavu s vodou Cistou.

Pfi ztraté vody dojde ke
zvySeni obsahu osmotickych latek,
snizi se turgor a osmoticky tlak se
nachazi v negativnich hodnotach.
To znamenda, Ze vodni potencial
u rostlinnych bunék je menSi nez
u chemicky cCisté vody, a ma tudiz
zapornou hodnotu. Voda v rostliné
se tak pohybuje ve sméru
snizujiciho se vodniho potencialu
(GLOSER, PRASIL, 1998;
SANTRUCEK, 1998).

Voda a v ni rozpusténé latky
nachazejici se v endodermis jsou
poté pumpovany do vodivych
elementd xylému a nasledné putuji
do nadzemni ¢asti rostliny (VINTER,
2006; TAIZ, ZEIGER, 1991).

Pro pfijem vody je dulezité, aby

kofeny rostliny mély nizsi vodni

N

OSMOTICKY
TRANSPORT |

2\

APOPLASTICKY
TRANSPORT

SYMPLASTIC
KY
TRASPORT

o,

f

Obr. 2 : Schéma transportu vody a
mineralnich latek z kofenového viaseni
do vodivych drah xylému (upraveno
podle VINTER, 2006)

potencial, nez je vodni potencial pudniho roztoku. Rychlost pfijmu vody je dan

zejména velikosti kofenového povrchu — &im vétsi je povrch kofenového

systému, tim rychleji dokaze kofen vodu pfijimat. Snizovani pfijmu vody rostlinou
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dochazi v pfipadé, kdy se vodni potencial nachazi u hodnot bodu vadnuti.
Rostlina neni schopna zmensit svlij vodni potencial a vadne. Mluvime pak o bodu
trvalého vadnuti. U kazdé rostliny je bod trvalého vadnuti pfi rizném vodnim
potencialu. Obecné se vS8ak tento bod pohybuje v rozmezi -1 az -4 MPA
(LARCHER, 1988).

PFi vysychani dochazi k poklesu vodniho potencialu a ristu negativniho
tlaku v apoplastu a xylému. Voda v cévach je pevné drZzena hydrofobnimi st€énami
v mezofylu listu. Dochazi k rozdilim tlakd mezi vnitfni a vnéjSi strukturou cév.
Meniskus vzduchové bubliny se protlaci pfes otvor (te¢ku) v sekundarni sténé
cévy, nasleduje tzv. vakuovy var, neboli kavitace — rozpinani vodni pary
a preruseni sloupce vody- embolie. Pretrhnuti se projevuje akustickym
cvaknutim, které je méfitelné specialnim pfistrojem zaloZzenym na funkci
mikrofonu, ktery je citlivy v ultrazvukové oblasti. Réva vinna se fadi mezi rostliny,
které jsou schopny si zavodnit cévy zasazené embolii vlivem pozitivniho
kofenového vztlaku (SANTRUCEK, 1998).

WILLIAMS (2000) provedl studii vodniho stresu u révy vinné. Vodni
potencial v dobfe zasobovanych vinicich se nachazel v rozmezi - 0,8 az 1 MPa.
Ve vinicich nedostateCné zasobovanych vodou se vodni potencial pohyboval
okolo -1,4 MPa.

Mezi dalSi faktory, které ovliviuji pfijem vody a Zivin kofeny, patfi teplota
a pfistup kysliku. Jeho nedostateCné mnozstvi (napf. na zaplavenych mistech)
a nizka teplota zpomaluji pfijem a vedeni vody kofenem. NejspiSe je to nasledek
snizené hydraulické vodivosti kofene. Tento jev odpovida za mnozstvi vody,
ktera proteCe svazkem trubic xylému za sekundu pfi rozdild tlaki 1 MPa.
K nejmohutnéjSimu odporu vody, a tedy i k nejvétSimu gradientu vodniho
potencialu pak dochazi na rozhrani pida - kofen. Nikoliv jen v samotném kofeni
(GLOSER, PRASIL, 1998; SANTRUCEK, 1998).

LOVISOLO, TRAMONTINI et al. (2008) uvadi, ze podnoze vyslechténé pro
zvySeni suchovzdornosti podnozi maji vysSi hydraulickou vodivost, a tim lépe
zajistuji prijem vody rostlinou. LepSi pfijem je podle ného zajiStovan i delSimi
cévnimi svazky xylému. Pravé jejich anatomicka stavba ma vliv na absorpci

a transport vody.

14



Timto smérem se ubiraji i nejnovéjsi teorie. Stale se diskutuje o tom,
Ze hlavni faktor pfijmu vody u podnozi muze byt na jedné strané tzv. WUE (water
use efficiency), do ¢estiny pfeloZzeno jako hospodareni s vodou. WUE vyjadfuje
rovnhovahu mezi ziskem biomasy (napf. vyprodukovana biomasa v kilogramech)
a ztratou vody (dano napf. litry spotfebované vody, nebo mnozstvim
transpirovaného oxidu uhli¢itého). Na druhé strané prijem vody rostlinou muze
ovlivnit i samotna geneticka dispozice dané odrudy. V tomto ohledu bylo zjisténo,
Ze Vitis rupestris a Vitis riparia ma vyssi WUE, nizSi potom nese Vitis doaniana,
Vitis californica, Vitis candidans (PAVLOUSEK, 2013).

Vyznamnou roli hraji v tomto ohledu i aquaporiny. Jedna se o proteiny
skupiny MIP "major intrinsic proteins" pfitomné ve vSech organismech. Umozniuji
burice regulovat pfesun vody zménou exprese svych genl a svou propustnosti
(VANDELEUR, NIEMIETZ, 2004).

Analyza aquaporint byla provadéna i u podnozi révy vinné, a to konkrétné
u 110 Richter, ktera je uvadéna jako podnoz odolna vici suchu. Byla zjiSténa
zmeéna genové exprese aquaporini mezi listy a kofeny béhem pusobeni sucha.
Zatimco v listech se exprese genli aquaporinu sniZzovala pro omezeni ztrat vody
vyparem, v kofenech se zvySovala. Usp&sné naroubovani podnoze
na uslechtilou odrtidu hraje klic¢ovou roli pro pfijem vody a Zivin kofeny. Absorpce
Zivin kofeny ma vliv na vitalitu kofenového systému i celého kefe. Apikalni ¢asti
kofene jsou nejaktivnéjSi v absorpci zivin, ale jejich aktivita vékem klesa (SERRA,
STREVER, 2014).

3.1.3 Produkce fytohormoni

Poprvé pouzil pojem hormon, slovo pochazejici z Feckého horman
(stimulovat), H. Starling pro sekretin, ktery izoloval z dvanacterniku. V prabéhu
dvacatého stoleti poté dochazelo k objeveni nékolika slouc¢enin v rostliné, které
vyznamné ovliviiuji jeji rast a vyvoj a nasledné byly pojmenovany fytohormony
(CROZIER et al., 2000).

Rustové regulatory jsou charakterizovany jako nizkomolekularni pfirodni
produkty, Casto uvadéné v mikromolech (umol), které podstatné reguluji vSechny
fyziologické a vyvojové procesy v prubéhu zivota rostlin. Jedna se o strukturalné

odlisné slou€eniny zahrnujici auxiny, cytokininy, kyselinu abscisovou (ABA),
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gibereliny, brassinosteroidy, kyselinu jasmonovou a etylen. (PIOTROWSKA,
BAJGUZ, 2011; PROCHAZKA, SEBANEK, 1997).

Charakter a aktivaci fytohormonu uréuje jeho samotna pfitomnost v rostliné
a korelace s danym procesem. Pfi odstranéni organu, ve kterém dochazi
k syntéze hormonu, vede k zastaveni procesu. Dodani syntetického hormonu
vede k obnoveni tohoto procesu. V pfipadé izolovani celého reakéniho systému
je u€inek hormonu totozny jako v tom neizolovaném. Synteticky hormon by mél
byt specificky a mél by plsobit stejné ve vSech podobnych situacich (JACOBS,
1979).

AC je kazdy fytohormon syntetizovan v jiném organu a ovliviiuje vyvoj
rostliny odlisné, tvofi fytohormony dohromady velkou skupinu latek, které
vzajemné podporuji (stimuluji) &i brzdi (inhibuji) rist rostliny. MuZeme je rozdélit
na endogenni — pfirozené se vyskytujici v rostlinach a exogenni — syntetické
(PROCHAZKA, SEBANEK, 1997).

V této kapitole se v8ak budu zabyvat jen endogennimi fytohormony, které
ovliviuji rdst a vyvoj rostlin s dirazem na stresové vztahy vyvolané nedostatkem

vody.

AUXINY

NejznaméjSim rostlinnym hormonem je auxin. Jeho objeveni zapocal
uz Charles Darwin, a na néj navazoval F. W. Went, ktery v 1. pol. 20. stol.
pracoval s koleoptilemi ovsa, u kterych dokazal produkci latky, ktera se
translokuje do agaru a stimuluje rust. V roce 1946 byla pak objevena kyselina
indolyl-3-octova (IAA), ktera byla dlouho jedinym znamym rdstovym regulatorem
pfirozené se vyskytujicim v rostliné. Dale poté byly objeveny kys. indolyl-3
maselna (IBA) a kys. fenyloctova (PAA). Jedna se o slabé organické kyseliny.
IAA je nestala. Snadno dekarboxyluje, vyznacuje se citlivosti na svétlo a UV
zareni. PAA je naopak povazovana za latku stalou. V rostliné je v nejvyssi mife
zastoupena |AA. Dale pak nékteré derivaty indolu, nejCastéji se jedna
o prekurzory, degradacni produkty Ci konjugaty IAA. Jen nékteré z nich vSak
vykazuji auxinovou aktivitu a jsou v rostliné preménény na IAA. NejvysSi rlistova
aktivita byla pozorovana u 4 chlor-IAA (MACHACKOVA, 1997).
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Obr. 3: Chemicka struktura endogennich auxini (MACHACKOVA, 1998)

Je znamo vazebné misto na membrané endoplazmatického retikula
a na plazmalemé. Syntéza IAA probiha ve vrcholu koleoptile u jednodéloznych
rostin a je transportovana bazipetalné, smérem od vrcholu k bazi.
U dvoudéloznych rostlin se nejvyssi hladina nachazi v subapikalni zoné stonku.
Bazipetalni transport je dalezity pro udrzeni apikalni dominance. Po odfiznuti
vrcholu dochazi k uvolnéni uzZlabnich pupenu z apikalni dominance. Auxin je
syntetizovan v apexu, v mladych listech, v semenech a vyvijejicich se plodech
(MACHACKOVA, 1997).

MASON et al., (2014) provedli rozsahlou studii tykajici se vlivu cukr(
na apikalni dominanci. Bylo prokazano uvolnéni pupent z apikalni dominance po
dekapitaci prytu jiz po 1 dni, pfed prvnimi zménami koncentrace auxinu,
v nejblizsi ¢asti stonku hrachu setého. K pfesunu glukézy a sacharézy a jejich
hromadéni v Uzlabi pupenl dochazelo ve stejném Casovém obdobi, v jakém
nastavalo uvolnéni pupenl z inhibice. Pfi umélém dodani sachardzy rostliné
doSlo k potlaeni genu pro udrzovani inhibice pupenu, coz vedlo
k jejich rychlému ristu. Tato prace stoji za teorii, ze v pfipadé apikalni
dominance omezuje apex transport cukri do nize polozenych pupend, coz ma
za nasledek inhibici jejich ristu.

Auxiny stimuluji tvorbu adventivnich kofenl. Vznikla fada studii zabyvajici
se vlivem auxinu na tvorbu kofent. U nékterych rostlin nebyly zjistény vyznamné
rozdily v obsahu auxinu mezi dobfe a hufe kofenicimi rostlinami javoru cukrového
a rododendronu. Tyto rozdily zaznamenal mezi dvéma podnozemi révy vinné,
kdy byl zjistén vySSi obsah auxinl u Iépe kofenici podnoze BLAKESLEY (1994).

V souvislosti se stresem se auxin muze podilet na vhodné architekture
kofenového systému a zabranit nadmérnému pusobeni stresoru. PFi simulaci

vodniho stresu u mutantni rostliny Arabidopsis, kde byl zvySen obsah IAA,
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rostliny vykazovaly vy$Si odolnost vici suchu, nez druha ¢ast rostlin, kde obsah
IAA byl mensi. Pozitivné byla ovlivnéna regulace genl souvisejici s abiotickym
stresem (RAB18, RD22, RD29A, RD29B, DREB2A a DREB2B), kde dochazelo
ke kladnému ovlivnéni reaktivni formy kysliku, antioxidantl, metabolisma a
zakladnich enzymatickych aktivit, aminokyselin, organickych kyselin, cukrq,
cukernych alkohold. Modulovan byl i kofenovy systém rostliny a to zvySenou

tvorbou postrannich kofent, oproti kontrole (SHI,CHEN, 2015).

CYTOKININY

DalSi skupina fytohormon, ovliviujici vyvoj rostliny, nese nazev cytokininy,
definované jako derivaty adeninu. V roce 1956 byl objeven kinetin (6-
furfuryladenin), ziskany z autoklavované rostlinné DNA a jako prvni endogenni
cytokinin v roce 1973 byl nalezen zeatin, vyizolovany z endospermu kukufice. Je
znamo okolo 30 endogennich cytokininG, které rozdélujeme na isoprenoidni
a aromatické. V rostlinach jsou béznéjSi isoprenoidni. Podminkou jejich
biologické aktivity je jejich specificka konfigurace, ktera musi vychazet z adeninu
substituovaného na aminoskupiné v poloze 6. DalSi endogenni cytokinin
6- benzyladenin (BA), neboli 6 - benzylaminopurin (BAP) je nejCastéji zminovan,
i kdyZz nese nizkou cytokininovou aktivitu. Bylo vSak zjiSténo, Ze derivaty
benzyladeninu s hydroxylovanym benzenovym jadrem v poloze orto a meta nese
nejvySSi biologickou aktivitu. Takovym derivatem je napf. m-topolin (m-
hydroxybenzyladenin). Izoprenoidni cytokininy zeatin a izopentyladenin (ip) jsou
degradovany cytokininoxidazou (MACHACKOVA, 1997; SAKAKIBARA, 2006.)

LALOUE, PETHE (1982) definoval tzv. zasobni formy cytokininG. Jedna se
zejména o ribotidy a glykosidy, které se mohou metabolickou cestou pfeménit na
cytokininové baze. Nejlépe jsou rostlinou burnikou pfijimany pravé lipofilni baze

cytokininu. Pro glykosidy a ribotidy nejsou rostlinné membrany permeabilni.
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Obr. 4: Chemicka struktura isoprenoidnich cytokinint (vlevo) a aromatickych
cytokinint (vpravo) (upraveno podle SAKAKIBARA, 2006)

Nejvice cytokininl nalezneme v intenzivné se délicich burkach,
v rostoucich pletivech v kofenovém apexu. Z toho Ize vyvodit jasnou interakci
polarniho transportu mezi auxinem, syntetizovaném ve vzrostnych vrcholech
a cytokininem produkovanym kofenovym apexem. | kdyz auxinovy polarni
transport ve stonku i v kofenu je obecné znam, cytokininovy vyrazné polarni neni
(KAMINEK, 1997).

Translokace cytokinind probiha symplasticky lykem i xylémem z kofent do
nadzemni Casti kefe. Syntéza cytokininu se déje v apexu kofene, odkud xylémem
putuje do nadzemni Casti rostliny, zejména listl, kde pfechazi do floému a poté
do ostatnich organu rostliny. Transport auxinu z apexu k bazi rostliny a opacné
sméfovany transport cytokinint hraje dilezitou roli pfi morfogenezi. V pfipadé
apikalni dominance pusobi cytokininy jako antagonisti k auxinim. Uvolfuji
pupeny z auxinové inhibice a stimuluji tak jejich rast (MACHACKOVA, 1997;
KAMINEK, 1997).

KYSELINA ABSCISOVA

V roce 1964 byla vyizolovana z plodu baviniku latka zpUsobujici opad listd
- pozdéji nazvana jako abscisin Il. Na tuto skute€¢nost sou¢asné navazoval dalSi
pokus, kdy byla objevena identicka latka dormin, navozujici u javoru klene
dormanci. Pro obé latky byl na konferenci v roce 1967 pfijat nazev kyselina
abscisova (ABA) (PROCHAZKA, BORKOVEC, 1997).
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Obr. 5: Chemicka struktura (S)-cis- ABA — biologicky aktivni forma ABA
(CHURCHILL et al., 1992)

ABA je oznaCovana jako seskviterpen slozeny ze tfi isoprenoidnich
jednotek (obr. 5) a vznika Stépenim vétSi molekuly karotenoidu. Konkrétné je
povazovana za produkt Stépeni 9- cis epoxykarotenoid xantofyll, 9-cis
violaxantinu a 9-cis neoxantinu. Stejné jako ostatni seskviterpeny je mozno ji
odvodit od kyseliny mevalonové. Biologicky aktivni ABA se vyznacuje specifickou
chemickou strukturou- karboxylova skupina, terciarni hydroxylova skupina, 2-cis-
4-trans-pentadienovy  postranni  fetézec, 4'-keton a dvojha vazba
v cyklohexanovém kruhu. V pfipadé chybéjici nékteré z téchto skupin se jedna
0 neaktivni formu kyseliny abscisové. V kofenovych Cepickach probiha nejvétsi
hromadéni ABA, zfejmé vlivem nizké vakuolizace a vyS$Siho obsahu cytosolu.
DalSi syntéza probiha v listech, kam je vedena xylémem. Floémovy transport kys.
abscisové vede poté k jejimu hromadéni v kofeni. Zde se jedna Cast uklada
do pletiva a druha putuje do xylémovych cév (HARTUNG, 2002; TAIZ, 2002).

VLASAKOVA (2011) uvadi zpUsoby transportu ABA do kofene vlastni
syntézou v koreni,

e uvolnénim z konjugovanych forem,
e nasatim z ptdniho roztoku v okoli kofene,
e transportem floemem z nadzemni €asti rostliny.
Uvnitf kofene ABA muze byt:
e uchopena symplastem a byt zde skladovana anebo degradovana,
e je nesena apoplasticky s transpiraCnim proudem smérem ke xylémovym
cévam a nasledné do listu,

e muze difundovat do ptdniho roztoku.

Jako receptor pro ABA je uvadén vnéjsi povrch plazmalemy svéracich bunék

priduchl. lhned po navazani kys. abscisové na jeji vazebné misto dojde
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ke zméné povahy plazmalemy i proudu iontl. Ze svéracich bunék dochazi
k zvySenému prutoku drasliku a protonu, voda je nasavana svéracimi burikami,
turgor se méni a praduch se uzavira (MACHACKOVA, 1998).

Kyselina abscisova je fytohormon, jehoz obsah se méni v zavislosti
na daném prostiedi. Je spjat s fadou fyziologickych procesu (uzavirani
priduch, rast kofene apod.) a v sou¢asné dobé je nejvice diskutovanym
fytohormonem v oblasti stresu u rostlin. Pravé u stresovanych rostlin mizeme

sledovat vyrazné vySSi obsah ABA.

ETYLEN

Produkce etylenu rostlinou byla potvrzena v roce 1934. Jde o plynny
hormon, ktery lze stanovit plynovou chromatografii. Je to nejjednodussi
uhlovodik s chemicky reaktivni dvojnou vazbou, ktera je nepolarni. Etylen
disponuje vysokou fyziologickou aktivitou. Mize oxidovat az na formaldehyd
(MACHACKOVA, 1997).

Etylen vznika z aminokyseliny L-metioninu, dale vznika S-adenosylmetionin
(SAM) -> kys. 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC) -> etylen. Posledni krok
je katalyzovan enzymem ACC syntazou. Prekurzorem etylenu je ACC, ktera se
nachazi ve vysSich rostlinach jako konjugat s kyselinou malonovou, N-malonyl-
ACC. Nejvétsi mnozstvi se tvofi pfi zrani ovocnych plodu a pfi plsobeni
stresovych faktord (MACHACKOVA, 1997; PIOTROWSKA, BAJGUZ, 2011).

ARGUESO et al. (2007) uvadi etylen jako fytohormon, ktery vyrazné
ovliviuje kliceni semen, diferenciaci bunék, utvareni kofene a primordia stonku,
prodluzovani kofene, vyvoj postrannich pupend, iniciaci kveteni, senescenci,
opyleni, zrani ovoce a produkci volatilnich organickych latek, zplsobuijici vyvoj

aroma ovoce.

3.2 Stresové signaly rostlin

Rostlina se béhem svého Zivota musi potykat s mnoha nepfiznivymi
podminkami, které negativné ovliviuji rist a nasledné i vynos. USlechtilou révu
vinnou nastépujeme na podnoze, ktera muze vyrazné ovlivnit toleranci kefe révy

vinné vUuci suchu a nadmérnému vapnu v padé. Pravé sucho a s nim souvisejici
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suchovzdornost rostlin se v sou¢asné dobé rfadi na predni pfi¢ky diskuzi v oblasti
zemédélstvi.

Problematiku nadmérného vapna v padé zase musi feSit vinohradnici
v oblasti Palavy, kde se hojné vapenité pady vyskytuji. Nedostatek vody

a nadmérny obsah vapna v padé radime do abiotickych stresovych faktoru.

3.2.1Stres u rostlin - zakladni pojmy

Evoluci dochazelo postupné k vytvofeni rlznych mechanismu, které
umoznilo rostlinam se stresu pfizpUsobit. Reakce rostlin na stres je povazovana
za dynamicky proces (obr. 7). Rezistenci, nebo také odolnosti rostlin rozumime
jejich schopnost prezit nepfiznivé podminky. Tento stav se dale déli na stav
avoidance, coz je strategie, kdy se rostlina snazi stresu vyhnout napfiklad
zkracenim zivotniho cyklu a tolerance. Tento stav je oproti pfedeslému aktivni
tim, Ze se snazi pusobeni stresoru co nejvice zmirnit. Ziskava se v procesu
otuzovani, neboli aklimace. Jedna se o proces vyrovnani se novym podminkam
zménou metabolismu. Takto ziskané vlastnosti jsou vS8ak reverzibilni
(PROCHAZKA, 1998; PAVLOVA, 2005).

VLASAKOVA (2011) uvadi, Ze rostlina vyuziva bud separace, moznost
vyhnout se stresové reakci, adaptace, pfizpusobeni se anebo reparace,
obnoveni poskozené struktury. Pokud néktery z uvedenych mechanismu

nefunguje, organismus je trvale poskozen a odumira.
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Obr. 6: Stresova reakce u rostlin (LARCHER,2003; upraveno podle
VLASAKOVA, 2011)
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Jako prvni pfi plsobeni stresu je vyvolana poplachova faze, kdy v rostliné
dojde k destabilizaci funk&nich a strukturalnich systému, které jsou dulezité pro
vitalitu celé rostliny — proteiny, biomembrany, veSkeré biochemické procesy
a energeticky metabolismus. Rostlina disponuje i kompenzacnimi systémy, kdy
nastartuje syntézu proteini a ochrannych latek. Mluvime o restituéni fazi.
Nasledujici faze rezistence vede ke zvySené odolnosti vuéi stresu. Pri
dlouhodobém pulsobeni stresoru se vSak kfivka posunuje smérem k fazi
vyCerpani. Pozdéji rostlina hyne. V pfipadé, Ze stresovy faktor nenabyde
dlouhého trvani, je velka pravdépodobnost navratu organismu do pavodniho,
vitalniho stavu (LARCHER, 2003).

Informace o stavu stresoru v pudé udavaji specifické signalizacni latky,
které se premistuji z kofend do nadzemni c¢asti rostlin spolu s vodou
a rozpusténymi latkami v ni, tedy transpiraCnim proudem. Signalizace muize
probihat na urovni mezi jednotlivymi rostlinami, mezi bufikami a komunikaci mezi
organelami. StéZejni je komunikace kofene a nadzemni casti rostliny. Signaly
muzeme rozdélit na pozitivni, kdy dana latka je do transpiracniho proudu
uvolfovana a negativni — je z transpiraniho proudu odebrana. Dale se signaly
rozdéluji na chemické (ABA, etylen, cytokininy, pH xylému), hydraulické
(aquaporiny, hydrostaticky tlak) a elektrické (CHAVES, OLIVEIRA, 2004; SERRA
et al., 2014; FOJTU, 2011).

Existuje fada produktl genll indukovanych suchem. Rozdéluji se do dvou
skupin. Prvni, funkéni proteiny, hraji dulezitou roli pfi toleranci vici abiotickému
stresu a fadime sem LEA proteiny, antifreeze proteiny, mRNA binding proteiny,
proteiny vodnich kanalu, transportéry cukrt a prolinu a rizné proteazy. Do této
skupiny se fadi i tzv. chaperony. Jedna se o stresové bilkoviny, které chrani
produkovany kyselinou abscisovou. Druha skupina zahrnuje regulacni proteiny.
Ty se Udastni exprese faktorll gend spojenych se stresem. Radime sem
fytohormony, transkripCni faktory, protein kinazy, enzymy metabolismu
fosfolipiddl (SHINOZAKI et al., 2006: GLOSER, PRASIL, 1998).
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3.2.2 Tlakovy potencial

Tlakovy potencial Wp (hydrostaticky tlak) fadime mezi signaly hydraulické.
Tento jev uzce souvisi s vodnim potencialem, o kterém jsem se zminovala
v kapitole o pfijmu vody a zivin kofeny (3.1.2). Hydraulické signaly, jesté nejsou
zcela objasnény a jsou stfedem dalSiho zkoumani. Vznikaji vlivem rozdilného
vodniho potencialu a nachazeji uplatnéni u variant suchého prostfedi. Byvaji
vyuzity v transportu zejm. u stroma, kde jsou organy od sebe ve velké vzdalenosti
(FOJTU, 2011).

Gradient hydrostatického tlaku je hromadny, jedna se o pohyb celého
kontinua — bulk flow. Tlakovy potencial udava rozdil mezi tlakem atmosferickym
a tlakem vody v systému. Mize byt negativni i pozitivni. Pokud je tlak v xylému
negativni, mluvime o tenzi. Kladna tlakova sloZka se nazyva turgor. Pravé pokles
turgoru je signalem pro vyplaveni kyseliny abscisove. Rostliny rychle transpirujici
maji hodnotu tlakového potencialu v xylému okolo -1 az - 4 MPa. Logicky Ize
uvazovat o snizovani vSech sloZzek vodniho potencialu stejnou rychlosti, nicméné
pokud by k tomu doSlo, rostlina by zastavila svuj rist. Zde se uplatiuje turgor
maintenance, neboli udrzovani turgoru. Rostlina se snazi v obdobi sucha udrzet
kladny nenulovy tlakovy potencial. Hromadi se asimilaty v bunce, coz vyvola
zvySenou extrakci vody z okolnich pletiv a zvySeni tlakového potencialu na
hodnotu, ve které se vyskytoval pfed pusobenim stresu. Tento jev se vyskytuje
napf. i u cukrové fepy, kdy hodnoty osmotického potencialu mohou sahat az ke 3
MPa (SANTRUCEK, 1998).

3.2.3 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova je jednim z nejlépe prostudovanych rostlinnych
hormon( vibec a fadi se mezi nejdulezitéjsSi signalizacni komponenty na drovni
kofen- nadzemni Cast. Na druhou stranu je to vSak fytohormon, u kterého je
obtizné zjistit pfiCinu jejiho vzniku. ABA je povazovana za stfed vSech reakci,
které se v rostliné déji pfi pusobeni stresoru. Pfipravuje a prenasi signaly pro své
vlastni jednotky. Jeji zvySeny obsah mlzeme nalézt zejména v pripadé
dehydratace pletiv, tedy sucha, pfiCemz se jeji mnozstvi méni v Case. ABA

v rostliné je vyuzivana, syntetizovana, degradovana, redistribuovana nebo se

24



méni v neaktivni formu. Prvotnim signalem pro aktivaci ABA je zména turgoru,
nebo vys$si zaporny vodni potencial. Plazmatickd membrana reaguje na sniZeni
turgoru zvySenym transportem Ca?* do buriky a spolu s fosfoinozitoly pusobi
v signalnim fetézci, kdy aktivuji syntézu ABA. ZvySenou produkci ABA muzeme
najit u rostlin vystavenych vodnimu a osmotickému stresu, ale také stresu z nizké
nebo vysoké teploty (JIANG, HARTUNG, 2008; PROCHAZKA, BORKOVEC,
1997; VLASAKOVA, 2011).

DfivéjSi pokusy s rozdélenym kofenovym systémem do dvou nadob, kdy
jedna obsahovala osmotikum a druha jen zivny roztok, prokazaly uzavirani
priduchl. Stupen uzavfeni zavisel na koncentraci osmotika. Tim se potvrdila
syntéza ABA v kofeni. V dlsledku plsobeni stresu je syntetizovana v kofenech
a nasledné transportovana xylémem do nadzemni €asti rostliny, kde reguluje
funkci prduchd. | u révy vinné bylo prokazano, ze ma schopnost regulovat
produkci ABA, pravé signalizaci v Grovni kofen- nadzemni ast (SANTRUCEK,
1998; JIANG, HARTUNG, 2008; SOAR et al., 2004).

DAVIES a ZHANG (1991) upozorfiuji na to, Ze pfi dehydrataci listu, dochazi
k vyraznému zvySeni obsahu ABA v listu, coz poté koreluje s uzaviranim
pruduchd. V tom pfipadé musime rozliSovat narust kyseliny abscisové, vzniklé
v listu a ABA, vzniklé v kofeni a translokované do nadzemni Casti.

V pfipadé, kdy dojde k vystaveni kofene nedostatku vody, naroste obsah
ABA transportované xylémem do nadzemni €asti. To poté vede k syntéze vlastni
kyseliny abscisové, ta se pfemisti z mezofylu do epidermis a vyvola uzavieni
pruduchd, ¢imz zamezi transpiraci. BEhem stresu se mnozstvi endogenni ABA
zveda rychleji v epidermis listu nez v jeho mezofylu. ABA pak brani vstupu iont(
K* do svéracich bunék praduchl a vystupu iont H* z nich (GLOSER, PRASIL,
1998: VIZAROVA, 1997).

Vodnim stresem se spousti 2 signalni drahy, a to ABA-independentni
a ABA-dependentni, liSici se svymi komponenty. Tyto drahy vedou k navozeni
stavu adaptace. Stresem vznikajici malat, sukcinat a citrat se fadi k prvné
jmenované draze. Osmotickym stresem indukovany prolin je zavisly na produkci
kys. abscisové a fadi se k ABA-dependentni draze. Prolin byva casto
syntetizovan pfi vodnim potencialu -1 MPa (KEMPA et al., 2008; GLOSER,
PRASIL, 1998).
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WILKINSON a DAVIES (2002) zduarazriuji, Zze v sou¢asné dobé Ize potvrdit,
Ze rostlinné hormony a zejména kyselina abscisova hraji dllezitou roli v regulaci
priduchl a vymény plynu v prabéhu plsobeni stresového faktoru.

Se signalizaci ABA souvisi i zména pH xylémové Stavy a apoplastu listu.
Praveé stres vyvolany suchem ovliviiuje pH xylému a apoplastu, a tim i negativné
nebo pozitivné transport ABA z kofene do nadzemni ¢asti kefe. Hodnoty pH 5 —
6 se vyskytuji u nestresovanych variant, kdy je uvolfiovani ABA z xylému
a apoplastu listu nejvétsi, ¢imz dochazi k minimalnimu transportu tohoto
fytohormonu ke svéracim bunkam. ZvySena hodnota pH xylému byla zjiSténa
u stresu suchem, vysoké salinity, pfi nedostatku zivin a nadbytkem vody
(WILKINSON, DAVIES, 2008; FOJTU, 2011).

KOROVETSKA et al. (2014) potvrzuji zvySenou produkci ABA v listu
slunecnice v pfipadé alkalického stavu xylému a sniZeni vodivosti pridduchu.
V pfipadé dlouhodobého stresu suchem se hodnoty pH xylému a apoplastu
snizuji vice nejen vlivem nerovnovahy mezi kationty a anionty, ale také vlivem
zvySenym obsahem malatu v xylému.

SALOMON et al. (2014) provadéli rozsahlou studii, kdy se zabyvali produkci
ABA rOznymi bakteriemi. Vyizolovali 11 ruznych kmenu bakterii z kofenu
a rhizosféry z odrudy Malbec ve vinici v Argentiné. Pro dalSi pokusy byly pouzity
kmeny Bacillus licheniformis, Pseudomonas fluorescens, které jsou zafazeny do
tzv. skupiny PGPR, neboli Plant growth promoting rhizobacteria. Pfi kultivaci
in vitro, kdy byla provedena inokulace rostliny témito bakteriemi, se prokazala
zvySena indukce ABA, ktera vedla ke snizeni ztraty vody. Pritomnost
jmenovanych bakterii a nasledna produkce ABA méla za nasledek aktivaci ABA-
independentni drahy a tim syntézu obrannych latek.

U Vitis Vinifera jsou znamé 2 geny, VVWNCED a VVZEP, zapojené
v biosyntéze ABA. Rozdilné mnozstvi nasyntetizované ABA v kofenech podnozi
révy vinné je dano riznou absorpéni schopnosti vody danych podnozi. Intenzita
signalu ABA na urovni kofen-nadzemni €ast je regulovana na 4 anatomickych
urovnich — v rhizosféfe, v kortexu, ve stonku a v listech (SOAR et al., 2004;
JIANG, HARTUNG, 2008).
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3.2.3Cytokininy

Cytokininy jsou syntetizovany v kofenech a vyznacuji se antagonistickou
povahou vuci ABA v procesu uzavirani praduchu. U Vitis vinifera byl v kofeni
objeven zeatin a zeatin ribosid. Nicméné v souvislosti pravé s uzaviranim
priduchtl a vlivem cytokininl na pribéh stresu u rostlin je stale plno
nezodpovézenych otazek. Je to dano zejména zménou pomérl jednotlivych
cytokinint a jejich velkym mnozstvim zastupclt (STOLL et al., 2000; SERRA,
2014; FOJTU, 2011).

Mnozstvi endogennich cytokinind v listech je v pribé&hu sucha snizeno,
vlivem poklesu biosyntézy cytokinint v kofenech a ke zmirnéni jejich transportu
z kofenl do lodyhy. V pfipadé, kdy obdobi sucha je delSi, dochazi k ovlivnéni
korelace mezi kofenem a lodyhou ve prospéch podzemni Casti, coz obsah
cytokinind ovlivni pozitivné (KAMINEK, 1997).

VétSina vyzkumi se momentalné pohybuje v oblasti vlivu cytokininu
na vyvoj rostlin. Otazky na téma vlivu cytokinin(i na abioticky stres ale nezlistavaji
pozadu, i kdyZz je zde plno nejasnosti. Posledni studie ukazuji, Ze hladina
endogennich cytokininu je v pribéhu stresové reakce vysoce regulovana. Byly
provedeny pokusy s aplikaci exogennich cytokininl, nebo biotechnologickou
manipulaci s endogennimi cytokininy. Ty ukazaly jak negativni, tak i pozitivni vliv
na toleranci pfi plsobeni stresového faktoru. Jsou znamé CHk receptory protein(
u Arabidopsis antagonistické k suchu. Interakce mezi slozkami cytokininové
signalni drahy a stresu jsou variabilni. Dale jsou znamé CRF proteiny, které jsou
v souCasnosti studovany, a uvazuje se, ze pravé ony koordinuji signalizaci
cytokinind (ZWACK, RASHOTTE, 2015).

ALVAREZ et al. (2008) zjistil, ze snizenim obsahu cytokininl se zvySuje
odolnost rostliny vici abiotickému stresu. Pokles obsahu cytokinint je dan
Cinnosti enzymu cytokininoxidazy, ktery je indukovan samotnymi cytokininy,
kyselinou abscisovou a abiotickymi stresory.

FOJTU (2011) tvrdi, Ze cytokininy, jako latky, které stimuluiji rast rostliny a
uzavirani priduchu se musi v pribéhu stresu eliminovat, protoze v nepfiznivych
podminkach je rostlina omezena v rustu i transpiraci. Dochazi ke snizeni
koncentrace v xylémové Stavé i burikach listu. Délo se tak v pfipadé vystaveni

rostlin stresu suchem, zasolenim pudy a nedostatkem dusiku v padé.
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3.2.4Etylen

V roce 1977 byla publikovana studie, kdy se prokazala zvySena produkce
etylenu u listd pSenice, kdy pfi kazdém poklesu obsahu vody o 9 % se zvysilo
mnozstvi etylenu 30krat az 40krat. Je vSak znama i teorie, Ze uzavreni priduchd
zpomaluje difuzi etylenu do okolniho vzduchu, a tak je dulezité rozliSovat etylen
uvolfiovany z rostliny a vakuové extrahovany z pletiva (MACHACKOVA, 1997).

Zvysena tvorba etylenu v rostliné je zplsobena nasledujicimi stresy —
sucho, nadbytek vody, nizka nebo vysoka teplota, salinita pady. Z biotickych
stresll je to potom poranéni rostliny patogenem. K narlstu tohoto plynného
hormonu dochazi nékolik desitek minut po napadnuti rostliny stresorem.
Stresoveé faktory vyvolaji tvorbu ACC syntazy, z€asti se vytvofi etylen a zCasti je
ACC prevedena na konjugat s kyselinou malonovou, N-malonyl-ACC (MACC).
Tato forma je biologicky neaktivni a ve velmi malé mife se prevadi zpét na ACC
(MACHACKOVA, 1997).

ARRAS et al. (2015) provedli studii, kdy zjiStovali odpovédi riznych odrud
séji na sucho. Podrobné zkoumali zejména produkci etylenu a ACC.
U stresovanych rostlin analyzovali vy$8i obsah ACC v listech a v kofenu zvySeny
obsah etylenu. U nestresované varianty byl zvySeny obsah ACC jen v kofenech.
Zkoumané bylo i spektrum genu, které spousti biosyntézu etylenu v pribéhu
stresu - MAT, ACS, ACO, EDR a MP. Konkrétné ACS a ACO byly za sucha
snizeny a gen CTR, ktery je zapojen do signalizace etylenu, se zvySoval.

Posledni studie ukazuiji, ze je dllezita interakce mezi etylenem a kyselinou
abscisovou, které se navzajem v plsobeni doplfuji. Oba fytohormony maji podle
autort studie vliv na uzavirani prdduch a rastu nadzemni ¢asti rostliny v prabéhu
stresu rostliny suchem a znecisténém prostfedi polutanty. Mluvi
o antagonistickém vztahu etylenu k ABA v uzavirani praducht. Dalsi
fytohormony, nebo efektory, jako je pH xylémové Stavy a zména vodniho stavu
rostliny vyrazné napomahaji k signalizaci mezi organy. Zminuji se i o zvySené
produkci peroxidu vodiku a oxidu dusného rostlinou v obdobi sucha
(WILKINSON, DAVIES, 2010).
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3.3 Viliv stresu na fotosyntézu a dychani

V prabéhu stresu z nedostatku vody, je rostlina stale zavisla na prubéhu
fotosyntézy a dychani. To, aby byl CO:2 pro fotosyntézu vyuZit v tom
nejoptimalnéjSim mnozstvi zajiStuje prdduchova regulace vymeény plynt. ABA
snizenim turgoru priduchy zavira (kap. 3.2.3 0 ABA). Fixacni cesty rostlin C4
a CAM, vyskytujici se v aridnich oblastech nasi Zemé&, umoznuji navySeni obsahu
CO2 jen v tésné blizkosti chloroplastd a snizeni jeho koncentrace
v intercelularach listu. V pfipadé, Ze jsou pruduchy rostlin typu C3 a C4 otevieny
stejné, u druhé zmifované skupiny rostlin dochazi k rychlejSimu pratoku CO:2 do
listt, imz je spotfeba vody mensi oproti rostlinam typu C3 (GLOSER, PRASIL;
1998).

Pfi snizeni vodniho potencialu v listu na -1 az -2 MPa dochazi ke snizovani
¢innosti fotosyntézy a zvySenému prodychavani substratu. Po navozeni sucha
nebo zvySenim pfistupu soli ke kofenim muze dojit jak ke sniZzeni nebo zvySeni
mechanismy regulace stresu rostlin. Obecné vsak plati, Ze na nedostatek vody
v ptdé reaguiji rostliny snizenou rychlosti rastu (NATR, 1998).

Fotosystém Il (PS 1l) je nejvice zranitelnym komponentem fotosyntetického
aparatu pfi plsobeni abiotického stresu. Komplex PS |l katalyzuje rozklad vody
a uvolfiuje molekularni kyslik. Zaroven je napojen na komplex cytochromu bsl/f,
ktery prenaSi elektrony z PS Il na PS I, kde dochazi k redukci NADP".
Fotosystémy se nachazi u chloroplastll v membrané tylakoidl. Obsahuji vzdy
komplex jadra a svétlosbérny systém (LHCI a LHCII). Ten zachycuje kvanta
zareni a prevadi ziskanou excitacni energii elektront do reakéniho centra (RC).
Excitovana molekula se vraci do plvodniho stavu vydanim energie ve formé
fluorescence, tepla nebo pfenosem energie na sousedni molekulu. Produktem
fotosyntézy je kyslik, NADPH+H*a ATP (NATR, 1998; GURURANI et al., 2015).

V pfipadé pUsobeni abiotického stresoru je PSII komplex schopen opravit
jeho urcita poskozeni, a to vlivem nékolika proteinovych kinaz a fosfataz, které
usnadnuji fosforylaci a naslednou defosforylaci D1 proteinu PS 1l komplexu.
Jednd se o velmi slozity cyklus. PFfi nadmérném ozafeni se modifikuji
aminokyseliny v bilkoviné D1 a dochazi k fotoinhibici PS Il. Cely protein musi byt

zcela rozlozen a nové syntetizovan, poté nazpét viozen do fotosystému PS II.
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Tolerance rostlin vUci stresu je dana tedy i kapacitou opravy poskozenych
molekul D1, protoZe se jedna o energeticky velmi narocny proces (GURURANI
et al., 2015).

V soucCasné dobé se zkouma vliv endogennich fytohormonu na aktivitu
fotosyntézy i dychani. U rostlin kustovnice ¢inské (Lycium chinense) byl izolovan
v prubéhu plsobeni stresu suchem gen violaxanthin de- epoxidasa (LcVDE)
a zjistilo se, Ze je v uzké souvislosti s akumulaci ABA. U transgennich rostlin
Arabidopsis tento gen zvysSil toleranci k suchu a zpusobil pomalejsi pokles
kvantového vytéZzku PS Il ve srovnani s kontrolnimi variantami. Vzhledem k tomu,
Ze violaxanthin de- epoxidasa (VDA) hraje dulezitou roli v pfeméné violaxanthinu
na zeaxanthin, a je prekurzorem kyseliny abscisové, Ize uvazovat o vlivu ABA
na expresi fotosyntetickych genu v pribéhu pasobeni sucha (GURURANI et al.,
2015; GUAN et al., 2015).

Akumulace etylenu v rostlinach vystavenych stresu suchem ukazuji
zvysenou senescenci a naru$enou biosyntézu ABA, coz ma za nasledek
snizenou fotosyntetickou aktivitu a zpomaleny rust listl. Dale v Uvahu pfipadaji
latky, zvané rostlinné osmolyty. Napfiklad Glycin-betain chrani luminalni
a stromatalni proteiny, enzymy a lipidy a jeho syntéza je uzce spjata s endogenni
hladinou ABA, kyseliny salicylové a etylenu (GURURANI et al., 2015).

MARTORELL et al. (2015) se ve svém pokusu mmj. zabyvali vyménou
plynu v listech u odridy Tempranillo a Grenache naroubovanych na podnoZi
Richter-110 v prubéhu plsobeni stresu suchem v polnich podminkach na
Islandu. U kontrolni varianty, ktera byla pravidelné zavlazovana, se vodni
potencial rostlin pohyboval od -0,4 MPa do -0,3 MPa. U stresované varianty (po
dobu dvou let nedochazelo vibec k zavlazovani) se vodivost praduchl snizovala
v pribéhu obou let. Vyrazny pokles fotosyntézy byl zfejmy jen v srpnu. Odriida
Grenache projevila odpovéd na vodni stres sniZzenim aktivity fotosyntézy
a vodivosti priduchd uz v ¢ervnu.

MEGGIO et al. (2014) publikovali dalSi pokus, zabyvajici se vlivem sucha
na prubéh fotosyntézy u rostlin, tentokrat u podnozi révy vinné. Konkrétné se
jednalo o podnoz 101.14 Millardet et de Grasset (V. riparia x V. rupestris),
relativné odolnou vuci vodnimu stresu a podnoz vzniklou kfizenim [(V. vinifera x
V. berlandieri) x V. berlandieri cv. Resseguier n. 1] nazyvanou M4, ktera je

uvadéna jako tolerantni k suchu. Pokus probihal v Milané v kvétinacich, kterée
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nebyly 10 dni zalévany. Rostliny byly vystaveny stresu suchem a zasolenim.
Vodni potenciadl u obou podnozi se ve stresovych podminkach pohyboval
v rozmezi -1,22 MPa az -1,28 MPa. Vodni stres snizoval aktivitu fotosyntézy
u obou podnozi, ale v rozdilné mife. Po 6-ti dnech doSlo k uplné inhibici
fotosyntézy u podnoze 101.14. V tuto dobu ukazovala podnoz M4 zhruba 40%
aktivitu fotosyntézy v porovnani s kontrolou. Vodivost praduchlG dramaticky
klesala u obou podnozi, ale u M4 byly hodnoty podstatné vyssi. U 101.14 byly
hodnoty kvantového vytézku fotosyntézy snizeny o 20 % oproti kontrole. U této
podnoze bylo také zjiSténo, Ze pfi vodnim potencialu listu pod -0,6 MPa se zacala
snizovat vodivost praduchd, u podnoze M4 se jednalo o hodnotu -0,9 MPa.
Na zakladé vodivosti praduchu, vodniho potencialu a aktivity fotosyntézy bylo
konstatovano, ze podnoz M4 je odoIngjsi vici suchu nez podnoz 101.14 Millardet
et de Grasset.

SERRA, STREVER (2013) poukazuji na moznost podnoze révy vinné
regulovat vyménu plynd v listech u naroubované odridy. Podnoz muze

fotosyntetickou aktivitu uSlechtilé révy v pfipadé vystaveni stresu suchem zvysit.

3.4 Problematika nadbytku vapna v pudé

Mineralni vyzivou jsem se podrobné zabyvala v bakalarské praci, proto tuto
kapitolu chci sméfovat pouze na problematiku jednoho prvku, a to vapniku. Na
jizni Moravé se muzeme setkat s oblastmi, kde pudy obsahuji vysoké mnozstvi
vapniku, a presto lze na téchto lokalitach révu vinnou péstovat. Takovym
pfipadem je pohofi Palava.

Vybérem vhodné podnoze muzeme ovlivnit toleranci kefe révy vinné
k vysokému obsahu vapniku. Réva vinna pfijima aktivni formu vapna z pudy, coz
jsou vapenaté Castice pod 0,002 mm. V pfipadé vysSiho obsahu vapna dochazi
k blokovani zeleza z ptidniho roztoku a vzniku chlorézy. Mimo to se snizuje pfijem
i fosforu, manganu a béru (HLUSEK et al., 2002; PAVLOUSEK, 2011).

Symptomy chlorézy vyvolané nadbytkem vapna se projevuji mezizilkovym
Zloutnutim listd a poklesem biomasy. ZvySenym obsahem vapniku se snizuje
obsah Zeleza, ktery je soucasti chlorofylu, coZ nasledné vede k inhibici chlorofylu
a poklesu fotosyntetické aktivity. Projev této chlorézy je znatelny hlavné

u mladych list(i na vrcholcich letorostii. Zilnatina méa zelené zbarveni, mezizilkovy
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prostor je zbarven zelenozluté. Okraje listh mohou nekrotizovat. Dochazi
ke zkraceni internodii na vrcholcich letorosti. Chlor6za se muze projevit i na
hroznech, kvétenstvich a uponcich. Chlor6za je povazovana za komplexni
fyziologickou poruchu. Vyrazné je ovlivnéna zdravotnim stavem kofenového
systému. V pfipadé, Ze nedochazi k optimalnimu pfijmu Zzivin kofeny, vlivem
nevhodnych podminek, jako je napf. sucho nebo pfili§ vihké, studené €i utuzené
pudy, se mohou projevit pravé chlorézou, ktera vyrazné ovlivni nasledny vynos
(PAVLOUSEK, 2013).
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Obr. 7 : Chloréza u révy vinné (PAVLOUSEK, 2012)

CAMBROLLE et al. (2014) zkoumali fyziologické odpovédi révy vinné
na pudach s vysokym obsahem vapna. Zaméfili se pouze na druh Vitis vinifera
ssp. sylvestris. Material byl odebran z pfirodniho parku v jiznim Spanélsku, kde
jsou vysoce vapenité pady, pisCito-jilovité s pH 7,6- 8,1 a 62-67 % obsahem
CaCOs. Ziskané axilarni pupeny byly umyty teplou vodou a nasledné ponofeny
do 20% roztoku chlornanu sodného po dobu 20 minut, pro ziskani sterilniho
materialu. Nasledoval trojnasobny oplach ve sterilni vodé, vzdy po dobu 5 minut.
Kultivace probihala na médiu, uvedeném v TRONSOCO, et al. (1990),
s pfidavkem 0,32 uM BA a 0,13 uyM NAA. Sklenice pfikryté parafiimem byly
ulozeny do kultivaéni mistnosti po dobu 45 dna, pfi teploté 24°C s fotoperiodou
16 hodin svétla. Kultivace rostlin v podminkach in vitro, byla zvolena pro ziskani
homogenni skupiny rostlin. Namnozené rostliny byly nasledné aklimatizovany dle
CANTOS, et al. (1993). Dale pokus probihal v kvétinac€ich se substratem, ktery
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obsahoval 0%, 20%, 40% a 60 % CaCOs, kdy byly zakofenéné rostliny o délce
20 cm vystaveny stresu. Vysledky byly nasledujici. Rist nadzemni ¢asti se
snizoval v zavislosti na zvySujicim se obsahu vapniku. Rostliny rostouci na pudé
s 60 % obsahem vapna se vyznacovaly chlorézou v druhém tydnu experimentu.
Koncentrace zeleza nevyrazné kolisala a zaCala se snizovat u rostlin rostoucich
na pudé s 40 % obsahem vapna. Se zvysujicim se obsahem vapna se sniZzovala
aktivita fotosyntézy a vodivost prdduchd. Minimalni hodnoty kvantového vytézku
fotosyntézy byly zaznamenany u rostlin rostoucich na pudé s nejvy§sim obsahem
vapna. Obsah chlorofylu a a chlorofylu b se snizoval nepatrné.

V ltalii probihal pokus, kdy se sledovaly fyziologické funkce rostliny
v prubéhu vystaveni stresu nedostatkem Zeleza. Pro pokus byla pouzita odrida
Cabernet Sauvignon. Autofi potvrzuji, Ze nedostatkem Zeleza na vapenitych
pudach se u révy projevuje naruseni integrity membran, snizuje se vyména CO:
v listu a aktivita fotosyntézy vlivem Spatné funkénosti chlorofylu, snizuje se
biomasa. Zelezo je zde uvadéno jako prvek dalezity pro spravnou asimilaci
dusiku a tim vyrazné muze ovlivnit cely rast rostliny a produkci (BERTAMINI,
NEDUNCHEZHIAN, 2005).

Citlivost odrady k chloréze se netyka jen schopnosti kofene dodavat zelezo
do listd, ale samotnym poZadavkim na zelezo, které je genotypové odliSné. Na
zakladé této koncepce se podnoze dfive Slechtily. Podnoze, tolerantni k chloréze
v sobé nesou specificky fyziologicky mechanismus, ktery jim umozni pfezivat na
vapenitych pudach. Je to dano zdokonalenym pfijmem Zeleza kofeny. Obecné
plati, ze druhy Vitis riparia, Vitis rupestris, Vitis cinerea jsou méné odolné vici
vapnu v pudeé, vysokou odolnost naopak vykazuije Vitis berlandieri a Vitis vinifera.
Tento druh v8ak nevykazuje odolnost viiéi révokazu (PAVLOUSEK, 2013).

Byla zavedena klasifikace, tzv. Chlorotic power index (CPIl) pro vybér
vhodné podnoze. Tento systém je =zalozen na vztahu aktivniho vapna
k extrahovatelnému Zelezu v pudé. V pfipadé CPl hodnoty menSi jak 5, je
intenzita chlorézy mala, v rozmezi 6 - 15 je stfedni, 16 - 35 charakterizuje
vysokou intenzitu chlorézy a pfi hodnoté vysSi jak 36 je intenzita chlorézy velmi
vysoka (POUGET, 1974; LUPASCU et al. 2009; PAVLOUSEK, 2013).

Jak jiz bylo zminéno, volbou vhodné podnoZe lze zamezit nhadmérnému
pusobeni sucha ¢i chloréze vyvolané vy§sim obsahem vapna v pidé. Nasledujici

tabulka (Tab. 1) shrnujici toleranci k suchu a vapnu jednotlivych podnozi.
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Tab. I: Tolerance podnoZi k nadbytku vapna a suchu (upraveno podle
PAVLOUSEK, 2013; HOFACKER, 2004)

PODNOZ KRIZENi ODOLNOST K SUCHU | ODOLNOST K CHLOROZE

Fercal (V. berlandieri x Colombard) x/ nizka stfedni
V. berlandieri x (V. riparia x V.. rupestris
xV. candidans)

34



4. MATERIAL A METODY

4.1 Podnoze révy vinné pouzité pro simulaci stresu

Kober 125 AA

Podnozova odrida vznikla kfizenim Vitis berlandieri x V. riparia byla do
Statni odridové knihy CR zapsana v roce 1983. Podnoz pochéazi z rakouského
Klosterneubergu, kde ji vySlechtil F. Kober, ktery disponoval rostlinnym

materialem od madarského $lechtitele Zsigmonda Telekiho (SEDLO et al., 2011).

)
Obr. 8: List podnoze Kober 125 (SOTOLAR, 2006)

List podnoze je vétsi velikosti, tmavozeleny a vyznacCuje se nevyraznymi
laloky. Cepel listu je nalevkovitého tvaru s vyraznou Zilnatinou a jednoleté dfevo
byva tmavohné&dé barvy s &arkovanym vzorem (PAVLOUSEK, 2008).

V podnozové vinici se vyznacuje bujnym rastem a nastépovanym odridam
dava stfedné bujny rust. Vzhledem k nizké schopnosti proristat hloubé&iji do pudy
se fadi mezi podnoze méneé tolerantni k suchu. Nedoporucuje se ji tedy vysazovat
do mélkych pid a suchych stanovist. Vhodné pldy pro tuto podnoz jsou
pisCitohlinité, hlinité, jilovité, i slinovité. Pro Kober 125 AA je charakteristicka
velmi dobra tolerance k révokazu. Diky jednomu z rodi€a — V. berlandieri (réva
vapnomilna) Kober 125 AA snese 17- 20% aktivniho vapna, a tak se fadi mezi
podnoZe vice tolerantni k vapnu v pidé (KRAUS et al., 2010; PAVLOUSEK,
2008).
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Borner

Podnoz vznikla kfizenim (Vitis riparia Michx. ,183 Gm*“ x Vitis cinerea
Engelm. ,Arnold®) byla vyslechténa v némeckém Geisenheimu pod vedenim
Helmuta Beckera, ktery ziskal semenace po Carlu Bornerovi. Ten zacatkem 20.
stoleti objevil imunitu k révokazu u V. cinerea ,Arnold“ a pouzil ji v kiizeni. V CR
tato podnoz neni zapsana ve Statni odridové knize, ale muzeme ji nalézt
zaregistrovanou v jinych statech EU. V tom pfipadé legislativa umoznuje jeji
péstovani i u nas (PAVLOUSEK, 2008).

g )
R (A
5

Obr. 9: List ponoz’e Bérner (A VLOUSEK, 2011)

List podnoze Borner je velmi velky a trojlaloCnaty. Na Cepeli listu jsou
charakteristické kratké, $irsi zoubky, na rubu jsou patrné $tétinky. Rapikovy
vykroj je otevieny. Vrcholky letorostu jsou husté vinaté ochlupeny
a s naCervenalym okrajem listki. Na jednoletém dfevé se nachazi hnédé az
&ervenohnédé prouzky (PAVLOUSEK, 2008).

PodnoZova odrida ve vinici roste bujné. Radi se k podnozim vice
tolerantnim k suchu vzhledem k schopnosti prorlstat hluboko do pidy. Naopak
v8ak disponuje nizkou odolnosti k aktivnimu vapnu v pudé. Snese 15 %
celkového vapna a 6-8% aktivniho vapna v padé (RUHL, ERNST, 1996: KRAUS,
2010: PAVLOUSEK, 2008).

Podnoz Borner je vSak atraktivni hlavné diky své vysoké odolnosti vici
révokazu. Po napadeni tohoto patogena se u podnoZze projevi hypersenzitivni
reakce. Jde o odpovéd rostliny rychlym odumfenim rostlinného pletiva, a tim
dany patogen neni schopen na rostliné dale prezivat. U podnoze Borner se tato
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reakce projevuje nekrotickymi teCkovanymi skvrnami. Byla objevena i vysoka
odolnost kofenu ke vSem formam révokazu a gen rezistence pro podnoz Bérner
byl oznagen jako Rdv1 (PAVLOUSEK, 2011).

4.2 Kultivace révy vinné v podminkach in vitro

Postup prfevodu rostlin révy vinné je zobrazen v nasledujicim schématu
(obr. 10). Pfevod danych podnozi do podminek in vitro byl uskute¢nén v ramci
bakalaiské prace v prosinci 2012 (DVORAKOVA, 2014). Nejprve byly odebrany
zdfevnatélé pryty danych podnozi, nastfihany na jednonodalni segmenty, které
se nechaly rasit v truhliku s vodou. Po 8 tydnech byly zaloZeny primarni kultury
obou podnozi. DoSlo k odfezani vyraSenych pupenu, ziskané pryty byly
roziezany na segmenty s jednim pupenem a nasledoval sterilizacni pokus,
provadény jiz v aseptickém prostifedi laminarniho boxu. Vybrany byly 3 varianty
doby pusobeni sterilizacniho roztoku — 7, 9 a 13 minut v 0,2% roztoku HgCl.
Nejvice zivotaschopnych a sterilnich rostlin bylo ziskano z varianty 9 minut
sterilizace. Po odebrani rostlin ze sterilizacniho roztoku byly segmenty podnozi
ponechany po dobu 10 minut postupné ve 3 sterilnich vodach. Nasledovala volba
vhodného kultivaCniho média pro primarni kulturu. Segmenty podnozi byly
prevedeny vzdy po 3 kusech na média MSM s 0,7 mg.I' BAa 0,1 mg.I"t IBAaMS
s 0,5 mg.I'*2ip; 0,25 mg.I'! NAA (MURASHIGE, SKOOG, 1962). Sklenéné
kultivaCni nadoby byly uzavieny kovovym uzavérem s molitanem a ulozeny
v kultivaéni mistnosti s teplotou 21°C a s osvétlenim dlouhého dne (16 hod.
svétlo, 8 hod. tma). Tzv. multiplikani media se liSila sloZzenim makroelementu
a mikroelementd (média RN- NITCH and NITCH (1956), RK- KOHLENBACH
(1966), RB- BINDING (1972), WPM- LLOYD et al. (1981), QL- QUORIN et al.
(1977) a B5- GAMBORG et al. (1968)) za stejného obsahu ristovych regulatord,
ktera se osvédcila pfi rastu primarni kultury (1,7 mg.I't BA a 0,7 mg.I'*t BA s 0,1
mg.It IBA). Nejvhodnéjsi médium bylo WPM s - 1,7 mg.I'* zeat. a WPM s 1,7
mg.I"t BA. Toto médium bylo poté pouZito pro pokus simulaci stresu u danych
podnozi. Podnoz Bérner vykazovala pomalejsi rlist oproti podnozi Kober 125 AA.
Proto kvuli nizkému poctu ziskanych rostlin a asové naro¢nosti nebylo mozné

tuto podnoz zaradit do pokusu se stresem v ramci bakalarské prace.
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Stresové odpovédi segmentl prytu podnoze Borner jsou feSeny v této
diplomové praci, jez ma za cil sledovat reakci zakofenénych segmentt podnozi

révy vinné na stresové situace.

Raseni
pupent

I=>1|»|-=>

. . «x» Nastfihanina VloZeni jednonodalnich
Odbér tazna - Sy
v prosinci segmentys1 segmentu do truhliku s QOdfezani
pupenem vodou vyrasenych
letorost(
Sterilizace v po 2 mésicich
Rozfezani

aseptickém o .
prostFiEi E Sterilizace 1 r etorostd {

Jednonodalni
segmenty

Sterilizace v 0,2 % Oplach teplou,
roztoku HgCl2 mydlovou vodou
po dobu 9 minut

Ziskané pryty

Kultivace pfi 25°C,
16 hod. svétla, 8 hod.

Zalozeni
prlmarnl kultury tmy
€.
Oplach ve sterilni vodé 10 Umisténi segmentd Rostouci segmenty
minut po 3 opakovani na kultivacni médium s kalusy
MSM s 0,7 mg.I' BA
a0,1mg.l' IBA L.
g Zalozeni
multiplikace

Prevod explantatd
na médium WPM

1,7 mg.I'' BA pro

multiplikaci

Zavedena multiplikujici
kultura révy vinné, rostouci
na médiu WPM 1,7 mg.lH
BA

Obr. 10 : Postup prevodu rostlin révy vinné v podminkach in vitro
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4.3 Zakorenovani révy vinné v podminkach in vitro

Dobra zakorenovaci schopnost podnoze je pfedpokladem pro uspésny rust
celého kefe. Aby bylo mozné provést pokus se zakofenénymi rostlinami
ve stresovych podminkach, bylo potfeba zjistit optimalni zakofenovaci kultivaéni
médium pro révu vinnou. Testace zakofenovacich médii u obou podnozi
zapoc€ala 7. 7. 2014 a byla pouzita média s rlstovymi regulatory uvedenymi
v grafech (graf 1 a graf 2) - WPM - LLOYD et al. (1981), DKW- DRIVER,
KUNIYUKI (1984), H - polovisni MURASHIGE, SKOOG (1962),
MS- MURASHIGE, SKOOG (1962). Uspé&snost médii i s pouzitymi rdstovymi
regulatory shrnuji nasledujici grafy.

Zakorenovani - Kober 125 AA

roste koreni zasycha infekce roste koreni zasycha infekce

6

o

5

o

it

o

rel.%

3

o

2

o

1

o

o

2. mésic kultivace 4. mésic kultivace

uMS 1,2mg/l IBA ®DKW 0,8mg/l BA; 0,01 mg/l IBA ®1/2MS ®mWPM 0,7 mg/l BA ®mWPM 0,7 mg/l zeat.

Graf 1: Vhodnost zakoreriovacich médii u podnoze Kober 125 AA
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3

o
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o
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o

2. mésic kultivace 4. mésic kultivace

MS 1,2mg/l IBA m DKW 0,8mg/l BA; 0,01 mg/l IBA m1/2 MS ®mWPM 0,7 mg/l BA ®mWPM 0,7 mg/l zeat.

Graf 2: Vhodnost zakoreriovacich médii u podnoze Bbérner

Z Grafu 1 a 2 vyplyva, ze nejlépe se dafilo podnozim na médiu WPM s 0,7
mg.It BA. Po 4 mésicich kultivace podnoz Kober 125 AA rostla z 52 %, pficemz
u 38 % z téchto rostoucich rostlin byly patrné kofeny. U podnoze Borner bylo
znatelnych 55 % rostoucich rostlin, ze kterych 31 % tvofilo kofeny.

VSeobecné je znamo, ze pravé auxiny podporuji rlst kofenl. Lze zde
uvazovat o moznosti, ze podnoze obsahuji tolik endogenniho auxinu, ze sam
0 sobé jiz inhibuje tvorbu kofenu (viz medium H — coz je poloviéni MS bez
ristovych regulator(, kde se kofeny netvofily viibec) a tim padem i exogenné
aplikovany auxin kofeny inhibuje — (tzv. zakofenovaci medium MS s IBA tvorbu
kofenu snizovalo) — a naopak BA v médiu vstupuje do interakce s nativnim
auxinem a muUze tak tvorbu kofenl stimulovat.

KRIZAN et al., (2012), TEHRIM et al., (2013), LU (2005) potvrzuji, ze
se zvysSujicim se obsahem cytokininu benzyladeninu (BA) s limitem do 2 mg.It
se zvySuje jak poCet novych prytd, tak i délka kofend podnozi révy vinné. Pro
kultivaci révy vinné tito autofi povazuji WPM médium - LLOYD et al. (1981) za
vhodnéjsi nez médium MS - MURASHIGE, SKOOG (1962) a DKW - DRIVER,
KUNIYUKI (1984), & NN - NITCH, NITCH (1956).
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Obr. 11 (a-b): 4 mésiéni kultura explantati podnoze Kober 125 AA na vybranych

zakoreriovacich kultivaénich médiich

a) MS 1,2 mg.I"t IBA

Obr. 12 (a-b): 4 mésicni kultura explantati podnoze Bérner na vybranych

zakoreriovacich kultivacnich médiich

—

b) WPM 0,7 mg.I"t BA

a) WPM 0,7 mg.I? zeatin
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4.4 Kultivace podnozi ve stresovych podminkach

Kultivace ve stresovych podminkach byla provedena se tfemi typy rostlin:
Borner — nezakorfenéné segmenty, Kober 125 AA — zakofenéné rostliny, Bérner
— zakorenéné rostliny. Pokus s nezakofenénymi segmenty podnoze Bdrner byl
zaloZzen 14. 5. 2015 a kultivace trvala 61 dni za stejnych podminek jako
u nezakofenénych rostlin, aby byly vysledky srovnatelné s vysledky segment(
podnoze 125 AA uvedenych v bakalarské praci. Zakorfenéné rostliny podnozi
Kober 125 AA a Borner byly 19. 11. 2015 ve sterilnich podminkach rozdéleny na
jednotlivé zakofenéné rostliny a po 1 kusu pfevedeny na kultivaéni médium WPM
s 0,7 mg.I"'BA (tab. Il), jehoz upravené slozeni mélo simulovat abioticky stres.
Explantaty byly uchovavany ve 200 ml sklenénych kultivacnich nadobach
s kovovym uzavérem se septem a oznaceny. Kazda varianta méla 5 opakovani.
Kultivace zakofenénych podnozi Kober 125 AA a Borner trvala 61 dni. Simulace
sucha byla docilena pfidavkem 30, 60, 90 g.I"* polyethylenglykolu (PEG 6000)
a sacharézy 60 a 90 g.I'r. Nadbytek vapna byl zajistén pfidavkem 500 mg.I*
a 1000 mg.I"t Ca(NO3). 4 H20.

Tab. Il: SloZzeni modifikovaného WPM média (0,7 mg.I* BA) pro simulaci stresu

u podnoZzi révy vinné

oznaceni média slozeni pro 1000 ml média
WPM-1 (kont.) 30 g sacharozy
WPM-2 60 g sacharozy
WPM-3 90 g sachardzy
WPM-4 30 g sacharozy + 30 g PEG
WPM-5 30 g sacharozy + 60 g PEG
WPM-6 30 g sachardzy + 90 g PEG
WPM-7 30 g sacharézy + 500mg Ca (NOs). 4 H20
WPM-8 30 g sachar6zy +1000 mg Ca (NOs). 4 H20
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RAHAYU et al. (2015) uvadi PEG, jako makromolekularni latku, ktera se
pro simulaci sucha v in vitro kultufe vyuziva velmi ¢asto. Jedna se o osmotikum,
které indukuje sucho totozné se suchem béznym v polnich podminkach. Zminuje
se o uspésnych pokusech, kde se zjistovala tolerance k suchu nové
vySlechténych odrud rajCat, brambor, sdji, kukufice a pSenice pomoci pfidavku
PEG do kultivacniho média v podminkach in vitro.

Po pfidavku PEG do média dochazi ke sniZeni pfijmu a absorpci vody az
k uplnému zastaveni pfijmu. Rostlina usycha. Pokud dojde k aplikaci PEGu na
zakofenéné rostliny, dojde k obaleni kofenu timto osmotikem a vyvolani
osmotického stresu (LAWLOR, 1970; JEDLICKOVA et al., 2007; OLSOVSKA et
al., 2001).

4.5 Analyza koncentrace etylenu, etanu a CO: v kultiva¢nich

nadobach

V pribéhu kultivace rostlin ve stresovych podminkach dochazelo k odbéru
plynl z kultivaéniho prostfedi barnky. Kovovy uzavér se septem umoznoval
sterilni odbér vzorkd plynu do injekéni stfikacky o objemu 2 ml s jehlou 0,5 mm
silnou. Injekéni stfikacky se vzorky se postupné zapichavaly do pryzove zatky,
ze kterych se odebiraly pro nastfik do plynovych chromatograft a analyzu obsahu
etylenu, etanu a COz2. Prvni odbér plynl probéhl 24 hodin po zalozeni pokusu,
nasledovalo méfeni 2. a 3. den a poté vzdy 1x za tyden. Uchovani vzorku plynu
v zapichnutych injekCnich stfikackach v pryZzové zatce mize byt az 24 hodin
(FISEROVA et al., 2008).

Odebrané mnozstvi plyn se tésné pred nastfikem do plynového
chromatografu upravilo na 1 ml. Etan a etylen byl stanoven v 1 ml sledovaného
ovzduSi odebraného tuberkulinovou stfikaCkou na plynovém chromatografu
firmy Master DANI Instruments S.p.A., Italy, s kapilarni 30 m dlouhou kolonou
RT-Q-BOND/divinylbenzen. Teplota detektoru byla 220°C, nastfiku 100°C
a kolony 50°C. Obsah oxidu uhli¢itého byl stanoven na plynovém chromatografu
CHROM 5 s katharometrem s naplhovou kolonou o délce 1,5 m plnénou
PORAPAKem Q. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny po pfepoctu na standard
etylenu a oxidu uhli¢itého v objemu 1 ml ovzduSi z prostoru nadobky. Pro

produkci plyna rostlinnym pletivem byla koncentrace plynG prepocétena na

43



hmotnost rostlinného materialu (FISEROVA, HRADILIK 1994: FISEROVA et al.,
2001: FISEROVA et al. 2008: PROKES et. al., 2006). Vysledky méFeni jsou

zpracovany graficky.

4.6 Stanoveni délky, hmotnosti a kvantového vytézku fotosyntézy

Po ukoncCeni kultivace podnozi ve stresovych podminkach byla
u jednotlivych variant zméfena délka daného explantatu a na analytickych
vahach zjisténa hmotnost. Kvantovy vytézek elektronového transportu
fotosystému PS 1l (QY) byl stanoven pomoci pfistroje FluorPen FP 100, firmy
Photon System Instrument (obr. 13). Jedna se o prenosny fluorometr s interni
paméti, ktery umoznuje méfit fluorescenci chlorofylu v laboratofi, skleniku nebo
v polnich podminkach. Vyuziva se pro studium fotosyntetické aktivity, k detekci

stresu nebo pro testovani herbicidu.

Obr. 13: FluorPen FP 100 (ANONYM, 2016)

4.7 Analyza obsahu chlorofylu, karotenoidi a kyseliny abscisové

Po zmérfeni délky, hmotnosti a QY stresovanych rostlin nasledovalo
zamrazeni rostlinného materialu. Pro stanoveni obsahu chlorofylu a, b
a karotenoidl byla navazka 0,2 g listu €i apikalni ¢asti rostliny. Po 2 mésicich
nasledovala homogenizace, kdy v tfeci misce spolu s mofskym piskem,
uhliCitanem vapenatym pro neutralizaci bunécné Stavy a s malym mnozstvim
acetonu extrahujicimu barviva doSlo k rozmélnéni rostlinného materialu.

Po homogenizaci byla smés kvantitativné prefiltrovana pres fritu s vyvévou.
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Ziskany extrakt byl doplnén do objemu 10 ml a nasledné hodnocen absorpcni
analyzou. Spektorfotometrické méfeni bylo pfi urcitych vinovych délkach - 645
nm pro max. absorpci chlorofylu b, 663 nm pro max. absorpci chlorofylu a, 440nm
pro max. absorpci karotenoid (HRADILIK, 2003).

Pro stanoveni kyseliny abscisové (ABA) byla odebrana navazka 0,1 g z celé
nadzemni Casti prytu po dvou opakovanich. Nasledovalo zmrazeni a po 2
mésicich stanoveni RIA (radioimunoanalytickou) metodou. Princip metody
spodiva v soupefeni antigenu /ABA - H3/ zna¢eného radioaktivnim prvkem /3H/ a
antigenu nativniho ze vzorku /ABA/ pfi vazbé& na molekulu protilatky MAC 252.
MAC 252 (vyrobce Monoclonal Antibody Centre, Cambridge, UK/pro
stanoveni/+/ - S - ABA a 3H - ABA/Amersham, spec. radioakt. 2,55 TBgq mmol,
rad. koncentrace 92,5 bBq.l-1/). Antigen radioaktivni je vytésnovan z vazby
antigenem nativnim, takze pfidavek vétSiho mnoZzstvi nativniho antigenu ma za
nasledek snizeni radioaktivity v komplexech protilatek s antigenem. Komplexy
IAg - Ab X Ag - Ab/ se vysrazi siranem amonnym, zcentruji, odsaje se
supernatant a méfi se radioaktivita ve srazeniné. Radioaktivita byla méfena
pomoci scintilacniho spektrometru Packard 2 000 CA a programu SECURIA -
Packard.

Postup samotné metody RIA pro stanoveni obsahu ABA v rostlinném materialu
» Vytfepani homogenatu do vodni frakce

Oddéleni volné ABA centrifugaci

Odbér 50 ul vzorku

Kalibraéni kfivka standardd a vzorkd s oznacenim mikrozkumavek

Pridani 100 ul 3H-ABA.

PFidani 100 pl protilatky MAC.

PFidani 200 ul 50% PBS

Inkubace 45 minut v ledniCce pfi teploté 4°C.

PFidani 500 pl 100% (NH4)2SOa.

Inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté. Pfiprava centrifugace.

Centrifugace 10 minut pfi 5000 ot/min a 4°C.

Odstranéni supernatantu odsavackou.

Pfidat 1 ml 50% (NH4)2SOa4 , uzavieni mikrozkumavky.

Vortexovat, tzn. roztfepat sraZzeninu.

YV V.V VYV V V VYV V V VYV V V V VY

Centrifugace 5 minut pfi 5000 ot/min a 4°C.
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Odstranéni supernatantu odsavackou.
Pfidani 100 ul destilované H20, uzavieni mikrozkumavky .
Vytfepani na tfepacce

Pridani 1 ml dioxanového scintilatoru.

vV V V V V

Pevné uzavieni mikrozkumavek, vloZzeni do mérficich ampuli, méfeni na
scintilaénim spektrofotometru PACKARD 2000 CA
(QUARRIE, et al. ,1988).

Vysledky jsou zpracovany graficky.
Planované stanoveni ACC (kyselina 1-aminocyklopropan—1-

karboxylové) — prekurzoru etylenu nebylo mozné z ddvodu nedostatku

rostlinného materialu stanovit.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicich grafech jsou zpracovany vysledky méfeni koncentrace
jednotlivych plynu v kultivaénich nadobach, délka a hmotnost rostliny v zavéru
pokusu a kvantovy vytéZek fotosyntézy (QY) a obsah kyseliny abscisové danych
variant podnozi, rostoucich po ur€itou dobu na modifikovaném WPM médiu
(tab. 1), simulujici stres suchem a nadbytkem vapna.

Prvni graf (graf 3a) znazornuje koncentraci etylenu nezakofenéné podnoze
Bdrner rostouci 61 dni na modifikovaném WPM médiu. Po celou dobu kultivace
vykazuje kontrolni varianta velmi nizkou koncentraci etylenu. Od 3. dne kultivace
se zapocCala zvySovat koncentrace etylenu u vSech variant simulujicich stres
suchem, kromé varianty s nejvy$8§im obsahem vapniku. Vyrazné zvySeni
koncentrace etylenu u nejvy$si varianty pridavku sacharozy a 60 g.I'* PEG je
znatelné od 33. dne kultivace. Vy$Si koncentrace plynu u varianty s 500 mg.I"*
Ca(NO3).4H20 byla méfitelna od 61. dne kultivace. ZvySenou koncentraci etylenu
mmj. u rostlin soji stresovanych nedostatkem vody prokazal ARRAS et al. (2015),
u podnozi révy vinné (Vitis vinifera L.) Kober 125 AA a intaktnich rostlin tabaku
(Nicotiana tabacum L.) a rosnatky (Drosera capillaris L) FISEROVA,
DVORAKOVA et al. (2015).

‘ Borner- nezakofenéné- etylen ‘
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Graf 3a: Sledovani koncentrace etylenu v kultivacnich nadobach se zvySenymi
koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOsz). 4 H.O nezakofenéné podnoze

Bérner
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Vyrazné zvySeni koncentrace etanu u nezakofenéné podnoze Borner je
mozné sledovat jak u vSech variant simulujici stres, tak i u kontrolni varianty (graf
3b). Takto dynamicky se vyvijejici koncentrace etanu je pravdépodobné
znamkou poskozeni a starnuti rostlin, které nemaji vytvofeny kofenovy systém.
Zejména se tak délo u variant s nejvy$§im obsahem sacharézy, 60 g.I* PEG
a s niz§im obsahem vapniku. Podobné tomu tak bylo i u koncentrace etanu
u nezakorenéné podnoze Kober 125 AA kultivované 71 dni na modifikovaném
WPM médiu v ramci bakalarské prace s tim rozdilem, Ze u nezakofenénych
segmentd Boérnera je u kontrolni varianty po 24 hodinach vysoka koncentrace
etanu a u kontrolni varianty nezakofenéné podnoze 125 AA byla naopak
koncentrace etanu nizka (DVORAKOVA, 2014).

‘ Borner- nezakorenéné- etan ‘
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Graf 3b: Sledovani koncentrace etanu v kultivacnich nadobach se zvySenymi

koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NO3). 4H20 nezakofenéné podnozZe Bérner
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Kontrolni varianta nezakofenéné podnoze Borner ma po celou dobu trvani
pokusu statisticky prukaznou nizkou koncentraci CO2 oproti stresovanym
variantam a oproti kontrolni varianté 125 AA, ktera produkovala vice CO:
(DVORAKOVA, 2014). Nepatrné zvyseni koncentrace CO: je viditelné od 3. dne
kultivace nezakofenéné podnoze Borner (graf 3c). Dynamické prodychavani
substratu zapocalo od 16. dne kultivace u vSech stresovanych variant. Od 42.
dne kultivace varianty s 60 g.I'* PEG a nizSim obsahem sacharézy se prudce
koncentrace CO: v barice zvySuje. Stejné tak se déje i u variant s 60 g.I'* a 90
g.I't sachardzy, které se vyznacuji nejvyssi koncentraci oxidu uhli¢itého ze vSech
stresovanych variant. Uvedené grafy upozornuji na riznou reakci sledovanych
odrid ke stresu — u podnoze 125 AA je v zavéru pokusu statisticky prikazné
vyssSi koncentrace CO2 u maximalni davky vapniku oproti kontrolni varianté
(DVORAKOVA, 2014), zatimco podnoz Bérner jak v kontrolni, tak i ve varianté
s vysokym obsahem vapniku produkuje niz§i mnozstvi CO2. VysSi koncentrace

COz2 byla v kultivaénich nadobéach s niz8i koncentraci vapniku.
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Graf 3c: Sledovani koncentrace CO2 v kultivacnich nadobach se zvySenymi
koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOs). 4H>O u nezakorfenéné podnoZe

Bérner
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Nasledujici graf sleduje kvantovy vytézek fotosyntézy, délku a hmotnost rostlin
u nezakofenéné podnoze Borner (graf 3d).

davky PEG, coz se tak vyrazné neprojevilo u Kober 125 AA (DVORAKOVA,
2014), ktera méla i délku rostliny a hmotnost rostliny u stresovanych variant vyssi
nez u varianty kontrolni. Stresovana podnoz Boérner ma nizsi délku rostliny
a hmotnost nez kontrolni varianta — dokonce na zvySeny pfidavek sacharézy 60
a 90 g.I"* reaguje réva se statisticky prikaznym vysledkem a hmotnost rostlin je

prikazné snizena u vSech variant s PEGem a vapnikem.

Bérner- nezakofenéné- QY, délka, hmotnost
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Graf 3d: Hodnoceni kvantového vytézku fotosyntézy (Qy), délky a hmotnosti
rostliny v zavéru pokusu (61. den kultivace) rostoucich v kultivacnich nadobach
se zvySenymi koncentracemi sacharozy, PEG a Ca(NO3). 4 H.O nezakofenéné

podnoze Bbérner
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U podnoze Borner je u stresovanych variant méné chlorofylu a (graf 3e).
Podobné tomu bylo i u podnozZe Kober 125 AA, kde v8ak niZ8i varianta vapniku
obsah chlorofylu nékolikanasobné zvySila oproti kontrolni varianté
(DVORAKOVA, 2014). U podnoze Bérner naopak stejna koncentrace Ca snizila
hodnotu chlorofylu az k nule. Chlorofyl b byl snizen u Bérnera statisticky prikazné
koncentrace vapniku obsah chlorofylu b statisticky prakazné zvySily. Obdobné
reaguje obsahem chlorofylu b i podnoz Kober 125 AA (DVORAKOVA, 2014), kde
byly stresem zvySeny i karotenoidy oproti kontrole a obsah karotenoidu se blizil
k nule. U Bdrnera jsou karotenoidy ve vysoké koncentraci u kontrolni varianty.
Vy8Si koncentrace sacharézy a nizSi koncentrace PEGu snizuji obsah
karotenoidd a vySsi koncentrace PEGu a nizSi koncentrace vapniku obsah

karotenoidd zvySuji.

Obsah chlorofylu a karotenoidll u nezakofenéné podnoze Bérner
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Graf 3e: Obsah chlorofylt a karotenoidti v 1 g rostlinného materialu

nezakorenéné podnoze Bérner
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Mnozstvi kyseliny abscisové stresovanych variant nezakofenéné podnoze
Borner dosahovalo oproti kontrole vysSich hodnot (graf 3f). Zejména se tak délo
u nejvysSiho pfidavku sacharézy. Obsah ABA mél u osmotika PEGu klesajici
tendenci. Varianta s nejvysSim pridavkem vapniku nebyla do pokusu zarfazena
kv@li nedostatku rostlinného materialu. FISEROVA et al., 2011 prokazuji zvysujici
se obsah kyseliny abscisové u rostlin okurek kultivovanych v pfitomnosti
fluorantenu (xenobiotikum) a naopak snizeny obsah ABA u hrachu, kultivovanych

za stejnych podminek.
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Graf 3f: Mnozstvi ABA Vv 1 g rostlinného materialu nezakorenéné podnoze Bérner
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Obr. 14 (g-m): Reprezentativni rostlina nezakorenéné podnoze Boérner

v zavéru hodnoceni pokusu stresu suchem a nadbytku obsahu vapniku

Obr. 14h:
Podnoz Borner rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.l! BA a 60 g.l*

sacharézv

Obr. 14q:
Podnoz Borner rostouci 61 dni
na WPM médiu s 0,7 mg.I"t BA

a 30 g.I" sacharézy

Obr. 14ch:

Podnoz Bérner rostouci 61 dni na

WPM médiu s 0,7 mg.I"t BA a 90 Obr.14i:

g.I* sacharézy Podnoz Bérner rostouci 61 dni
na WPM médiu s 0,7 mg.I"t BA,

30g.I"t sacharézy a 30 g.I"" PEG
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Obr. 14j:

Podnoz Borner rostouci 61 dni
na WPM médiu s 0,7 mg.I"* BA,
30 g.I"t sacharézy a 60 g.I"* PEG

Obr. 14l:

Podnoz Borner rostouci 61 dni
na WPM médius 0,7 mg.I"' BA,
30g.I"* sacharézy a 500 mg.I*?
Ca(NOg). 4 H,0
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Obr. 14k:
Podnoz Borner rostouci 61
dni na WPM médiu s 0,7 mg.I°
1 BA, 30g.I"* sacharézy a 90
9.t PEG

Obr. 14m:

Podnoz Boérner rostouci 61 dni
na WPM médiu s 0,7 mg.I"t BA,
30g.I"* sacharézy a 1000 mg.I™*
Ca(NOs3). 4 H0




Nasleduje graf produkce etylenu u zakofenéné podnoze Bérner (graf 4a).
Zatimco u nezakofenénych segmentd je u kontrolni varianty nejvysSi
koncentrace etylenu 24 hod. od zaloZeni pokusu a pak je po celou dalSi dobu
sledovani na velmi nizkych hodnotach, podoba se produkce zakofenénych
kontrolnich rostlin Bdrnera se svymi zvySenimi 11. a 25. den prabéhu
nezakofen&nych segmentd Kober 125 AA (DVORAKOVA, 2014).
U stresovanych variant se produkce etylenu zvySuje od 2. dne kultivace u variant
simulujicich sucho. Od 4. dne prudce vzrostla produkce etylenu u varianty s 60
0.I't PEG, ktera svého maxima dosahla 25. den a koncem pokusu se snizovala.
NejvysSi pfidavek sacharézy produkci etylenu zvysSil 4. den a ke konci pokusu se
dale zvysSoval. Vysokou produkci etylenu vyvolanou pridavkem 90 g.I"* sachardzy
|ze pozorovat také u zakofenéné podnozZe Kober 125 AA (graf 5a). Pfidavek
500 a 1000 mg.It Ca(NOs). 4 H20 vyrazné produkci etylenu neovlivnil — kfivky

kopiruji kontrolni variantu.

‘ Borner- zakofenéné-etylen ‘
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Graf 4a: Sledovani koncentrace etylenu v kultivacnich nadobach se zvySenymi

koncentracemi sacharozy, PEG a Ca(NOs). 4H20 zakofenéné podnoze Bérner
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Koncentraci etanu u zakofenéné podnoze Borner znazoriuje Graf 4b.
Prubéh hodnot, i kdyz celkové nizSich je obdobny s hodnotami nezakofenéné
Kober 125 AA (DVORAKOVA, 2014). Vysoka koncentrace etanu v prib&hu
prvnich tfi dnl kultivace signalizuje poSkozeni, starnuti a nasledné odumirani
rostliny. PocCateCni hodnoty koncentrace etanu vSak nejsou tak vysoké, jako
u nezakofenéné varianty (graf 3b), kdy se zifejmé rostliny musely vyrovnat
s vlastni rhizogenezi a proliferaci. U rostlin hrachu vystavenych pusobeni
fluorantenu byla produkce etanu zvysena po 1. dnu kultivace (KUMMEROVA et
al., 2009). Ve 25. den kultivace vytvareji vSechny stresované varianty vice etanu
jak varianta kontrolni, coz mlize pfedznamenavat produkci etanu poskozenymi
bufikami (CHROMINSKI, et al., 1986; DVORAKOVA, 2014). Od 32. dne se
prudce zvysila produkce plynu u nejvyssi varianty pfidavku cukru, simulujici
sucho. Ke konci pokusu opét vSechny varianty simulujici stres pfevysuji kontrolni

variantu.
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Graf 4b: Sledovani koncentrace etanu v kultivacnich nadobach se zvySenymi

koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOs). 4H20 zakofenéné podnoze Bérner
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Vyrazné dychani zakofenénych rostlin podnoze Bérner probihalo u varianty
s nejvy$Sim pfidavkem sachardézy jiz v pribéhu prvnich 24 hodin (Graf 4c). Svého
minima dosahlo 39. den, od kterého zaCalo opét narustat. Vyznamna
koncentrace CO2 byla zaznamenana u varianty s pfidavkem 60 g.I'* PEG jiz od
1. dne kultivace, kdy 39. den dosahuje svého statisticky prikazného maxima.
KUMMEROVAet al. (2009) prokazuji obdobny vyvoj produkce CO: u rostlin
hrachu vystavenych stresu fluorentenem, kdy 2., 3., 7. den probéhlo zvySeni
produkce CO2 a nasledné 7., 14. a 21. den snizeni. VSechny stresované varianty
se vyznacuji vy8Simi hodnotami produkci CO:2 oproti nezakofenéné varianté
podnoze Borner, ktera zaCala vykazovat vys$Si hodnoty koncentrace plynu az 42.
den kultivace (graf 3c). Kontrolni varianta zakofenénych rostlin produkuje vice

CO:2 nez nezakofenéné segmenty podnoze Borner (graf 3c).
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Graf 4c: Sledovani koncentrace CO: v Kultivacnich nadobach se zvySenymi

koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOs). 4 H20 zakorenéné podnoZe Bérner
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U zakofenénych stresovanych variant kultivaru Borner nastava zvysovani
rychlosti fotosyntézy (graf 4d) — dokonce u 90 g.I'* PEG a nejvy$Simu pridavku
vapniku statisticky prikazné — zatimco u nezakofenénych segmentl podnoze
Bdrner (graf 3d) se rychlost fotosyntézy snizovala. Zakofenéné rostliny vyraznéji
reaguji na stres statisticky prikaznym snizenim rustu do délky a tim i snizenim
hmotnosti rostlin oproti kontrolni varianté nez nezakofenéné segmenty podnoze
Borner (graf 3d).

Boérner-zakorenéné- QY, délka, hmotnost
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Graf 4d: Hodnoceni kvantového vytézku fotosyntézy (Qy), délky a hmotnosti
rostliny v zavéru pokusu (61. den kultivace) rostoucich v kultivacnich nadobach
se zvysenymi koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NO3). 4 H>O zakorenéné

podnoze Bbérner
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Listy zakofenéné varianty podnoze Borner obsahuji celkové méné listovych
barviv, nez listy nezakofenénych segmentu téze podnoze (graf 4e), ale dynamika

obsahu u stresovanych variant jednotlivych chlorofylt a karotenoidu je obdobna.
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Graf 4e: Obsah chlorofylt a karotenoidii v 1 g rostlinného materialu zakofenéné

podnoze Bbérner
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Namérené hodnoty ABA u zakofenéné podnoze Bérner (graf 4f) i Kober 125
AA (graf 5f) jsou podstatné vysSi, nez u nezakofenéné podnoze Borner (graf 3f).
HARTUNG (2002) a TAIZ (2002) potvrzuji, ze nejvice dochazi k akumulaci ABA
v kofeni, kdy poté dochazi k translokaci xyléemem do nadzemni ¢€asti rostliny.
Varianty s nejvy§§im obsahem polyethylenglykolu a sachar6zy nebyly do pokusu
zarazeny kvUli nedostatku rostlinného materialu. Zakofenéna podnoz Borner
disponuje nejvy$sim mnozstvi ABA u pfidavku 60 g.I't PEG. Zde je mozné
sledovat korelaci k produkci etylenu (graf 4a), kdy je znatelna nejvyssi produkce
tohoto plynu pravé u varianty s 60 g.'! PEG. GURURANI (2015) tvrdi,
Ze akumulace etylenu v rostlinach vystavenych suchem poukazuje na narusenou
biosyntézu ABA. FISEROVA, et al. (2011) vysvétluji skutednost, Ze rGzné
rostlinné druhy reaguji na stresové zatizeni s rliznou citlivosti, podle toho, jakym

obrannym mechanismem disponuiji.
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Graf 4f: MnoZstvi ABA v 1 g rostlinného materialu zakofenéné podnoze Bérner
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Obr. 15 (g-m): Reprezentativni rostlina zakofenéné podnoze Bdrner v zavéru

hodnoceni pokusu (61. den) stresu suchem a nadbytku obsahu vapniku

Obr. 15h:

Podnoz Borner rostouci 61
dni na WPM médiu s 0,7
mg.I"" BA a 60 g.I" sacharézy

Obr. 15g:

Podnoz Borner rostouci
61 dni na WPM médiu
s 0,7 mg.I* BA a 30 g.I*

sacharézy

Obr. 15ch: Obr. 15i:

Podnoz Borner rostouci Podnoz Bodrner rostouci
61 dni na WPM médiu s 61 dni na WPM médiu
0,7mg.l*BAa90g.l? s 0,7 mg.I't BA 30 g.I?
sacharoézy sacharézy a 30 g.I"* PEG
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Obr. 15j:

Podnoz Boérner rostouci 61 dni na
WPM médiu s 0,7 mg.I"t BA, 30 g.I*
sacharézy a 60 g.I"' PEG

Obr. 15I:

Podnoz Boérner rostouci 61
dni na WPM médiu s 0,7
mg.I"t BA, 30g.I"  sacharézy a
500 mg.I"t Ca(NO3). 4 H,0

Obr. 15k:

Podnoz Borner rostouci 61 dni na
WPM médiu s 0,7 mg.I"t BA, 30 g.I*
sacharézy a 90 g.I" PEG

Obr. 15m:

Podnoz Boérner rostouci 61 dni
na WPM médiu s 0,7 mg.I": BA,

30g.I"t sacharézy a 1000 mg.I™*

Ca(NO3). 4 H20
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Nasledujici graf (graf 5a) znazorfiuje koncentraci etylenu zakorfenéné
varianty podnoze Kober 125 AA. Produkce etylenu prudce vzrustala od 4. dne
kultivace u nejvyssiho pfidavku sacharézy, simulujici stres suchem a dale byla
po celou dobu sledovani statisticky prukazné zvySena oproti kontrolni varianté.
Zvy$ena produkce plynu byla znatelnd i u varianty s 60 g.I'* PEG. V8echny
stresované varianty se nachazely nad kfivkou varianty kontrolni. MORGAN
a DREW (1997) uvadi, Zze pokusy s rostlinou soji péstované v kvétinacich
prokazaly, ze pomaly pfechod do podminek sucha nemél vliv na produkci
etylenu, oproti tomu pfi rychlém pfechodu produkce etylenu byla vyrazné vysoka.
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Graf 5a: Sledovani koncentrace etylenu v kultivacnich nadobach se zvysenymi

koncentracemi sachardzy, PEG a Ca(NOs3). 4H2O zakorfenéné podnoze Kober
125 AA

63



Koncentrace etanu je nejvy$si u varianty s 90g.I'* sacharézy (graf 5b),
stejné jako tomu bylo u vysoké koncentrace etylenu (graf 5b). Tyto vysoké
hodnoty znamenaji znacné posSkozeni bunék. Pouzité osmotikum, jako je
sachar6za nebo polyethylenglykol (PEG) v kultivaénim médiu obali kofeny
a vyvolaji osmoticky stres. (LAWLOR, 1970; JEDLICKOVA et al., 2007;
OLSOVSKA et al., 2001). ZvySena koncentrace etanu u kontrolni varianty je
ziejmé zpusobena rustem kofenll podnoze. Produkce etanu dynamicky kolisa,
kdy mimo vysokych hodnot produkce plynu u pfidavkl osmotik (sacharéza
a PEG) je vyrazné zvySena i varianta s nejvys8im pfidavkem vapniku, obdobné
— ale celkové vysSi koncentrace etanu byly zaznamenany u nezakofenénych
segment( podnoze Kober 125 AA (DVORAKOVA, 2014).

‘ Kober 125 AA- zakofenéné- etan ‘
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Graf 5b: Sledovani koncentrace etanu v kultivacnich nadobach se zvySenymi
koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOs). 4H20 zakofenéné podnoze Kober
125 AA
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Vyvoj dychani v podobé koncentrace CO:z u zakofenéné podnoze Kober
125 AA znazorfiuje Graf 5¢. Od 2. dne se zvysSila koncentrace plynu u nejvy$siho
pfidavku PEG, kdy do konce pokusu se kfivka této varianty nachazela pod
kfivkou kontrolni. Vyrazné prodychavani substratd nastalo od 11. dne u variant
s 90 g.I"* sachardzy a 60 g.I'* PEG. Koncentraci CO2 prevySovaly kontrolu od 25.
dne i obé& varianty s pfidavkem vapniku. CAMROLLE et al. (2014) pfi pokusu
s odriadou Cabernet Sauvignon prokazal snizenou vyménu CO:2 na pudach
s vysokym obsahem vapniku. Celkova koncentrace CO:2 u zakofenéné varianty
byla zhruba o polovinu niz8i, nez koncentrace CO2 u nezakofenéné varianty
Kober 125 AA (DVORAKOVA, 2014).
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Graf 5c: Sledovani koncentrace CO2 v kultivacnich nadobach se zvy$enymi
koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOs). 4H.0 zakorfenéné podnoZe Kober

125 AA
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v v

aktivitu fotosyntézy u pridavk 500 mg.I"* a 1000 mg.I** vapniku (graf 5d). Nizkou
aktivitu fotosyntézy s minimalnimi hodnotami kvantového vytézku fotosyntézy
u odriidy Cabernet Sauvignon na pudach s vysokym obsahem CaCOs3s prokazal
i CAMBROLLE et al. (2014). U varianty s nejvy$8im pfidavkem
polyethylenglykolu nebylo mozné kvantovy vytézek fotosyntézy zméfit, kdy listy
rostliny byly simulaci sucha tak poSkozené, Zze se nedaly rozlozit do detektoru
rostliny. Naopak vysSi pfidavek vapniku vyvolal rist rostliny do délky — stejné
jako u nezakofen&né podnoze Kober 125 AA. (DVORAKOVA, 2014). Stres

vyvolany pfidavkem polyetylenglykolu a vapniku snizoval hmotnost rostlin.

Kober 125 AA- zakofenéné- QY, délka, hmotnost

0 I‘i Iii Ili IIE Iii il —i; [

30g/l sach. 600/l sach. 90g/l sach. 30g/l PEG 60g/l PEG 90g/l PEG 500mg/iCa 1000 mg/l Ca

.

W

[~}
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Graf 5d: Hodnoceni kvantového vytéZzku fotosyntézy (Qy), délky a hmotnosti
rostliny v zavéru pokusu (61. den kultivace) rostoucich v kultivacnich nadobach
se zvySenymi koncentracemi sacharézy, PEG a Ca(NOs). 4H,O zakorenéné
podnozZe Kober 125 AA
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Zakorenéna podnoz Kober 125 AA ma statisticky prikazné nejvysSi obsah
fotosyntetickych pigmentu u kontrolni varianty (graf 5e)Znacné snizeni je patrné
u pridavku 60 g.I'* sacharézy a u vSech variant s prfidavkem PEG. Nejvyssi
pfidavek vapniku snizil obsah chlorofylu a az k nule a nékolikanasobné navysil
obsah chlorofylu b a karotenoidl. Tento jev se u nezakofenéné podnoze Kober
125 AA projevil u nejvyssiho pfidavku sacharézy (DVORAKOVA, 2014). Viivem
Spatné funk&nosti chlorofylu se snizovala aktivita fotosyntézy i biomasa
u zakofenénych rostlin révy vinné, odrddy Cabernet Sauvignon na vapenitych
pudach (CAMBROLLE et al., 2014).

Obsah chlorofyld a karotenoidii u zakoFenéné podnoze Kober 125 AA
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Graf 5e: Obsah chlorofylti a karotenoidt v 1 g rostlinného materialu zakorenéné
podnoze Kober 125 AA
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Zakofenéna podnoz Kober 125 AA vyznacCuje vysokou koncentraci kyseliny
abscisové u nejvyssiho pfidavku sacharézy (graf 5f). Lze zde vidét opét korelace
s vysokou produkci etylenu u této podnoze rostouci na modifikovaném WPM
médiu s 90 g.I"* sachardzy. Oproti kontrole je snizeny obsah ABA u vSech variant
pfidavku PEG a znatelny narGst obsahu fytohormonu se zvysSujicim se
mnozstvim vapniku.
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Graf 5f: MnozZstvi ABA v 1 g rostlinného materialu zakorenéné podnoze Kober

125 AA
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Obr. 16 (g-m): Reprezentativni rostlina zakorenéné podnoze Kober 125 AA

v zavéru hodnoceni pokusu (61. den) stresu suchem a nadbytku obsahu

vapniku

Obr. 16g:

Podnoz Kober 125 AA
rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.I* BA a 30

g.I"* sacharézy

g

Obr. 16ch:

Podnoz Kober 125 AA
rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.I* BA a 90

g.I"t sacharézy
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Obr. 16h:

Podnoz Kober 125 AA
rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.I''BA a

60 g.I"* sacharézy

Obr. 16i:

Podnoz Kober 125 AA rostouci
61 dni na WPM médiu s 0,7
mg.I"t BA, 90 g.I"! sacharézy a
30qg.I" PEG




Obr. 16j:

Podnoz Kober 125 AA
rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.I"* BA, 90 g.I*
sacharézy a 60g.I"t PEG

Obr. 16k:

Podnoz Kober 125 AA rostouci 61 dni na
WPM médiu s 0,7 mg.l? BA, 90 g.I*!
sacharézy a 90g.I"t PEG

Obr. 16l:

Podnoz Kober 125 AA
rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.I"t BA, 30g.I7
sacharézy a 500 mg.l*t
Ca(NOz). 4 H,O
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Obr. 16m:

Podnoz Kober 125 AA
rostouci 61 dni na WPM
médiu s 0,7 mg.I"t BA, 30g.1*
sacharézy a 1000 mg.l*
Ca(NOs3). 4 H,O




6. ZAVER

Rostlina se ¢asto musi potykat s podminkami vnéjSiho prostfedi, které se
negativné projevi na jejim rastu a vynosu. USlechtila réva vinna se vlivem
devastovani vinic révokazem v 19. stoleti zaCala Stépovat na podnoze, které
vyrazné ovliviuji toleranci kefe révy vinné k rdznym stresovym faktoram.
V souCasné dobé jsou nejCastéjSimi stresory v zemédélstvi sucho a v oblasti
Palavy i nadmérny obsah vapniku v padeé.

Pro pokus ve stresovych podminkach byly pouZzity podnoze Kober 125 AA
a Borner. Kultivace rostlin probihala v podminkach in vitro. Simulace stresu byla
sledovana u nodalnich a zakofenénych prytl Bérner a zakofenénych prytt Kober
125 AA. Hodnoceni nodalnich segmentu této podnoze bylo feSeno v bakalarské
praci. Kultivace rostlin na médiich s pfidavkem osmotickych latek a vapniku
probihala 61 dni, kdy byly sledovany rustové a fyziologické parametry rostlin.
Zaveéry vysledk prace:

1. Vhodné zakofenovaci médium pro podnoz Borner a Kober 125 AA je WPM
médium s 0,7 mg.I'* BA. Pfidavek IBA inhiboval rhizogenezi.

2. Simulace stresu suchem vyvolava vyS8Si produkci etylenu nez
u kontrolnich variant, kde produkce etylenu odrazi fyziologicky stav
kultivaru podnoze. Nezakofenéné segmenty Kober 125 AA produkuji vice
etylenu nez segmenty kultivaru Borner. Kontrolni zakofenéné segmenty
kultivaru Borner naopak produkuji vice etylenu, nez zakofenéné segmenty
Kober 125 AA.

3. Zakofenéné rostliny produkovaly méné etanu nez nezakofenéné.
Produkce etanu, urcujici poSkozeni bunék, byla vysoka u vSech variant
simulujicich stres. U kontrolni varianty nezakofenéné podnoze Borner je
vysoka pocatecni koncentrace etanu patrné odezvou na okamzity proces
rhizogeneze, ktery u nezakorenéné podnoze Kober 125 AA nastal az o
nékolik dni pozdéji — hodnoty etanu byly zvySeny v dobé 3 — 6 dni od
zalozeni pokusu. Z vysledkl bakalafské prace vyplyva, Ze nodalni
segmenty podnoze Borner rasily dfive, nez nodalni segmenty Kober 125
AA.
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4. Stresované rostliny produkovaly vice CO2, nez kontrolni varianta.
nezakofenénych. Nezakofenéna podnoz Kober 125 AA vystavena stresu
nadbytkem vapna produkuje vice CO2 nez nezakofenéna podnoz Borner.

5. Zakofenény kultivar Borner pfi puUsobeni stresu zvySuje rychlost
fotosyntézy, coz miize naznacovat tolerantnost k suchu, ale i k vapniku.
Aktivita fotosyntézy zakofenéného kultivaru Kober 125 AA je sniZena
Ci shodna s kontrolou u variant simulujicich stres suchem i nadbytkem
vapniku a naznacuje to nizSi tolerantnost podnoze k suchuNezakofenéné
segmenty podnoze Borner ve stresovych podminkach dosahuji nizsi
hmotnost i délky, a zakofenéné rostliny snizuji hmotnost a délkovy vzrust
vice jako nezakofenéné. Intaktni rostlina reaguje v ramci hodnoceni délky
a hmotnosti rostliny na stresové situace vyraznéji, nez nezakorfenény
segment. VySSi pridavek vapniku vyvolal u zakofenéné podnoze Kober
125 AA rUst rostliny do délky.

6. U nezakofenénych podnozi Borner stres vapnem snizil obsah chlorofylu
a k nule a navysil obsah chlorofylu b a karotenoidi. Obdobné reagovala
intaktni rostlina i nezakofenéné segmenty podnoze Kober 125 AA.

7. Podnoze révy vinné reaguji na stres suchem zvySenym obsahem kyseliny
abscisové v listech. Produkce ABA intaktnimi rostlinami obou podnozi je
podstatné vysSSi nez u nezakofenénych rostlin podnoze Borner.
U stresovanych variant zakofenénych kultivard mizeme sledovat korelaci
s produkci etylenu. Intaktni podnoz Borner se vyznacCuje nejvySSimi
hodnotami kyseliny abscisové u pfidavku 60 g.I"* PEG, podnoz Kober 125

AA u nejvyssiho pfidavku cukru, stejné jak tomu bylo u produkce etylenu.

Dle uvedenych vysledkl Ize konstatovat, ze se intaktni rostliny lépe
vyrovnavaji s pusobenim stresu suchem a nadbytkem vapna, nez nezakorenéné
segmenty. Podnoze révy vinné v dobé plsobeni stresu produkuji vice etylenu,
etanu a COg, snizuji aktivitu fotosyntézy a zvySuji produkci kyseliny abscisoveé.

Podnoz Boérner vykazala vyssi tolerantnost vuci pozorovanym stresorum
nez podnoz Kober 125 AA.
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7. SOUHRN A RESUME

SOUHRN

Diplomova prace se zabyva problematikou pusobeni nedostatku vody
a nadbytku véapna v pudé na rist zakofenénych rostlin podnozi révy vinné.
Teoreticka Cast poskytuje shrnuti informaci o stavbé a hlavnich funkcich
kofenového systému se zvySenou pozornosti na produkci fytohormonda.
Nasledujici kapitola pojednava o fyziologii stresu u rostlin se zamérenim
na stresové signaly a jejich podrobné&jSim popisem. Literarni ¢ast uzaviraji
kapitoly zabyvajici se vlivem stresu na fotosyntézu a dychani a vlivu nadbytku
vapna v pudé na rUst révy vinné. Experimentalni ¢ast navazuje na vysledky
bakalarské prace, kdy byla sledovana simulace stresu v podminkach in vitro
pouze u nezakofenéné podnoze Kober 125 AA, kdy byly méfeny odpovédi
rostliny na rust rostlin (délka, hmotnost) a jejich fyziologické reakce (kvantovy
vytézek fotosyntézy, produkce etylenu, etanu, CO2 a obsah fotosynteticky
aktivnich pigmentu). Tyto vysledky jsou v diplomové praci doplnény o stanoveni
obsahu kyseliny abscisové v nadzemni €asti rostlin. V diplomové praci pokus
probihal se stadii rostlin — nezakofenéné nodalni segmenty podnoze Borner

a zakorenéné pryty podnoze Borner a Kober 125 AA.

Klicova slova: Bérner, Kober 125 AA, zakoferiovani, kyselina abscisova, etylen
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RESUME

This thesis deals with the effects of water scarcity and excess lime in the
soil to grow rooted grapevine rootstocks. The theoretical part provides summary
information on the structure and main functions of the root system with increased
attention on the production of phytohormones. The following chapter discusses
the physiology of stress in plants, focusing on stress signals and detailed
description. Literary part of the closing chapter on the effects of stress on
photosynthesis and respiration and the impact of excess lime in the soil to grow
grapevine rootstocks. Experimental part follows the results of the bachelor thesis,
when being monitored by simulation of stress in vitro only unrooted rootstocks
Kober 125 AA when the measured responses of plants to plant growth (length
and weight) and their physiological response (quantum yield of photosynthesis,
the production of ethylene, ethane, CO2 content and photosynthetically active
pigments). These results are in the thesis completed by the determination of the
abscisic acid in the above - ground parts of plants. In this thesis, the experiment
was performed with the stage of the plant - unrooted nodal segments rootstock

Borner shoots and rooted rootstock Borner and Kober 125 AA.

Key words: Bérner, Kober 125 AA, rooting, abscisic acid, ethylene
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

QY kvantovy vytézek elektronového transportu fotosystému |l
PEG polyethylenglykol

Yw vodni potencial

Ws osmoticky potencial

Yg gravitacni potencial

¥Yp tlakovy potencial

IAA kyselina indolyl-3-octova

IBA kyselina indolyl-3-maselna

PAA kyselina fenyloctova

BA 6-benzyladenin

BAP 6-benzylaminopurin

Ip izopentyladenin

ACC kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
PSII fotosystém Il

VDA violaxanthin de-epoxidasa

RIA radioimunoanalyza
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