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SOUHRN

Zisk homozygotnich linii kulturnich plodin se stal vyznamnou soucasti
Slechtitelskych programu. K efektivni produkci téchto rostlin se uspé$né vyuziva procesu
androgeneze, pii némz se jevi jako nejvhodnéjsi pouziti prasnikovych kultur ¢i kultur
izolovanych mikrospor. Podstata androgenetické indukce spociva v preprogramovani
gametofytické cesty mikrospor na sporofyticky zpusob jejich nasledujiciho vyvoje. Pii
urychleni ¢i zvySeni efektivnosti procesu androgeneze hraje roli cela fada faktord, z nichz
je nezbytné zdiraznit genotyp darcovské rostliny, vyvojovou fazi kultivovanych mikrospor

nebo pouziti stresového predosetieni.

Cilem prace bylo definovat schopnost indukce androgeneze u dvou linii jarniho
jeémene s rtznou responzivitou pii pouziti stresového pfedoSetieni. V naSich
experimentech se potvrdila pozitivni tloha stresového piedosetteni v indukci androgeneze,
avsak androgenni odpovéd prasnikovych kultur u dvou dihaploidnich linii jarniho je¢mene
byla zaznamenana i u prasnikt bez jakéhokoli piedosSetieni. Efekt pouzitého piedosetieni
byl siln€ vdzan na pouzity genotyp a typ pouzitého ptedoSetieni mohl siln€ ovliviiovat i

viabilitu prasnikovych kultur.

Dilezitou tlohu sehrava antioxidacni odezva rostlin na oxidativni stres, ktery byl
indukovan stresovym predoSetfenim. Soucasné zvySeni tvorby kalusu a zvySeni aktivity
MnSOD po pouziti paraquatového piedoSetieni, zjiSténé v naSich experimentech, miize
naznac¢ovat roli MnSOD v androgenezi. Navic, indukce SOD mohla zplsobit nartst
hladiny peroxidu vodiku, ktery byl nasledné odbouravan katalazou, jejiz aktivita byla také
zvySena v pfitomnosti paraquatu. Tento mechanismus pravdépodobné podnitil zvySeni
indukce androgeneze po paraquatovém piedoSetfeni. Z nasSich vysledkt tedy muzeme
predpokladat, ze androgenni odpoveéd genotypl je zavisla na kapacité enzymatické
degradace reaktivnich kyslikovych radikalti v prasnikovém pletivu, do niz se nezapojuji

peroxidazy.



SUMMARY

The production of homozygous lines of crop plants has become an important part of
breeding programs. Homozygous plants could be effectively produced using androgenesis,
via anther culture or isolated microspore cultures. The principle of androgenic induction is
the reprogramming of microspore from gametophytic to sporophytic development. Many
factors influence the effectivity of androgenesis. The most important factors are the

genotype of donor plant, microspore developmental stage or stress pretreatment.

The aim of our work was to evaluate the induction capability for androgenesis in
two lines of spring barley with different responsivity in response to two different stress
pretreatments. The putative role of enzymatic antioxidant defence in this process was

investigated.

Stress pretreatment had a positive effect in our experiments on barley androgenesis.
However androgenic response was also observed for anthers without pretreatment. The
effect of pretreatment was dependent on genotype and type of pretreatment. It affected also

the viability of anther cultures.

In addition, our results showed, that enzymatic antioxidant response actively
responded to oxidative stress, which was induced by stress pretreatment. Callus production
and increased activity of MnSOD associated with the process of androgenesis after
paraquat pretreatment. We propose that induction of SOD could lead to an increase of
hydrogen peroxide level in anthers which is decomposed by catalase, being also stimulated
by paraquat pretreatment. This mechanism probably caused the increase in the induction of
androgenesis after paraquat pretreatment. We can assume that the androgenic response of
genotypes depends on the capacity of enzymatic degradation of reactive oxygen species in
the anther tissues. Based on our findings, peroxidase is not involved in the hydrogen

peroxide degradation.
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1  UVOD

Vlast slovanskd slyne ode davna vytecnym jeCmenafstvim a slava plzeniského piva
zajisté jen dobrému jeCmeni piicitati se mize, kdy rozeznavati nékolika odrid se da od
je¢mene dvou az Sesti fad Citajici, které zase liSime podle doby osevni, na jaré a ozimé...

Tak je predstaven je¢men v historické ¢itance pro obecné Skoly z roku 1906.

Je€men (Hordeum L.) fadime mezi lipnicovité do tfidy je¢menovitych, jejichz
kvétenstvim je slozeny klas, ve kterém klasky stoji Sirokou stranou k vietenu a listy

je¢mene maji ouska (Vancurova a kol., 1966).

Je¢men (Hordeum L.) se vyskytuje v druzich jednoletych, dvouletych i viceletych.
Jako znak rodu Hordeum se jevi slozeny klas z jednokvétych klaska piisedlych ve
vykrojcich vietena po trojicich (Vancurova a kol., 1966). Pluchy zakoncuji dlouhé, kiehké
osiny a spolu s pluskou, plucha pevné objima obilku (Garda a kol., 1967).

Potvrzeni Mendlovych zékoni polozilo zaklad pocatku Slechténi zemédélskych plodin,
tedy i je¢mene. Slechténi a tvorba novych odriid jeémene slouzi jako podstatny prostiedek

zvySujici efektivnost a stupent urovné zemédélské vyroby (Lekes, 1997).

Pro slechtitelské programy je mimotadné dulezité ziskani homozygotnich linii
téchto kulturnich plodin. Homozygotni haploidni linie jsou charakterizovany poloviéni
sadou chromozomi a je mozné je vytvofit procesem androgeneze, kdy se vyvoj pylového
zrna pieprogramuje z gametofytického na sporofyticky. V soucasnosti se potvrzuje, Ze
rozhodujicim faktorem pro pfesmérovani tohoto vyvoje muze byt stres. Haploidni a
dihaploidni rostliny hraji nezaménitelnou roli ve studiich tykajicich se genetickych analyz,
mapovani mutaci, genli podilejicich se na androgenezi, bunééného déleni, transformaci
rostlin a jsou vyznamnou soucdsti pokroku v rostlinné biotechnologii a molekularni

podstaté Slechténi.

Cilem bakaléafské prace je testovat indukci androgeneze prasnikovych kultur
je¢mene za pouziti riznych stresovych podminek in vitro. Teoreticka Cast se zabyva
souhrnem soucasnych poznatkli o tématice oxidacniho stresu u rostlin a procesu
androgeneze. V praktické ¢asti jsou pomoci nativni elektroforézy v polyakrylamidovém
gelu porovnany zmény ve sloZeni izozyml antioxidacnich enzyml pii riznych

podminkach indukéniho stresu.
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CILE PRACE

1. Na zaklad¢ dostupnych literarnich zdroji zhodnotit aktualni stav poznatki

V tématice oxidac¢niho stresu u rostlin obecné a v souvislosti S vyvojovymi procesy
s diirazem na indukci in vitro androgeneze.

Zvladnuti metod izolace pras$nikli jeCmene za sterilnich podminek a nasledna
regenerace rostlin jeCmene z prasnikovych kultur.

Mikroskopickymi metodami ovéfit viabilitu mikrospor a zmapovat pritbéh déleni
jader béhem androgeneze.

Testovat schopnost indukce androgeneze u dvou genotypti pii riznych podminkach
(pouziti prasnik bez predpiisobeni, pouziti prasnikii po sedmidennim chladovém
predosetieni, pouziti prasniki po chemickém plisobeni paraquatu).

Zjistit zmény ve sloZeni izozyml antioxidac¢nich enzymi pomoci nativni
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu u dvou genotypl s riznou schopnosti
indukce androgeneze.

Porovnat zmény ve sloZeni izozymul antioxidaénich enzymut pii rtznych
podminkach indukéniho stresu (bez predosetieni, chladové predosetieni, chemické

predosetient).



. TEORETICKA CAST
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3 PROCES ANDROGENEZE, ZISK HAPLOIDNICH ROSTLIN A
JEJICH VYZNAM

Béhem Zzivotniho cyklu rostlin se stfidd haploidni faze (gametofyt) s diploidni fazi
(sporofyt). Zralym sami¢im gametofytem je zarodeCny vak (7-bunécny) obsahujici
1 gametu (vajecnou bunku). Zraly samc¢i gametofyt predstavuje klic¢ici pylova lacka

obsahujici dvé gamety, buiiky spermatické.

Ke tvorbé gamet dochazi pfi sam¢im reprodukéim procesu probihajicim v ty€inkach,
kdy diploidni bunky vstoupi do meidézy a produkuji samci haploidni vytrusy nebo
mikrospory. Mikrospory se dale déli mitoticky a nasledné se diferencuji do
mnohobunéénych samcich gamet ¢i pylovych zrn. V ptipadé, ze je zabranéno vyvoji pylu a
mikrospora je misto na gametickou, vyslana na sporofytickou ,,cestu”, dochazi k procesu
zvanému androgeneze (Datta, 2005). Vysledkem tohoto pfeprogramovani jsou haploidni
(n) androgenni strukrury, které¢ se mohou vyvijet po spontannim ¢i indukovaném zdvojeni
chromozomu do dihaploidnich rostlin (2n) (Zur a kol., 2009). Hlavni vyhodou androgeneze
je rychly zisk Cistych a Gplnych homozygotnich linii, coz usnadiiuje vybér fenotypli pro

kvalitni znaky (Datta, 2005).

Takto ,,pfeprogramované® mikrospory jsou tedy vhodnym materidlem jak pro studium
embryogeneze, stejné tak se daji vyuZit pro transgenozi a mutagenezi. Vznikajici
dihaploidni linie jsou pak potfebné v mapovani a jinych genomickych studiich, poskytuji
fadu moznosti pro Slechtitelské tcely, molekularni a biotechnologické studie (Pretova a
kol., 2006, Zur a kol., 2008, 2009). Haploidy je moZzné pouzit v segregovani haploidni
populace pomoci metod délkového polymorfismu restrikénich fragmentll, zjiStovani
genetické variability v pohlavnim kiizeni ¢i pro rGzné genetick¢é modifikace genomu
(Pretova a kol., 2006). Obrovsky vyznam v soucasnosti ziskaly transgenni rostliny, diky
nimz lze studovat pfislusné geny podilejici se na androgenezi, jejich expresi, transla¢ni
regulace apod. Homozygotni linie poskytuji vzacny unikatni materidl pro genomiku,
molekuldrni podstatu Slechténi a slouzi i1 jako model pro studium bunécného d¢€leni.
Mapovani dihaploidnich populaci mtize objasnit funkci fady genti, které se nasledné daji
vyuzit pro zlepSeni regenerace tkanovych kultur. Schopnost transformace a nasledné
regenerace do celistvych rostlin je vyznamnou soucasti pokroku v rostlinné biotechnologii
(Datta, 2005). Ve srovnani s tradicnimi technikami Slechténi miiZze systém androgenetické

indukce usetfit Cas, finan¢ni naklady i pracovni tsili (Zur a kol., 2008).
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3.1 Vyvoj nezralého pylového zrna - mikrospory

3.1.1 Mikrosporogeneze in vivo

Prasnik (anthera) jako soucast tyCinky vzniklé metamorfézou listu, se sklada ze
2 prasnych vackil, z nichz kazdy je tvofen 2 prasnymi pouzdry. Prasné vacky se spojuji
konektivem, jimz prochazi cévni svazek. Stény prasniku maji tfivrstevnou stavbu tvorenou
vngj§i, stiedni vrstvou a vnitinim vystelkovym pletivem. Cast bunék vystelkového
(archesporialniho) pletiva da vzniknout mateiskym buiikam pylovych zrn, které pak

zacnou vytvaret mikrospory (nezrald pylova zrna) (Jurcak, 2007).

Sam¢i gametogeneze je zahdjena rozdélenim diploidni buiiky za vzniku pylovych
matefskych bunék. Sporogenni matefské buniky podstoupi meiotické déleni za vzniku
haploidnich tetrad. Jednotlivé buriky tetrad jsou pak uvolnény jako samostatné mikrospory
a tyto jednojaderné mikrospory, vytvofené meidzou v prasnicich, iniciuji asymetrické
mitotické déleni, které vede ke vzniku pylu se dvéma jadry (ozna¢ovanymi také jako
buiiky), vétsi vegetativni a buitkou mensi generativni, kterd je zcela uzaviena uvnitt buniky
vegetativni (McCormick, 1993). Generativni jadro, obklopené jadrem vegetativnim, da
vzniknout buiikdm spermatickym, které budou mit i ve svém budoucim vyvoji blizky vztah
k jadru vegetativnimu. Vegetativni jadro se stava zakladem pro tvorbu pylové lacky.
(McCormick, 1993, Maraschin a kol., 2005, Wedzony a kol., 2009). U 70 % rostlinnych
druhti dochézi k druhému mitotickému déleni buriky generativni na dvé buiky spermatické
Vv pribéhu ristu pylové lacky. U jinych druhti druhé mitotické déleni nastane jesté pred
utvofenim pylové lacky (McCormick, 1993, Prochazka a kol., 1998). Dvojjaderny pyl se
napf. u kukufice méni na trojjaderny praveé po rozdéleni generativniho jadra na dvé samci
gamety. Mikrosporova mitéza je tedy asymetrickym délenim, které vede k rozdilnym
osudim bunky vegetativni a generativni. Vegetativni jadro dal$i mitézu nepodstoupi a déle
pak bude fidit rast pylové laCky a kontrolovat dalsi rozvoj pylového zrna. U generativni
bunky vSak probéhne dals§i mitéza a vzniknou dvé spermatické buniky (McCormick, 1993,
Maraschin a kol., 2005, Wedzony a kol., 2009).

3.1.2 Prechod od gametofytického ke sporofytickému vyvoji

Mikrospory jsou prvni generaci samcich gametickych bunék a vlastni haploidni
chromozomovou sadu. Jsou produkovany v prasnicich ve velkém mnozstvi, coz usnadnuje

jejich izolaci a dalS$i manipulace s nimi, a mohou byt za urcitych podminek pfedmétem
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androgenni indukce (Wedzony a kol., 2009). Kazda pylova burka je vysoce specifickd a
vykonava specializované biologické funkce, proto je indukce sporofytického vyvoje mozna
pouze Vranych fazich vyvoje, kdy se bunky gametofytu jevi jako totipotentni. Pii
androgenezi je pak vyvolan sporofyticky rast samc¢i gametofytické bunky, coz vyzaduje
komplexni reprogramovani vyvojového planu pylu na formace embrya (Wedzony a kol.,
2009).

Obdobi vyvoje pylu citlivé k androgenezi je zastoupeno fazi, ve které dojde
k asymetrickému rozdéleni jednojadernych mikrospor, jez vyusti ve vznik polarizovaného
pylového zrna. Toto pylové zrno pak obsahuje bunku generativni vlozenou do cytoplazmy
bunky vegetativni. Bunika generativni s malym mnoZzstvim cytoplazmy podstoupi dalsi
mitotické déleni a vytvofi dvé bunky spermatické, zatimco bunka vegetativni zacne
akumulovat zasobni latky, hlavné $krob a lipidy a podili se na dal§im vyvoji tohoto
pylového zrna. Bylo prokazano, ze hromadéni Skrobu v cytoplazmé vegetativni buniky je

znameni, ze muze byt zahajena androgeneze (Maraschin a kol., 2005).

V prubéhu androgeneze bylo v pylovych zrnech pozorovano opakované bunécné
déleni. U kukufice bylo zaznamenano, Ze po vniknuti spermatické buniky do buniky vajecné
vymizi jadro této vajecné buiiky. Takova bunika obsahujici jen haploidni jadro bunky
spermatické postupné prochéazi délenim podobné jako zygota a dava vznik haploidnimu

zarodku (Prochazka a kol., 1998).

3.1.3 Vyvoj mikrospor v pritbéhu androgeneze

Pylové zrno pfi kultivaci miiZze reagovat Ctyfmi riznymi zplsoby. Jednojaderné pylové
zrno se mize délit symetricky, a tak da vzniknout dvéma stejnym dcefinym builkam, jez
ob¢ podstoupi nasledna déleni (www.molecular-plant-biotechnology.info). Tento proces je
doprovazen také reorganizaci cytoskeletu, kterd vede k umisténi jadra do centra

jednojadernych mikrospor a po transportu jadra daleko od okraje bun¢k (Smykal, 2000).

U rostlinnych druhu jako je jeémen, pSenice, tritikale nebo paprika se jednojaderny
pyl rozdéli nerovnomérné tak, jak to déla v pfirodé, pii¢emz generativni bunika degeneruje
a Vvdusledku néasledného déleni vegetativni builkky vznikd kalus nebo embryo
(www.molecular-plant-biotechnology.info). Opakované déleni vegetativni bunky vede
k rozdé€leni buniky fadou vnitinich stén za vzniku bun¢k somatickych. Po jaderném déleni
nasleduje cytokineze za tvorby vicejaderného pro-embrya. Generativni burika tedy zistane

nerozdélena nebo podstoupi nékolik po sobé jdoucich dé€leni, kterd ovSem nepfispivaji
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k vysledné formaci embrya. V je¢menu a psenici toto déleni vegetativni builky sméfuje
vétSinou k tvorbé kalusu spiSe nez embrya (Smykal, 2000). U n¢kolika malo druhti mohou
pylova embrya pochazet z buiiky generativni, kdy vegetativni burika se bud’ nedéli, nebo se
rozdéli jen Vvomezeném rozsahu. Posledni cestou je nerovnomérné rozdéleni
jednojadernych pylovych zrn, za tvorby bunky vegetativni a generativni, pficemz se ob&
buiky opakované déli za ucelem piispét k vyvoji embrya nebo kalusového pletiva

(www.molecular-plant-biotechnology.info, Smykal, 2000).

3.1.4 Androgeneze in vitro

Embryogeneze iniciovana piimo z mikrospor se nazyva androgeneze (Smykal,
2000). In vitro kultivovana mikrospora pro své pieziti zablokuje vyvoj v pylové zrno a dale
se vyviji sporofytickou cestou v embryo ¢i regenerovanou rostlinu (Shariatpanahi a kol.,
2006). Tato blokace generativni buiiky a dal$i Sifeni pouze buriky vegetativni pfi pouziti
dvojjadernych pylovych zrn vede béhem casnych fazi embryogenniho vyvoje k zménam
genové exprese (Smykal, 2000). Je-1i tedy zménéno nebo blokovano asymetrické déleni
mikrospor, mikrospory prechdzeji z gametofytického vyvoje na sporofytickou cestu vyvinu
za vzniku embryi ¢i kalusovych pletiv, které se dale vyvijeji v haploidni rostliny
(McCormick, 1993, Prochazka a kol., 1998). Vyvoj mikrospor pii kultivaci mize byt
piimy za vzniku embrya, které za urcitych kultivacnich podminek regeneruje pfimo
v rostlinu. Nebo druhou moZnosti je regenerace nepiima za vzniku kalusového pletiva, jenz
regeneruje do rostliny pomoci somatického embrya ¢ vyhonky. Casto ob& vyvojové cesty
regenerace koexistuji vzajemné ve stejné kultufe a jejich podily zavisi na genotypu

darcovské rostliny a pouzitém stavu kultury (Wedzony a kol., 2009).

U embryogennich mikrospor v mikrosporovych kulturach kukufice byla objevena
organizace cytoplazmy do hvézdicovitych ttvarii, naproti tomu u je¢mennych mikrospor
s bohatou cytoplazmou byl pozorovan zrnity vzhled s jadrem nachédzejicim se v blizkosti
bunécné stény, bez viditelné vakuoly (Pretova a kol. 2006). Tyto organizace mohou slouzit
jako morfologické markery pro spousténi procesu androgeneze v embryogennich
mikrosporach. Hvézdicovité Utvary v cytoplazmé byly popsany u jeCmene, pSenice, fepky

a tabaku (Maraschin a kol., 2005).

Haploidni rostliny lze vSak ziskat kromé pomoci androgeneze 1 gynogenezi ¢i eliminaci

sady chromozomi jednoho z partnerti pii kiizeni.
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Nejcastéji pouzivanou technikou k zajisténi tvorby dihaploidnich rostlin jsou
prasnikové kultury, vrameci nichz je sledovan vyvoj mikrospor v pribéhu procesu
mikrosporové embryogeneze (Wedzony, 2009). Kultury izolovanych mikrospor jsou tedy
vhodnym materialem pro studium embryogeneze (Zur a kol., 2008). Dihaploidi umoznuji
jedinecnou pfilezitost zkratit Slechtitelsky cyklus plodin a opravit agronomicky nevyhodné
znaky pomoci homozygotniho stavu, kde lze recesivni znaky nejsnadnéji zachytit.
NejzadangjSimi variantami dihaploidnich rostlin se staly kultivary ryze, pSenice, jeCmenu,
kukufice, fepky, baviny, slune¢nice, kavy a tabaku aj. (Datta, 2005). Je vSak znamo, Ze ne
vSechny rostliny procesu androgeneze podléhaji. Vhodnym rostlinnym materidlem jsou
napiiklad obilniny, fepka, brambor, len, brukvovité (Datta, 2005, Zur a kol., 2009), ale
byly objeveny i druhy zemédélsky vyznamné, které vSak jsou vici embryogenezi malo
citlivé, nebo dokonce imunni, a to diky nizké androgenni odpovédi ¢i vysoké produkci

albinotickych regenerovanych jedincti (Mufioz-Amatriain a kol., 2009).

3.1.5 Gynogeneze in vitro

U fady zastupct odliSnych rostlinnych druhli byla popsana indukovand gynogeneze
jako alternativni metoda embryondlniho vyvoje neoplozeného zéarodecného vaku
(neoplozené samiCi gamety) v kulturach izolovanych vajic¢ek ¢i izolovanych zarode¢nych
vakil (Zarsky a Lustinec, 2005). Z ¢asti je gynogeneze podobna partenogenezi, jeZ
v ptirod¢ probihd bchem apomixie (Wedzony a kol., 2009). Gynogeneze je
charakterizovana jako vznik haploidnich rostlin z haploidnich bun¢k zarodecného vaku,
bunky vajecné ¢i synergid (bun€k pomocnych). Nelze vSak vyloucit ani vznik haploidi
z antipod (bunék protistojnych). Tento zpiisob embryogeneze in vitro vyuziva jako
explantaty pestiky, jejich ¢asti nebo samotnd vajicka a pro tuto techniku se ujal nazev
gynogeneze. Proces je Uspé€$ny u limitovanych poctii riznych druhil rostlin, jako je napf.
je¢men, cukrovka, pSenice, kukufice, gerbery, petinie, topol aj. (Prochazka a kol., 1998,
Bohanec a kol., 2009). Hraje omezenou roli pouziti u obilnin a byla indukovana u
nckterych genotypl pSenice ¢i ryZze. BéZné€ je vyuZivana u je€mene, kukufice, moruse,
slune¢nice nebo cibule (Wedzony a kol., 2009) nebo u rostlinnych druhti, u kterych se

ostatni techniky navozujici tvorbu haploidl ukazaly jako netcinné (Segui-Simarro, 2010).

Neprokézal se vSak pozitivni vliv na indukci gynogeneze stresového piedosetient

na pouzité kultury jako je tomu v piipad¢ androgeneze (Wedzony a kol., 2009).
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3.2 Androgeneticka indukce, jeji ovlivnéni a faktory

Proces androgeneze je obecné charakterizovan 3 piekryvajicimi se fazemi. Prvni
faze je potlaceni gametofytického vyvoje vlivem stresovych faktort, coz vede
k dediferenciaci bun¢k. Druha faze je spjata s bunéénym délenim, pii kterém dochazi ke
vzniku mnohobunéénych struktur a tfeti generuje tzv. embrya ¢i kalusové struktury

(Maraschin a kol., 2005).

Je nutno zminit fadu faktord, které vyznamné ovliviiuji efektivitu androgeneze.
nichz byla vétSina faktorti studovana. Nejcasteji se studuji rostliny jako je jeCmen, pSenice,
tritikale, kukufice, ryze, fepa, ale nékolika pozitivnich vysledki bylo dosazeno i u
nékterych druhti zeleniny a ovoce, okrasnych drevin, 1é¢ivych druht (Wedzony a kol.,
2009). U rostlinnych druht jako je pSenice, ryze, zito, kukufice atd. mohou byt pylova zrna
donucena k produkci kalusu nebo embrya zménou slozeni média (www.molecular-plant-
biotechnology.info). U mnohych druht je vSak odpovéd’ a tvorba haploidii velmi nizka a u
nékterych az nemozna napf. u lusténin (Wedzony a kol., 2009). Je¢men (Hordeum vulgare
L.) se stal modelovym systémem pro studium vzniku mikrosporové embryogeneze, jez je
extrémné zavisla na genotypu donorového rostlinného materialu (Mufioz-Amatriain a kol.,

2009).

Mezi vyznamné faktory patii vliv:

- genotypu darcovské rostliny (Smykal, 2000, Datta, 2005, Pretova a kol., 2006,
Muiioz-Amatriain a kol., 2009),

- vliv prostedi, ve kterém se donorova rostlina vyviji (Pret'ova a kol., 2006),

- faze mikrospory (odliSné pro rtzné rostliny) (McCormick a kol., 1993, Pretova

a kol., 2006, Bohanec, 2009),

- typ pfedoSetieni — stresové podminky (Smykal, 2000, Zur a kol., 2008, 2009
Jacquard a kol., 2009),

- sloZeni média a fyzikalni vlastnosti média (Datta, 2005),
- manipulace s kulturami (napf. na médiu) (Datta, 2005),

- podminek kultivace (Wedzony, 2009).
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Na frekvenci indukce mize mit vliv i schopnost regenerace zelenych ¢i albikatnich
rostlin a také frekvence spontannich zdvojovdni chromozomovych sad pro vznik
dihaploidnich rostlin. In vitro androgenezi praSnikovych kultur ovlivituje dokonce i
mnozstvi a hustota kultivovanych prasnikli, orientace prasnikii na médiu ¢i piitomnost
prasnikové nitky, kterd mize na kultivaci pisobit negativné. V1iv maji 1 vyska ¢i objem
kultiva¢nich nadob ¢i pouziti tuhého a tekutého média. Kultivacni podminky vSak muize
omezit 1 piitomnost jinych pletiv ¢i organti v médiu nebo Spatn€¢ zvolena fotoperioda

kultivace (Ohnoutkové, 2000).

Mikrosporové déleni a naslednd regenerace do celistvych rostlin jsou zavislé na
podminkach, za kterych se vyvijela donorova rostlina. Pithodné optimalni podminky rdstu,
napt. s fizenou svételnou periodou, intenzitou teploty, vlhkosti, bez nemoci a Skidcu se

projevi uspeSnou odpoveédi prasnikovych kultur na androgenezi (Datta, 2005).

3.2.1 Genotyp darcovské rostliny, podminky jejiho riastu

Podstatnou roli v androgenni odpovédi hraje genotyp darcovské rostliny a jeho
ovlivnéni podminkami zivotniho prostfedi (Smykal, 2000, Datta, 2005, Pretova a kol.,
2006, Mufioz-Amatriain a kol., 2009, Zur a kol., 2009).

Dokazuje to i transkriptomicka analyza tii testovanych dihaploidnich linii je¢mene
(oznacenych DH46, DH6188 a DH6004), kter¢ mély podobny geneticky zdklad, avSak
rozdilné androgenni potencidly. Studie umoznila identifikovat 213 odliSné exprimovanych
genll u téchto linii, jeZ byly podrobeny 4-dennimu stresovému piedosetieni pomoci
manitolu. Odhalené geny byly zatazeny do skupin podle své funkce a profili exprese jako
napt. funkce obrany a ochrany, virulence, geny pro metabolismus, transkripci ¢i transport.
Diky studii byly objeveny 1 geny blizké pro androgenezi jako napft. geny kodujici proteiny
pro transkripci, regulaci translace nebo degradaci pylu, které byly spojeny s vznikem
zelenych rostlinnych regeneranti nebo geny kodujici plastidy interagujici se vznikem
albinotickych rostlin (Mufioz-Amatriain a kol., 2009). Dalsi transkriptomickd analyza
prokazala, ze geny kddujici alkoholdehydrogenazy, metaloprotedzy FtsH, cystein protedzy,
aspartic-proteazy, 26S proteazomovou regulacni podjednotku a transkripty zapojené do
signalizace ¢i bunééné ochrany jsou spojovany s reakci na stres a vzdjemné se daji pocitat
mezi biomarkery pfeprogramovani mikrospor k androgenezi. Vsechny tyto geny byly
odlisné exprimovany V mikrosporach jeémene, jez byly nebo nebyly indukovany

manitolem (Maraschin a kol., 2006).
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Existuji také udaje o vlivu genotypu na aktivitu enzymi, kdy vys$si androgeneticka
responzivita napf. u kultivaru Miezsko byla podminéna vyssi aktivitou SOD a PEX,
Vv porovnani s mén¢ androgennim kultivarem Wanad. Naopak aktivita CAT nebyla

genotypem nijak ovlivnéna (Zur a kol., 2009).

Regeneracni schopnosti rostlinnych druhti jsou tedy geneticky dédi¢nou vlastnosti
pfedavanou z generace na generaci. Geny, jez androgenezi fidi jsou soucasti slozitého
komplexu, do kterého zasahuje i cytoplazmatickd dédi¢nost ¢i repetitivni DNA. Je vSak
ziejmé, ze odpovéd’ in vitro androgeneze je fizena genetickym potencidlem. Pocet genu,
které se na androgenezi podileji je ale velmi maly (Datta, 2005, Zur a kol., 2008). Stale ale
chybi uceleny popis tohoto procesu ,,pfepinani“ na molekularni Grovni (Shariatpanahi a
kol., 2006).

3.2.2 Vyvojova faze mikrospory

Studie prokazaly, ze pylové zrno reaguje na indukci androgeneze pouze v urcitém
vyvojovém stadiu mikrospory. Mnohé vysledky potvrzuji, Zze optimalni stupen vyvoje
mikrospory pro indukei androgeneze se pohybuje od stfedni po pozdni fazi jednojaderného
stddia. Vhodna kultiva¢ni stddia mikrospor se vSak 1i$i podle rostlinnych druhil a znaéné
ovliviiuji indukci androgeneze i celkovy vysledek regenerace. Pro obilniny se ukazuje jako
nejpiithodnéjsi pouziti sttedniho nebo pozdniho jednojaderného stadia. Vyvojova faze nam
pak muze pomoci pii urCovani doby izolace a kultivace (Pretova a kol., 2006).
U mikrospor jemene se jako citliva udava pozdni faze jednojaderného pylového zrna

(spory) (Prochézka a kol, 1998).

3.2.3 Stresové predosetieni

»Preorientovani® gametofytu na sporofyt k vyvoji embrya z haploidni gamety, si
vyzaduje stresové piedoSetieni, pouzité na praSnikové ¢i mikrosporové kultury po nékolik
dni (Pretova a kol., 2006, Jacquard a kol., 2009, Zur a kol., 2009). Existuji i piipady
potvrzujici indukei androgeneze bez predosetieni (Kruczkowska a kol., 2002, Fehér a kol.,
2008). Schopnost mikrospory nebo jiné haploidni buiky dediferencovat a regenerovat do
celé¢ rostliny spocivd v pilisobeni stresu, kterému byla tato bunka vystavena. Timto
zptisobem se ziskavaji dihaploidni homozygotni linie, pro jejichZ zisk je nejCastéji
pouzivanym systémem mikrosporova embryogeneze s pouzitim kultur prasnikd ¢i

izolovanych mikrospor (Jacquard a kol., 2009).
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Stresové predosetieni ovliviiuje také regeneraci rostlin.

Stresové pusobeni se tedy pouziva ke spusténi procesu androgeneze, a to bud’ samostatné

nebo v kombinaci vice stresovych faktord zaroven (Smykal, 2000, Datta, 2005, Maraschin
a kol., 2005, Shariatpanahi a kol., 2006, Jacquard a kol., 2009).

Mezi stresové spoustéce mikrosporové embryogeneze fadime:

tepelny Sok (Smykal, 2000, Shariatpanahi a kol. 2006, Zur a kol., 2009),
pusobeni chladu (chladovy $ok) (Zur a kol., 2008, 2009),

metabolické hladovéni (napt. Zivin, kysliku, sacharidu, uhliku) (Smykal, 2000,
Datta, 2005, Shariatpanahi a kol. 2006, Zur a kol., 2008, 2009),

chemicky stres (Pasternak a kol., 2007, Jacquard a kol., 2009),

pouziti mitotického jedu kolchicinu (Smykal, 2000, Maraschin a kol., 2005,
Shariatpanahi a kol. 2006, Bohanec, 2009),

vysoké koncentrace pH ¢i rostlinnych hormont (napt. 2.,4-D, 2,4-
dichlorfenoxyoctova kyselina) (Pasternak a kol., 2007, Shariatpanahi a kol.,
2006, Bohanec, 2009),

osmotické vykyvy nebo hypertonicky Sok (Maraschin a kol., 2005,
Shariatpanahi a kol., 2006, Jacquard a kol., 2009, Bohanec, 2009),

snizeny atmosfericky tlak (Shariatpanahi a kol., 2006),

pusobeni tézkych kovi (napf. lithia), ethanolu, kyseliny abscisové ¢i siranu

méd’natého (Shariatpanahi a kol., 2006),
pusobeni odstiedivé sily (Shariatpanahi a kol., 2006),

gama zareni aj. (Shariatpanahi a kol., 2006).

Nejcastéji jsou vyuzivané vysoké ¢i nizké teploty, glycidové ¢i dusikové hladovéni,

vysoké osmotikum ¢i pouziti kolchicinu (Zur a kol., 2008).

Jaky vliv bude stres na kulturu mit je urc¢eno:

druhem stresu (chlad, teplo, hladovéni...) (Kruczkowska a kol., 2002, Zur a
kol., 2008, Wrobel a kol., 2011),
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- pfijaké vyvojové fazi (mikrospory) stres ptsobi (Bohanec, 2009),

- pfijaké intenzité a jak dlouhé je stresové ovlivnéni (Prochdzka a kol., 1998).

3.2.3.1 Teplotni piedoSeti-eni

Veskeré stresové podminky musi byt optimalizovany pro kazdy rostlinny druh
1 genotyp zvlast. Stresovani urCitym typem teploty vede u mnoha rostlinnych druhi
k zlepSeni androgenni odpovédi (Datta, 2005). Napiiklad pro nékteré genotypy jeCmene se
typicky pouziva chladové predptsobeni pii 4 °C, naproti tomu kultivary ryze si vyzaduji
chlad 8 °C (Smykal, 2000, Kruczkowska a kol., 2002, Datta, 2005, Pretova a kol., 2006,
Zur a kol., 2008, Wedzony, 2009). Pro chlad je naptiklad rozhodujici doba, po kterou tento
stresor pusobi. Chlad zpiisobuje fyzikalné chemické zmény membrany. Postizeny byvaji i
struktury cytoskeletu. NejvétSim postizenim jsou zasazeny chloroplasty, nasleduji
mitochondrie a peroxizémy. Vliv chladu je spojovan s tvorbou osmoticky aktivnich latek,
tvorbou stresovych proteind (cold — induced proteins) a nariistem nenasycenych mastnych
kyselin. Objevuje se 1 vy$s$i koncentrace kyseliny abscisové — ABA (Prochazka a kol.,
1998). Chladové ptedpisobeni neni nutné vzdy pouzit, ale obecné je prospé$né pro
prasnikové kultury a pravdépodobné pfispiva k regeneraci zelenych rostlin. Pro zvySovani
androgenni odpovédi mize byt vyuzita kombinace chladového piedplisobeni a tepelného
Soku, pfiCemz tato kombinace nema negativni vliv na regeneraci zelenych rostlin (Tenhola-

Roininen a kol., 2005).

Ptedosetfeni teplotnim stresem se bud pouziva samostatné, nebo se dopliuje
kombinacemi s jinymi stresovymi podminkami. Pfedosetieni prasnikovych kultur jarnich
kultivaru tritikale odrid Miezsko a Wanad teplotou 5 °C pouzitou po 3 tydny vedlo ke
zvySeni endogenni hladiny ABA, jez byla oznafena za signdlni molekulu v re-
programovani gametofytického vyvoje, a bylo odhaleno i zvySeni jejich metabolické
aktivity (Zur a kol., 2008, 2009). Pret'ova a kol. (2006) uvadi pro je¢men piedoSetieni 3 — 4
dny chladového Soku pii 4 °C nebo 3 — 4 dny pouZiti manitolu pii pokojové teploté. V dalsi
studii byla androgeneze v praSnicich je¢mene kultivaru Igri a kultivaru Cork uspésné
vyvoldna prostfednictvim chladového a osmotického stresu k navozeni mikrosporové
embryogeneze (Jacquard a kol., 2009). Dale bylo porovnano piisobeni chladu 4 °C (28 dni)
s metabolickym hladovénim po dobu 4 dni v roztoku 0,3mol/l manitolu pro tii odrady

je¢mene (vysokoresponzivni kultivar Igri a méné responzivni kultivary Horus a Mobek).
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Chladovy Sok zvysil tvorbu embryi/kalusi u vSech pouzitych odrid, ale regenerace do

zelenych rostlin byla efektivnéjsi po pouziti manitolu.

Stresové piedosetfeni nejen indukuje androgenezi, ale ma i vliv na viabilitu
kultivovanych mikrospor. Manitolové predosetieni ve srovnani s chladovym piisobenim je
vice skodlivé pro zZivotaschopnost a vyvoj pylu béhem predosetieni. Soucasné pouziti obou
strest zaroven se jevilo jako neucinné (Kruczkowska a kol., 2002). V experimentech Zur a
kol. (2008, 2009) chladové predoSetieni zvysilo viabilitu mikrospor tritikale (kultivary
Miezsko a Wanad) V porovnani s mikrosporami, které nebyly piedosSetieny. Bez
chladového osetfeni mikrospory nezahajily androgenetickou indukci. Vysoka teplota méla

opacny negativni vliv na zivotaschopnost mikrospor i jejich androgenni odpovéd'.

Androgeneze neni piimym efektem plisobeni nizké teploty, samostatné je nizka
teplota nedostacujici k vyvolani tohoto procesu, avSak nizka teplota se da pokladat za

stresovy faktor zajist'ujici cytologické zmény mikrospor (Zur a kol., 2008).

3.2.3.2 PiedosSetieni kolchicinem

Kolchicin pouzity jako pfedoSetieni stimuloval embryogenezi a produkci embryi,
u nichz dochazelo ke spontannimu zdvojovani chromozomové sady a naslednému zisku
dihaploidnich rostlin (Maraschin a kol., 2005, Shariatpanahi a kol., 2006, Bohanec, 2009).
Kolchicin, jako mitoticky jed, blokuje tvorbu mikrotubuld béhem bunééného déleni.
Selhani funkce mitotického vieténka vede k spontanni endoduplikaci. Vliv kolchicinu na
reakci mikrospor pravdépodobné zavisi na vyvojovém stadiu mikrospory. Kolchicin
zpiisobuje zvySenou koncentraci volnych tubulinovych struktur, a tim zamezuje tvorbé
novych tubulii, nasledkem je pfepnuti gametofytického vyvoje pylu na sporofyticky
(Shariatpanahi a kol., 2006).

3.2.4 Kultiva¢ni média a jejich slozky

Zivna puda skyta nejen vyzivové hodnoty, ale také se podili na regulaci vyvoje
mikrospory do embrya. Spravné slozeni média a zachovani vyvazeného pH je nezbytné pro
uspesnou indukcei androgeneze. Nejcastéji pouzivana jsou dveé zakladni média, N6 médium
(Chu, 1981) a MS médium (Murashige a Skoog, 1962) vhodna pro indukci androgeneze
obilnin i jinych rostlinnych druhti, bud’ v zdkladnim nebo obohaceném sloZeni. Ve slozeni
média hraje vyznamnou roli dusik, kdy zvySovani glutaminu a snizovani obsahu dusi¢nanu

amonného vede u mnoha druhli obilovin ke zrychleni embryonélniho vyvoje. Sacharidy
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v médiu obsazené slouzi jako zdroj energie pro vyvijejici se embrya, ale maji i osmotickou
funkci. Néhrada sachar6zy v médiu maltézou zvySuje indukci androgeneze, avSak
koncentrace sacharidii musi byt uzptisobena dané plodiné. Regenerace rostlin z embryi ma
také pfisné pozadavky na slozeni média, kdy regeneracni médium jiz obsahuje snizené

mnozstvi sacharidl a zvySeny obsah cytokinind a auxind (Datta, 2005).

Dulezitym faktorem slozeni je obsah dusikatych slozek, mikroprvki, vitamind,
organickych slouCenin, piidavky vyzivovych latek jako napf. kokosového mléka nebo
kvasni¢ného extraktu. Nepostradatelnymi jsou i ionty né€kterych kovu napf. Zeleza, jenz
nemusi byt zahrnuto ve slozeni zaklddaciho média, ale jeho pfitomnost v médiu

regenera¢nim je nezbytna (Ohnoutkova, 2000).

Média vyuzivana pro obilniny jak induk¢ni, tak regeneracni by ve svém sloZeni
mély obsahovat ristové hormony, a to auxiny a cytokininy, kdy rozhodujici je vyuzitd
koncentrace. Pro obilniny a jeCmen se obecné vyuziva 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova
kyselina, Kruczkowska a kol., 2002) v koncentraci 0,2 - 2 mg/l, ktera vSak ve vyssich
koncentracich mtize pulisobit i jako dopliikkovy stresovy faktor k vyvolani procesu
androgeneze. Samotnad pfitomnost 2,4-D nestaci k indukci androgeneze, ale musi byt
pouzita v kombinaci s jinymi stresory (Shariatpanahi a kol., 2006). Regenera¢ni médium
typu 190 — 2 (Zhuang a Xu, 1983) obsahuje kinetin (0,25-0,5 mg/1) ¢i NAA (0,5 mg/1) (Zur
a kol. 2008, 2009). Z dalsich rastovych regulatort je vyuzivana kyselina indolyl-3-octova
(IAA — 1 mg/l) ¢i 6-benzylaminopurin (BAP — 1 mg/l, Kruczskowska a kol., 2002).

Nejcasteji se pouzivda médim ztuZené agardzou nebo Phytagelem, dile se mohou
vyuzivat 1 nové zavedené plouvouci kultury, kdy prasniky splyvaji na hladin¢ tekutého

média.
3.2.5 Dalsi podminky kultivace ovliviiujici androgenetickou indukci

Kultivace prasnikt probihd ve tmé v rozmezi teplot 25 - 32 °C, kdy po 4 - 6 tydnech
se vyvinuta pylovd embrya i kalusy pfenesou na regeneratni médium, na némz se jiz
kultivuji za svétla. Teplota kultivace je zavisla na druhu rostliny, na genotypu darcovského
organismu a na puvodnich podminkach, v nichz se donor péstoval (Ohnoutkova, 2000).
Viabilita mikrospor a jejich schopnost pfizptisobit se na podminky in vitro je jednim
z dalezitych predpokladii pro indukci mikrosporové embryogeneze. Podstatnym faktorem,
ktery udrzuje Zivotaschopnost mikrospor je hustota mikrosporové suspenze. Neoptimalni

hustota in vitro kultury naruSuje rovnovahu mezi metabolity vylucovanymi bunkami do
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zivotniho prostiedi a zivinami vstfebavanymi z média. Minimalni hustota je nezbytna pro

dalsi vyvoj mikrospor a zavisi na genotypu a metod¢ kultivace (Zur a kol., 2009).

3.2.6 Albinismus

Zajimavym a dosud malo probadanym rysem rostlin odvozenych z kultivovaych
mikrospor a prasnikd je albinismus. Albikatni rostliny obsahuji porusené formy plastidi
nebo obsahuji nezralé chloroplasty. Tyto rostliny maji nedoste¢ny ¢i poSkozeny geneticky
kod v oblasti rbcL. genu a diilezitou roli hraje pii jejich vzniku genotyp déarcovské rostliny
(Datta, 2005). Na riistu a vyvoji regenerovanych rostlin se svou aktivitou podili i geny, jez
idi produkei nékterych enzymi pottebnych pro metabolické pochody a morfogenezi. Patii
sem zejména peroxidazy, které jsou spojovany s mnoha fyziologickymi procesy, véetné
morfogeneze. To bylo potvrzeno v mnoha experimentech, kdy zelené rostliny regeneranti
vykazovaly vys$i aktivitu peroxidaz nez ,albini“ (Datta, 2005). Za zminku stoji i
glutathion-S-transferazy, jejichz genova exprese je spojena sin Vitro morfogenezi
(Jacquard a kol., 2009). Avsak indukce a regenerace albini a zelenych rostlin
z prasnikovych kultur jsou regulovany odlisnymi geny (Tenhola-Roininen a kol., 2005).
Regenerace zelenych a albikdtnich rostlin mize byt zavisld i na pfitomnosti siranu
méd’natého v médiu, jehoz pritomnost mize podporovat regeneraci vSech nebo jen
zelenych rostlin (Jacquard a kol., 2009). Podrobnéjsi objasnéni tohoto jevu vSak musi byt

jeste provedeno.

3.3 Oxidativni stres

Vzhledem ktomu, ze rostliny maji omezenou moznost Uniku pifed stresem,
potiebuji flexibilni zpisob adaptace na ménici se podminky Zivotniho prostiedi.
Spole¢nym rysem pro rtzné stresové faktory byva pravé vzrist produkce reaktivnich
kyslikovych radikali v rostlinném pletivu (Arora a kol., 2002). Pusobici stresové faktory
mohou tedy u rostlin vyvolat oxidativni stres, jenz je charekteristicky vysokou produkci
obrovského mnozstvi aktivnich kyslikovych forem, kdy dochéazi k naruSeni rovnovazného

stavu mezi tvorbou a odbouravanim kyslikovych radikala (Piterkova a kol., 2005).

Volné radikaly jsou atomy, molekuly ¢i ionty, jez jsou schopny samostatné
existence a vlastni ve svém elektronovém obalu jeden nebo vice neparovych elektrond.
Jsou to struktury vysoce reaktivni, které jsou schopny reagovat s ostatnimi volnymi

radikdly, ale i1 s inaktivnimi molekulami za vzniku dalSich volnych radikalt, kdy tento dé;
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muze pokracovat prosttednictvim fetézové reakce (Racek a Holecek, 1999). Volné radikaly
jsou molekuly nestabilni a interaguji ¢asto a rychle s jinymi latkami tak, ze odevzdavaji
latce sviij neparovy elektron nebo naopak latce elektron odebiraji, aby doplnily svij

elektronovy par a latku pfitom oxiduji.

Za nejdulezitéjsi volné radikdly jsou povazovany volné radikaly kysliku.
Prostfednictvi dal§ich pfemén z nich mohou vznikat jiné reaktivni latky, ovSem jiz bez
obsahu neparového elektronu (napft. peroxid vodiku). Tyto latky se pak vzajemné oznacuji
jako reaktivni formy kysliku (Racek a Holecek, 1999). Volné radikaly a dalsi aktivni
formy kyslikovych derivata se stavaji nevyhnutelnymi produkty biologickych redoxnich
reakci (Arora a kol., 2002).

Zvysena produkce toxickych derivati kysliku je povaZzovana za univerzalni nebo
béZny rys stresovych podminek (Arora a kol., 2002). Role ROS je zavisla na jejich
koncentraci, dobé a lokalizaci jejich pusobeni (Fehér a kol., 2008). Reaktivni formy
kysliku mohou v buné¢nych reakcich inaktivovat enzymy a poskozovat dalezité bunécné
komponenty. ROS slouzi jako signalni molekuly pfi expresi geni, ale jsou to i $kodlivé
meziprodukty aerobniho metabolismu, jez se podileji na oxidativnim poskozeni (Piterkova
a kol., 2005), mohou spoustét bunééné déleni (Fehér a kol., 2008) nebo vést az zaniku

rostlinné bunky (Piterkova a kol., 2005).

Za normalnich aerobnich podminek je produkce ROS vyvaZzovdna pomoci
bunéénych antioxida¢nich mechanismd, které predchazeji poskozeni bunék (Taiz a Zeiger,
2010). V optimalnich rustovych podminkach je tedy jejich tvorba piisné kontrolovana
systémem antioxidant(l, které brani jejich Uniku do prostfedi buiiky. Antioxida¢ni obranny
systém rostlin obsahuje rizné antioxida¢ni enzymy a molekuly. Za nestresovych podminek
antioxidac¢ni obranny systém poskytuje dostatecnou ochranu proti aktivnim kyslikovym
formam a volnym radikalim (Arora a kol., 2002). V podminkach stresu je vSak zpravidla
produkce ROS vysSi neZz kapacita antioxidantll a dochdzi k poskozeni bunék, které se
oznacuje jako oxidativni stres (Arora a kol., 2002), kdy je tvorba ROS zvySena a ptfesahuje
detoxikacni kapacitu bunék, coz vede k jejich oxidativnimu poskozeni (Pasternak a kol.,
2007). Oxidacni stres tedy nastava v ptipadé, Ze se vyrabi vice kyslikove aktivnich forem
nez je potteba pro bézny metabolismus (Arora a kol., 2002). Stresové situace vyproduku;ji
zvySenou produkci toxickych derivata kysliku a jako odpovéd’ na to vzrasta i1 kapacita
antioxidacniho obranného systému, ale ve vétSin€ piipadd je tato odpoveéd’ jen mirna
(Arora a kol., 2002).
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3.3.1.1 Vyskyt a tvorba reaktivnich kyslikovych radikalii

Existuje mnozstvi zdroju kyslikovych radikal v rostlinnych butikach, kdy nekteré
Znich jako napiiklad fotosyntéza ¢i respirace jsou soucasti bézného rostlinného
metabolismu, ale jiné probihaji za biochemickych pochodii pouze za stresovych podminek
(Piterkova a kol., 2005). Hlavnim zdrojem aktivniho kysliku je fotosynteticky systém
kyslikové redukce dychaciho elektronového transportu, pii némz se v rostlinnych pletivech
generuje zejména singletovy kyslik a superoxid (Piterkova a kol, 2005, Taiz a Zeiger,
2010). Tvorba aktivnich forem kysliku se zd4a byt nevyhnutelnym disledkem fungovani

elektronového transportniho fetézce v kyslikové atmosféte (Arora a kol., 2002)

Mezi nejbéznéjsi ROS formy v rostlinnych bunkach tedy fadime (Taiz a Zeiger,

2010):
- superoxid O;",
- singletovy kyslik O,
- peroxid vodiku H,0»,
- hydroxylovy radikal OH".

Peroxid vodiku a superoxidovy radikél nejsou samy o sobé tak Skodlivé, ale mohou
vytvafet mnohem vice toxické hydroxylové radikaly OH’, které mohou iniciovat

peroxidaci lipidl a také napadat DNA, proteiny a malé molekuly (Arora a kol., 2002).

S tvorbou ROS souvisi i fada latek pouzivanych jako herbicidy. Herbicidy typu
bipyridinium tvoii kyslikové radikaly ptimo na svétle. Slouceniny jako je paraquat, také
znamy jako methyl viologen, jsou zavislé na svétle a zpusobuji oxidativni poSkozeni
v rostlinach. Di-kationtova povaha paraquatu umoznuje jeho redukci na radikalovy kation.
Fotosystém 1 zprostfedkuje redukci paraquatového di-kationtu. Vysledkem je mono-
kationtovy radikal, ktery pak reaguje s molekularnim kyslikem za tvorby O% a naslednou

pfeménou na jiné toxické druhy, coz muze byt H,O, a OH" (Arora a kol., 2002).

3.3.1.2 Zpusob tvorby

VétsSina bunécnych soucasti, vCetné apoplastu a plazmatické membrany, ma
predpoklad k tomu, aby se stala zdrojem aktivnich forem kysliku (oznacovanych AOS
nebo ROS). Na zvySené enzymatické tvorbé reaktivnich kyslikovych forem se ucastni

zejména NADPH-oxiddza, aminoxiddaza a peroxiddaza vazdna na bunéCnou sténu.
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Enzymova produkce kyslikovych forem je tedy vazana na enzymatické reakce, kterymi se

zejména produkuje superoxidovy radikal (Piterkova a kol., 2005).
Superoxidovy radikal

Superoxid (O;") vznika jednoelektronovou redukci kysliku a je to nejéastéji se
vyskytujici volny radikal v organismech. Tvoii se pii pfenosu elektrond v dychacim fetézci
a pii fotosyntéze v chloroplastech. Nékteré rostlinné buiikky ho tvofi prostfednictvim
NADPH-oxidazy. NADPH-oxidaza katalyzuje vznik superoxidu jednoelektronovou
redukci kysliku (Racek a Holec¢ek, 1999).

Superoxidové radikaly jsou tedy odbouravany superoxiddismutdzou v reakci
produkujici peroxid vodiku, kdy peroxid vodiku je pfeménén na kyslik a vodu katalazou
nebo vyuzit pii oxidaci askorbatu. V chloroplastech vytvofeny superoxidovy radikal (O;")
je vysledkem fotoredukce di-kysliku. Redoxni stav ferredoxinového poolu v tylakoidech
urcuje regulovana aktivace Calvin-Bensonova cyklu a kontrola miry proudéni elektrond.
Ferredoxin a elektronové pienaSece na redukované strané fotosystému I maji dostatecné
negativni elektrochemické potencidly k ,,zaptjceni elektronu pro kyslik, coz ma za

nasledek vytvoieni superoxidového radikalu (Arora a kol., 2002).

Superoxid je mirné reaktivni, nepronika skrz biologické membrany a pusobi jako
oxidacni 1 redukéni Cinidlo. Oxiduje askorbat, NADPH, nékteré aminokyseliny (histidin,
methionin, tryptofan) a komplexy ptechodnych kovl, ¢imz ma vliv na aktivitu

metaloenzymu (Piterkova a kol, 2005).

Superoxid neni pfili§ reaktivni a tedy ani piili§ Skodlivy, toxicita superoxidu
spociva vjeho preméné na reaktivnéjSi kyslikové formy, jako je peroxid vodiku ¢i
hydroxylovy radikal (Racek a Holecek, 1999).

Singletovy kyslik, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal

Singletovy kyslik mlZe svou excitacni energii pfenést bud’ na jiné molekuly, nebo
reagovat za tvorby hydroperoxidi. Druhym zplisobem je aktivace kysliku
jednoelektronovou redukei, kdy se vytvaii superoxid (O,"), peroxid vodiku H,0,,
hydroxylovy radikal OH" a voda (Piterkova a kol., 2005).

Peroxid vodiku je pomérné stabilni molekula, kterd je vSak schopna prochazet

buné¢nymi membranami. Peroxid vodiku mutze byt (Piterkova a kol., 2005):

1. rozkladan na vodu a kyslik v reakci katalyzované katalazou:
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2H,0,2> 2H,0+0,
2. vyuzit jako substrat pro peroxidazy

3. eliminovan skrze askorbatperoxidazu, jez pusobi spolu
S dehydroaskorbatreduktazou a glutathionreduktazou, kdy se jedna o redukci
molekularniho kysliku za produkce hydroxylového radikalu, ktery se mize tvofit ptimou

Haber-Weissovou reakei:
H>O, + 02.- > OH +OH + O,

Enzymaticka redukce monodehydroaskorbatu probihé v plastidech. Monodehydroaskorbat
samovolné dismutuje na dehydroaskorbat, mize reagovat s glutathionem (GSH) za tvorby
askorbatu a oxidovaného glutathionu (GSSG) v reakci katalyzované

dehydroaskorbatreduktazou (Piterkova a kol., 2005).
Nebo prosttednictvim Fentonovy reakce (Piterkova a kol., 2005):
H,0, + Fe**(Cu®) > Fe*( Cu*) + OH' + OH
O,"+ Fe** (Cu*") & Fe**(Cu’) + O,

Hydroxylovy radikal je velmi silny oxidant, ktery aktivuje fétézové radikalové
reakce s mnozstvim organickych molekul, coz podnécuje lipidovou peroxidaci, inhibici
enzymi a poskozeni nukleovych kyselin (Piterkova a kol., 2005). Hydroxylovy radikal

muze tedy iniciovat proces lipoperoxidace (Racek a Holecek, 1999).

3.3.1.3 Mista vyskytu

ROS akumulace pfi rostlinné odpovédi je pozorovana v jadrech, chloroplastech,
mitochondriich, peroxizomech i plazmatické membrané (Van Breusegem a kol., 2008), kde

se ROS tvoti pti fotosyntéze, respiraci, fotorespiraci a piasobenim NADH-oxidazy.

3.3.1.4 Vyznam oxidacniho stresu

ROS se nejen zucastiuji signalizacnich procesti rostlin, ale také reguluji jejich rast 1
vyvoj a mohou zahajovat obranné reakce (Foyer a Noctor, 2005). Napiiklad mohou mit 1
pfimy antimikrobidlni uc¢inek, kdy posiluji proteiny bunécné stény a H,O, mlze zvysit
jejich nerozpustnost, a tim i odolnost vuci stresovym faktorim (Prochazka a kol., 1998).
Hraji také roli v hypersenzitivni reakci pfi napadeni patogenem. H,O; ve spoluprici

s kyselinou salicylovou indukuje syntézu nékterych stresovych proteinti. ROS jsou také
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zapojeny do procest zavislych na hormonech. Propojeni ROS a hormonalni signalizace je
velmi slozitym celkem (Pasternak a kol., 2007). Kyslikové formy v souvislosti s auxinem
hraji tlohu pii aktivaci bunécného cyklu, diky nimz byl urychlen vstup do Gl faze
(Pasternak a kol., 2007, Fehér a kol., 2008). Podobné ucinky byly publikovany i pro
askorbat a askorbatoxidazu (Foyer a Noctor, 2005). ROS hraji i vyznamnou roli pfi
aktivaci signalnich drédh vedoucich k programované bunécné smrti (Van Breusegem a kol.,

2008).

Negativni efekt ROS spociva v jejich reakci s nenasycenymi mastnymi kyselinami
obsazenymi v membranach, coz vede k peroxidaci membranovych lipidi. Peroxidacni
zatizeni plazmatické membrany nebo membrany intracelularnich organel zplsobuje tnik
bunécného obsahu a naslednou bunéénou smrt. Intracelularni naru§eni membran ma vliv na
respira¢ni aktivitu mitochondrie a muze vést ke ztrat¢ chloroplastové schopnosti vazat
CO,. Reaktivni kyslikové radikaly oxiduji i proteiny, inaktivuji enzymy a nevratné
poskozuji DNA a RNA. Vsechny reakce vedou k bunééné smrti rostlinné bunky. Zvysena
koncentrace reaktivnich kyslikovych forem je tedy podstatnym ukazatelem pro
vznik hypersenzitivni reakce a nasledovanou programovanou buné¢nou smrt (Piterkova a

kol., 2005).

3.4 Antioxidacni systém rostlin

Produkce reaktivnich forem kysliku béhem oxidativniho stresu je zakladnim projevem
obrannych reakci v organismu rostliny. ROS zahajuji expresi obrannych genl a zvySeni
aktivity antioxida¢nich enzymu, a jak jiz bylo zminéno diive jsou soucasti signalnich
systémull a také plni Ustfedni ulohu pifi smrti hostitelské bunky béhem hypersenzitivni

odpovédi na infekci zpisobenou patogeny.

Ochranu pfed oxida¢nim stresem zajiStuje pro rostlinny organismus fada
antioxidac¢nich obrannych systémi, které se vyskytuji v riznych strukturach rostlinné

buiiky (Arora a kol., 2002, Piterkova a kol., 2005).

Utinna destrukce kyslikovych forem vyzaduje synchronni a regulované spoluptisobeni
vSech antioxidantli. Antioxida¢ni kapacita je vazana na ptsobeni stresovych faktord, stejné

jako na druhu, stadiu vyvoje a fyziologickém véku rostliny (Piterkova a kol., 2005).

Antioxidacni obranné systémy se déli na enzymové a neenzymové. K ucinnym

neenzymovym antioxidantim se ftadi askorbat, PB-karoten, redukovany glutathion a
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a-tokoferol. Do specializovanych enzymt patii superoxiddismutaza, peroxidaza, katalaza a
enzymy askorbat-glutathionového cyklu (Piterkova a kol., 2005, Bfezinova Belcredi a kol.,
2007, Taiz a Zeiger, 2010).

Mezi enzymové¢ antioxidanty rostlin Ize zaradit tyto enzymy:

superoxiddismutaza (SOD),

- kataldza (CAT),

- peroxidazy (PEX),

- enzymy askorbat-glutathionového cyklu: askorbatperoxidaza,
monodehydroaskorbatreduktaza, dehydroaskorbatreduktaza,

glutathionreduktaza, glutathionperoxidaza, glutathion S-transferazy.

Neenzymové antioxidanty zahrnuji:

askorbat,

- glutathion,

- o-tokoferol,

- B-karotenoidy,

- thioredoxinové systémy.

Neenzymové antioxidanty jako askorbat a glutathion byly pfi oxidativnim stresu
prokazany zejména v chloroplastech. Pro katabolismus reaktivnich forem je nezbytné
udrzeni poméru redukovanych/oxidovanych forem askorbatu a glutathionu, coz zajistuji
enzymy jako glutathionreduktaza, monodehydroaskorbatreduktaza a
dehydroaskorbatreduktdza s vyuzitim redukénich vlastnosti NADPH (Piterkova a kol.,
2005).

3.4.1 Superoxiddismutaza

Vyznamnym  antioxidaénim  enzymem  rostlin  je  superoxiddismutdza.
Superoxiddismutaza predstavuje rodinu metalo-enzymti a je fazena do skupiny
oxidoreduktaz se svym systematickym nazvem superoxid/superoxid oxidoreduktiza
(Brezinova Belcredi a kol., 2007). Katalyzuje pfeménu superoxidu na molekularni kyslik a
H,0, (Piterkova a kol., 2005, Taiz a Zeiger, 2010). SOD je tedy obecnym nazvem pro
soubor enzymu katalyzujicich reakci pfemeény superoxidu na peroxid vodiku (Prochédzka a
kol., 1998). Odstranuje superoxid, a tim sniZuje riziko tvorby hydroxylovych radikala ze

superoxidu pies kovem katalyzované reakce typu Haber-Weissovy reakce (Arora a kol.,
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2002, Piterkova a kol., 2005). Superoxiddismutaza se nachazi v aerobnich a fakultativné
aerobnich organismech a ve vSech strukturach bunky citlivych na stres (Bfezinova Belcredi

a kol., 2007).

V soucasnosti byly identifikovany tfi izoformy SOD, které se odlisuji diky kovim

tvoricich jejich kofaktory (Taiz a Zeiger, 2010).

Arora a kol. (2002) uvadi, ze tyto 3 izoenzymy SOD byly detekovany v riiznych
roslinnych druzich a jedna se o Mn-SOD, Cu/Zn-SOD a Fe-SOD (Prochéazka a kol., 1998,
Piterkova a kol., 2005). V kazdé formé enzymu tento kovovy iont béhem proteinové
¢innosti akceptuje elektrony ze superoxidovych radikalt a pak je daruje pro produkci Oz a
H,O, (Taiz a Zeiger, 2010). Byl vSak odhalen i novy izoenzym SOD obsazen ve

Streptomyces, ktery ve svém aktivnim misté obsahuje atom niklu (Piterkova a kol., 2005).

Vyskyt téchto forem se vaZe na rizna mista v buiice. Mn-SOD se naléza predevSim
V mitochondriich a peroxizémech. Nicmén¢ objevily se i udaje o jejim vyskytu v rozpustné
cytozolové frakci (Arora a kol., 2002). Cu/Zn-SOD je lokalizovana v cytoplazmé,
chloroplastech a mitochondriich. Fe-SOD ptevazné objevujici se v chloroplastech, se
potvrzuje i v cytozolu, mitochondriich a peroxizomech (Racek a Holeéek, 1999, Arora a
kol., 2002, Biezinova Belcredi a kol., 2007, Taiz a Zeiger, 2010).

[zoenzymy SOD lIze klasifikovat na zakladé citlivosti k peroxidu vodiku a KCN.
Cu/Zn SOD je peroxidem vodiku a KCN inaktivovdna, Mn-SOD je rezistentni k obéma
inhibitorim a Fe-SOD podléha inaktivaci zpisobené peroxidem vodiku (Piterkova a kol.,
2005).

V experimentu Gucciardo a kol. (2007) byly pomoci cDNA knihoven objeveny tii
germin-bilkoviny (PsGER1, PsGER2a a PsGER2b, izolované z rostlin hrachu, u nichz byla
potvrzena superoxiddismutdzova aktivita. Superoxiddismutdzova aktivita PsGER1 byla
odolnd vici vysokym teplotdm, denaturaci detergenty i1 denaturaci pomoci vysoké
koncentrace peroxidu vodiku. Koncentrace peroxidu vodiku do 5 mmol/l neméla zadny
vliv na aktivitu SOD-PsGER1, coz naznacuje, Ze se pravdépodobné jedna o Mn-SOD.
PsGERI se ale lisi od mitochondridlni Mn-SOD, coz naznacuje nezavisly evolu¢ni ptiivod

téchto dvou enzymd.
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3.4.2 Katalaza

Katalaza (CAT) je hemovy protein tetramérni struktury katalyzujici detoxifikaci
peroxidu vodiku (Piterkova a kol., 2005). Tento protein o molekulové hmotnosti 240 kDa
dale obsahuje 4 molekuly NADPH (Racek a Holecek, 1999). Existuji rizné typy katalazy.
Vice preferovana forma, jez se vyskytuje v peroxizémech, oproti tomu méné Casta forma
se vaze v cytoplazmé (Taiz a Zeiger, 2010). Jina studie uvadi tii izoformy tohoto enzymu
oznacované zakladni nomenklaturou jako CAT1, CAT2 a CAT3. Enzymy I. skupiny se
vyskytuji v listech a odstrafuji peroxid vodiku Vv prib¢hu fotorespirace. Enzymy II.
skupiny jsou lokalizovany V cévnich svazcich a enzymy III. skupiny, jez odbouravaji
peroxid vodiku z glyoxyzoéma jsou obsazeny v semenech a mladych semenaccich

(Piterkova a kol., 2005).

Kataldza ke své aktivité nevyzaduje zadné redukéni ¢inidlo, avSak afinita tohoto
enzymu k peroxidu vodiku je mnohem mensi neZ u peroxidaz a pohybuje se v rozsahu
mmol. Za odbourdni zvySeného mnozstvi H,0,, obzvlasté¢ pak béhem stresovych

podminek, je nejspise zodpovédna prave katalaza (Zur a kol., 2008).

Peroxizomy obsahuji zna¢né mnozstvi kataldzy, ale vlastnosti kataldzy naznacuji,
ze enzym je neefektivni pfi odstranovani nizkych koncentraci H,O, (Arora a kol., 2002).
Katalaza Stépi peroxid vodiku na vodu a kyslik (Racek a Holecek, 1999):

2H,0,2>2H,0+0,

3.4.3 Peroxidazy

V rostlinné a Zivo€i$né tisi se vyskytuje vice druhil peroxiddz. Peroxiddzy mohou
byt nespecifické a oxiduji vice riznorodych substrati, jiné pro sebe potiebuji specificky
substrat (Racek a Holecek, 1999). Nové byly objeveny extracelularni peroxidazy a 2 typy
peroxidazy III, které se mohou aktivné podilet na utvareni H,O, a také mohou vystupovat
v udalostech nasledné bunécné smrti v lokalni i systémové reakci rostliny na patogena

(Van Breusegem a kol., 2008).
Glutathionperoxidazy

Glutathionperoxidazy jsou enzymy, jez hraji roli zejména pii blokaci peroxidace
membranovych lipidi. Katalyzuji redukci peroxidu vodiku, organickych peroxidi a
peroxidi lipidd s vyuzitim glutathionu jako redukéniho ¢inidla (Racek a Holecek, 1999,

Piterkova a kol., 2005). Glutathionperoxidazy maji zasadni funkci i pii redoxni regulaci
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transkripcni aktivity a signalnich drah jak v rostlinnych, tak v zivociSnych organismech

(Piterkova a kol., 2005).
Askorbatoxidaza a jeji vyskyt

Askorbatoxidazy byly identifikovany v apoplastu, kdy jejich Cinnost vyrazné
kontroluje redoxni stav askorbatového poolu, jenz mize byt udrzovan skrze plazmatickou
membranu, kdy askorbatovy redoxni stav apoplastu musi byt mnohem vice oxidovany nez
cytozolicky. Tento askorbatovy pool udrzuje spravny rust rostlinného organismu a podili

se na aktivité obrannych mechanismi (Foyer a Noctor, 2005).

3.4.4 Enzymy askorbat-glutathionového cyklu

Tento cyklus je v rostlinach nazyvan také jako Foyeriv-Halliwelltiv-Asadiv cyklus
a odbourava peroxid vodiku z bunéénych struktur, ve kterych vznika ¢innosti oxida¢niho
stresu a ve kterych neni pfitomen enzym katalaza. Cyklus vyuZivd neenzymatickych
antioxidantt askorbatu a glutathionu a probiha v chloroplastech, peroxizomech, cytozolu a

mitochondriich (Piterkova a kol., 2005).
Glutathionreduktaza

Glutathionreduktdza uzivd kudrZzeni hladiny redukovaného glutathionu NADPH.
Redukovany glutathion pak pfijima elektrony od volnych radikalt jako je superoxid nebo
peroxid vodiku (Taiz a Zeiger, 2010).

Askorbatperoxidazova aktivita a kyselina askorbova (L-askorbat)

L-askorbat se vyskytuje ve vétSin€ rostlinnych bunék, hraje roli v né&kterych
fyziologickych procesech jako je rust, diferenciace ¢i metabolismus rostlin. Redukuje
mnohé volné radikaly, a tim minimalizuje oxidativni poSkozeni. Eliminuje superoxid,
hydroxylové radikaly, singletovy kyslik a peroxid vodiku, ktery redukuje na vodu cestou
askorbat-peroxidazové reakce (Piterkova a kol.,, 2005). Ve vysokych koncentracich
muzeme pozorovat vyskyt askorbatu v chloroplastech, cytozolu, vakuole a apoplastickém
prostoru listovych bunék, kdy nejvyssi askorbatperoxidazova aktivita byla zachycena
Vv chloroplastech a cytozolu. Nedavné studie potvrzuji i vyskyty v mitochondriich (Arora a
kol., 2002). Syntéza askorbatu se soustied'uje mezi cytozol a mitochondrie, zatimco
degradace se ziejm¢ vaze na apoplast (Foyer a Noctor, 2005). Askorbat se zda byt
nejdilezitéjSim antioxidantem v rostlinach se zasadni funkci pti eliminaci peroxidu vodiku.

Oxidace askorbatu se vyskytuje ve dvou postupnych krocich, kdy se nejprve produkuje
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monodehydroaskorbat, jenz se rozpada za vzniku dehydroaskorbatu a askorbatu (Arora a
kol., 2002). Askorbat hraje dulezitou roli v detoxifikaci ROS vytvofenych uc¢inkem ozénu
(Taiz a Zeiger, 2010).

Askorbat a glutathion, ve velkém mnozstvi obsazené v chloroplastech, nejspiSe
poskytuji buiice nejvétsi antioxidaéni ochranu, pii ¢emz kyselina askorbova muze
zreagovat se superoxidem a singletovym kyslikem i bez pfitomnosti enzymi (Prochdzka a

kol., 1998).

3.4.5 Aktivita antioxida¢nich enzymi v prubéhu androgeneze

V poslednich letech je pfedmétem z4jmu zmeéna aktivity antioxidacnich enzymu
v disledku ptisobeni stresu. S timto problémem souvisi i endogenni obsah ABA ¢i
schopnost indukovat androgenezi. U jarnich kultivarG tritikale se pii stresovém
pfedoSetfeni pras$nikit (3 tydny chladového plsobeni pii 5 °C) zintenzivnéla
zivotaschopnost, coz se projevilo zvySenou hladinou endogenni ABA. Toto predosSetfeni
vSak zpusobilo sniZeni aktivity peroxiddzy (Zur a kol., 2009). Stabilni aktivita SOD a
snizenad aktivita PEX naznacovaly zapojeni H,O, do obranné reakce vici stresu a do
indukce androgenetické odpovédi. Pii pouziti nizké teploty v kombinaci s metabolickym

hladovénim, aktivita antioxidacnich enzymu nebyla zménena (Zur a kol., 2008, 2009).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

Je¢men obecny (Hordeum vulgare L.), 2n =14

Zrna jarniho je¢mene byla odvozena od genotypt responzibilnich dihaploidnich linii.
Pro experiment byly vybrany tyto tfi dihaploidni linie jarniho jeCmene:

DH Sp 122/60 — dihaploidni linie ziskand vramci §lechtitelského programu ze
jako genotyp M2, dale pak DH GPUK 99/3 — zrna Golden promise, oznac¢ena jako M8 a
linie DH GPUK 99/4 — M9.

GOLDEN PROMISE je star$i odrtida jarniho dvouradého je¢mene sladovnického typu,
ktera byla vySlechténa v roce 1956 v Anglii. Pro svoji vysokou induk¢ni a regeneracni
schpnost v in vitro podminkach se nejcastéji pouziva k transformaci, a to jak pomoci
mikroprojektilového ptenosu DNA, tak i pomoci Agrobacterium tumefaciens. Nas

experiment potvrdil vyuziti této odrady také pii androgenezi.

Pozn. V nékterych pokusech byly genotypy M8 a M9 zahrnuty spoleéné jako jedna
skupina, protoze oba genotypy pii pfedchozim péstovani poskytovaly podobné mnozstvi
zrn, vzajemné se neliSily a to jak ve vzhledu donorovych rostlin, tak ani v jejich

androgennim potencidlu.

4.2 Péstovani donorovych rostlin

Linie jarniho je¢mene Golden promise a DH 122/60 byly sdzeny do kvétinact
naplnénych smési substratu. Rostliny byly péstovany asi 20 dnt ve fytotronu (osvétleni -
dne 16 hodin, teplota 15 °C, noc - tma 8 hodin, teplota 12 °C a poté byly presunuty do
skleniku na dopé&stovani (osvétleni 5 — 7 hod. a 18 — 21 hod., teplota noc 12 °C, den 15 °C).

Béhem péstovani byly rostliny pravidelné ptfihnojovany NPK hnojivem daného

slozeni (12,4 % celkového dusiku, 11,4 % celkového obsahu fosforu a 17,7 % drasliku).
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4.3 Odbér rostlinného materialu

Pro kultivaci byly vyuzivany prasSniky z klast primarnich odnozi. Klas se stéblem byl
Z donorovych rostlin odebirdn ve vhodném obdobi vyvoje mikrospor, kdy prasSniky
obsahovaly mikrospory ve stfednim az pozdnim jednojaderném stadiu, coz bylo ovéteno
pomoci barveni acetokarminem a pozorovani svételnym mikroskopem typu Olympus BX

50.

Za Uucelem orientatniho srovnani enzymové aktivity mezi embryogennim a
neembryogennim rostlinnym pletivem byl pro analyzy pouzit i jiny typ rostlinného
materialu.

Pro analyzu izozymového sloZeni (CAT, APX a SOD) neemryogenniho pletiva byly
pouzity listy jarniho je¢mene linii Golden promise a DH 122/60, jez byly oSetieny
metodou postiiku 10umol/l roztokem paraquatu (methyl viologen, Sigma 856177,
40 pl/100 ml) (15 ml vody + 6 ul paraquatu + kapka roztoku TWEEN 20, Sigma, P2287).
Vzorky listového pletiva byly odebrany pted paraquatovym oSetfenim, 2 dny po ném a
paraleln¢ bylo neembryogenni listové pletivo odebrano z kontrolnich rostlin bez oSetieni
(pouze posttik 15 ml vody s kapkou TWEEN 20, Sigma, P2287). Nasledna extrakce
bilkovin, pifiprava vzorki pro elektroforézu a izozymové analyzy probihaly podle stejného

postupu, jak je popsano u prasnikového materialu.

4.4 TIzolace prasnikii

Izolace prasnikl z klast byla provedena pomoci preparacnich jehel. PraSniky pro
biochemické analyzy byly pfeneseny do mikrozkumavek (cca 200 ks prasniki/vzorek
tj. 3 —4 klasy) a byly uchovany pti -20 °C pro dalsi pouziti.

4.5 Kultivace prasniku
Pra$niky s chladovym ptedosSetienim byly pfipraveny podle tohoto schématu prace:
1. Sbér rostlinného materialu, pisobeni chladu, sterilizace klasi, izolace prasnik.

2. Aplikace vyizolovanych prasnikt na indukéni médium vhodné pro androgenezi

je€mene.
3. Pasazovani kalusii na regenera¢ni média vhodného sloZeni.

4. Regenerace rostlin.
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5. Pfenos ex vitro.

6. Dopéstovani rostlin v pude.

45.1 Pisobeni chladu

Picbyteéné listové Cepele byly ze stébla odstranény. Na stéblu s latou byla
ponechana jen posledni listova pochva a posledni kolénko stébla. Takto upravené stéblo
bylo umisténo do naddoby s vodou a uchovano v chladu a temnu pfi teploté 4 °C, po dobu

14 —ti dni.

4.6 Sterilizace prasniki respektive klast

Stébla byla povrchové sterilizovana pomoci 70% ethanolu, jenz se nechal pisobit
1 minutu. Takto oSetfena stébla byla ponofena do odmérnych valci s 5% chloraminem
(50 g NaClO do 1 1 destilované vody) na dobu 20 minut. Poté byla stébla nejméné 3x
omyta sterilni destilovanou vodou. Nasledné byly takto vysterilizované klasy vyjmuty ve

sterilnich podminkach z listové pochvy pro izolaci jednotlivych prasniku.

Vyizolované prasniky pak byly umistény na povrch kultivaéniho média (cca po 60
ks/P. miska) uréeného k indukci androgeneze, MN6 nebo MN6 + Dic. + TDZ (sloZeni viz
ptiloha PI).

Jako zékladni médium bylo pouzito médium MNG6, které je na bazi N6 média (Chu,
1981). V experimentu bylo toto médium modifikovano zvySenim obsahu CuSO4 na

25 mg/l a misto sacharézy byla pouzita maltoza v koncentraci 80 mg/l (Vagera a

Ohnoutkova, 1993). Pro indukci kalusu byly aplikovany dvé varianty tohoto média:
a. pridavek rastovych regulatora: NAA (0,5 mg/1), 2,4-D (2 mg/l), KI (0,5 mg/l),

b. pfidavek Dicamby (0,5 mg/l) a TDZ (thidiazuronu) (0,5 mg/l, Li a Devaux, 2003).

4.6.1 PredoSetieni paraquatem

Vyizolované prasniky byly inkubovéany 2 hod. v 1 ml 10umol/l roztoku paraquatu
(methyl viologen, Sigma 856177). Tato mikrozkumavka byla tfepana po 2 hod. pfi
240 ot./min. Po plsobeni paraquatu byly prasniky pfeneseny na povrch média MN6 ¢i
MNG6 + Dic. + TDZ. Pro kazdé predosetieni a kazdou odridu bylo kultivovano cca 180

prasnikd.
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4.6.2 Kultivace prasniki

Kultivace prasnikii probihala v termostatu (Biological Thermostat BT 120) pii
teplot¢ 27 °C. Kultivace byla pravidelné¢ kontrolovana a v piipadé kontaminace byla
prasnikova kultura pasazovana na nové médium nebo nahrazena novymi prasniky ¢i uplné

odstranéna.

Po ¢tyfech az Sesti tydnech se na médiu objevily kalusy, jez byly pfeneseny na
regenera¢ni médium typu 190-2, nami oznaceném PR-1 (Pauk a kol., 1991, viz pfiloha

PII), rozlit¢ém v 250ml Erlenmeyerovych bankach.

Vzhled, velikost a barva kalusti byly pravidelné sledovany a dokumentovany (viz
vysledky). K regeneraci byly vyuzity kalusy dostate¢né velikosti v rozmezi asi od 0,5 do
1 cm, které mély bilou nebo nazloutlou barvu. Kalusy nahnédlé az hnédocerné barvy byly

pasdzovany také pro zjiSténi jejich schopnosti regenerace.

4.6.3 Regenerace kalusi

Kalusy pro regeneraci byly kultivovany v kultivacni mistnosti pfi rezimu osvétleni
8 - 24 hod./den a 24 - 8 hod./noc, teplota 20 — 23 °C). Asi po 4 tydnech byla pozorovana

regenerace celistvych rostlinek je¢mene.

Regenerace rostlin z kalust byla opét dokumentovana, stejné tak byla porovnavana
frekvence vzniku zelenych a albinotickych rostlin u jednotlivych odrid. Dokumentace byla

provedena digitalnim fotoaparatem (Olympus, ¢ — 4040ZO0OM).

4.6.4 Dopéstovani rostlin

Vyspélé zelené rostliny byly pifesazeny z regeneratniho média do ,,jiffipoti* a
dopéstovany do dospélych rostlin v kultivaéni mistnosti (osvétleni 8 - 24 hod./den a 24 - 8
hod./noc, teplota 20 — 23 °C).

4.7 Aktivita antioxida¢nich enzymu

Jako rostlinny material byly pouzity prasSniky je¢mene genotypii Golden promise a
DH 122/60, které byly izolovany z klasi bez oSetieni a po pifedoSetfeni chladem a

paraquatem.
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4.7.1 Extrakce enzymi

Prasniky (cca 1 g Cerstvé hmotnosti) byly rozetfeny pomoci vychlazeného tieciho
tloucku za pouziti tekutého dusiku. K prasnikovému homogenatu bylo ptfidano 300 pl
50mmol/l extrak¢niho fosfatového pufru pH 7,8 s piidavkem 2mmol/l askorbatu a 2mmol/l
EDTA. Homogenat byl ptepipetovan do 1,5ml mikrozkumavky a nasledné centrifugovan
15 min. pfi 13 000 g Vv chlazené centrifuze (BR4i Jouan). Po centrifugaci byl odebran
supernatant a piepipetovan do nové eppendorfky a nasledné¢ uchovan v mrazu pii -20 °C
pro dalsi pouziti.

Supernatanty byly odsoleny a koncentrovany filtrovinim na centrifugacnich
kolonach AMICON ULTRA ULTRACEL - 10K membrane (Millipore), ptficemz byly
odstranény slozky mensi nez 10 kDa. Po centrifugaci (15 min/14 000 g; 4 °C) byly ziskany
odsolené a koncentrované vzorky, které byly zahustény pomoci piidavku glycerolu, kdy

finalni koncentrace glycerolu ve vzorku byla 10%.
4.7.2 Priprava vzorki pro elektroforézu

Vzorky byly oznaceny ¢isly 1 — 7.

Vzorek €. 1: 1/B M2 (25. 7. 2010),

Vzorek ¢. 2: 1/B M8 (26. 7. 2010),

[99)

Vzorek €. 3: 3/B M8 (27. 7. 2010),

Vzorek ¢. 4: 2/B M2 (3. 8. 2010),

9]

Vzorek ¢. 5: 2/B M9 (3. 8. 2010),
Vzorek €. 6: 1/B M2 (28. 7. 2010),
Vzorek ¢. 7: 3/B M2 (25. 7. 2010).

Pozn. Vysvétlivky: 1, 2, 3 — oznaCeni pouzitého piedpusobeni na praSniky: 1 — bez
pfedplisobeni; 2 — chladové oSetfeni; 3 — oSetfeni paraquatem; M2, M8, M9 — oznaceni
genotypt, B — prasniky urcené k biochemickym pokustim, (25. 7. 2010) — datum odbéru

rostlinného materialu.

4.7.3 Stanoveni obsahu bilkovin v extraktu

Obsah bilkovin v extraktu byl stanoven metodou podle Bradfordové (1976).
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Jako standard pro zhotoveni kalibra¢ni kiivky byl pouzit albumin (Bio Basic INC,
ADO0023), ktery byl rozpusten a ziedén Vv extrakénim pufru, jenz byl pouzit na extrakci
bilkovin ze vzorki, na koncentrace 2, 4, 6, 8 a 10 pg/2 ul. Albumin (2 ul) byl pfidan do
reakéni smési slozené z 198 ul vody a 800 ul Bradfordova ¢inidla (Bradford reagent,
Sigma B6916) a po 10 minutové inkubaci za pokojové teploty byla zméfena absorbance
reakénich smési pii vinové délce 595 nm na spektrofotometru typu BIO RAD Smart
SpecPlus Spektrophotometer.

Obsah bilkovin ve vzorcich byl zméfen obdobnym zptsobem, pfi¢emz standard byl
nahrazen 2 pl extraktu. Finalni obsah bilkovin byl odecten z kalibra¢ni kiivky.
4.7.4 Priprava elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek

Pro izozymovou analyzu byla pouzita nativni (vertikdlni) polyakrylamidova
diskontinualni elektroforéza (aparatura Mini Protean Tetra Cell; Biorad). Elektroforéza

byla provadéna za stalého chlazeni.

Nasledné byly pfipraveny roztoky potiebné k piipraveé 12% nativniho polyakrylamidového

gelu (tloustka 1 mm), a to:

DELICI GEL 12%

Na 100 ml 12% resolving — déliciho gelu bylo smichano:

30 ml 40% akrylamid/bisakrylamid v pomé&ru 37,5 : 1 (Sigma, A7168)
25 ml 1,5mol/lI TRIS HCI pH 8,8

43,5 ml dH,0 (v objemu vody byl zapocitan i objem SDS — dodecylsiranu sodného, jenz

byl nahrazen vodou)
50 ul TEMED

500 pl 10% APS

4% zaostovaci gel byl pfipraven ze smési:
ZAOSTROVACI 4%
Na 25 ml 4% stack — zaostfovaciho gelu bylo potieba:

2,5 ml akrylamid/bisakrylamid
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6,3 ml 0,5mol/l TRIS HCI pH 6,8

15,9 ml dH,0 (v objemu vody byl zapocitan i objem SDS — dodecylsiranu sodného, jenz

byl nahrazen vodou)
25 Wl TEMED
125 pl 10% APS

Daéle byl piipraven roztok elektrodového pufru. 2 | pufru obsahovaly 6 g TRIS + 28 g
glycinu.

4.7.4.1 Priprava gelit pro elektroforézu

Polymerace obou geld byla zahajena ptidavkem roztoku persiranu amonného do
pfipravenych smési a monomer byl polymerizovan pii pokojové teploté¢ po dobu asi

30 min.

Do prvni jamky byl napipetovan 1 pl bromfenolové modii ve smési s glycerolem
V poméru 3 : 1 pro monitorovani prib¢hu elektroforézy. Elektroforéza probihala pfi 10 mA

asi 220 min. pfi teploté 4 °C.

4.7.4.2 Analyza izozymii superoxiddismutdazy
Byly pfipraveny 2 roztoky pro barveni gel.
Roztok A: 60 ml roztoku NBT (nitrobluetetrazolium chlorid)

Roztok B: celkovy objem 60 ml, smés: fosfatového pufru pH 7,8 + 0,06mmol/I riboflavin
(1,36 mg) + 5mmol/l EDTA (112 mg) + TEMED (195 pl), riboflavin a TEMED byl pfidan

jako posledni piisada roztoku.

Pro analyzu izozym SOD bylo na gel naneseno 35 pg bilkovin/vzorek. 1zozymy
SOD se rozliSuji na zakladé své senzitivity k peroxidu vodiku, proto byly pfipraveny
2 gely, které byly nejprve inkubovany 15 min. v Na-fosfatovém pufru (pH 7,8) s nebo bez
ptidavku 30% H,0; (50 ul/100 ml).

Gely po 15-ti minutové inhibici byly inkubovany v roztoku A po dobu 20 min., ve
tm¢. Nasledné byly pfesunuty na inkubaci do roztoku B na 15 min., opét ve tmé pii
pokojové teploté. Po 15 min. byly gely osvétleny studenym svétlem az do objeveni
svétlych prouzkii na tmavém pozadi. Vysledky byly zdokumentovany pomoci skenovani

na denzitometru ImageScanner 111 (GE Healthcare).
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4.7.4.3 Analyza izozymiu peroxiddz a askorbdtperoxidaz

Podle piredchoziho postupu byly ptipraveny gely pro elektroforézu. Pro

vyhodnoceni peroxidazy byly objemy vzorka pfepocitany na 25 ug bilkovin.
Barveni geli pro peroxidazy:

Po elektroforéze byl gel inkubovéan v destilované vod¢ po dobu 10 min. Poté byl
ptenesen do roztoku (celkovy objem 30 ml: smés Na-fosfatovy pufr pH 7,0 + 0,05% 4-ClI-
1-naftol (3 mg rozpustit ve 2 ml studeného methanolu) + 20 pul 30% H,0,). V tomto
roztoku byl gel ponechéan az do vybarveni. Poté byl gel oplachnut v destilované vodé,

zafixovan pomoci 5% kyseliny octové a oskenovan.
Barveni gela pro askorbatperoxidazy:

Pro vyhodnoceni askorbétperoxidazy byly objemy vzorkll pfepocitany na 40 pg

bilkovin. Gel pro askorbatperoxidazu byl inkubovan ve 4 riznych roztocich.

Nejprve byla provedena inkubace (2 x 10 min.) v roztoku A, ktery byl tvofen smési
2mmol/l askorbatu a 50mmol/l Na-fosfatového pufru pH 7,0, celkovy objem 60 ml.
Nasledné byl gel pfenesen do roztoku B na dobu 20 min. Celkovy objem roztoku 30 ml:
50mmol/l Na-fosfatového pufru (pH 7,0) s ptidavkem 4mmol/l askorbatu (21 mg/30 ml) +
2mmol/l H,0; (6 ul/30 ml). Poté byl gel pfemyvan pomoci 5S0mmol/l Na-fosfatového pufru
(pH 7,0) po dobu 1 minuty (roztok C). Nakonec byl gel vlozen do roztoku D s obsahem
30 ml Na-fosfatového pufru (pH 7,0), 2mmol/l NBT (48,81 mg/30 ml) a 28mmol/l
slou¢eninou TEMED (132 pl/30 ml). V tomto roztoku byl gel do doby nez doslo

Kk vybarveni prouzku. Poté byl gel zdokumentovan.
4.7.4.4 Analyza izozymu katalazy

Pro vyhodnoceni katalazy byly objemy vzorkl ptepocitany na 60 pg bilkovin.
Barveni gelt pro katalazu:

Po probéhnuti elektroforézy byl gel postupné promyvan. Nejprve 3krat 5 minut
Vv destilované vodé. Nasledné 10 minut v roztoku 0,006% H,O; (10 pul/50 ml) a nakonec
v 1% roztoku ferrikyanidu/1% ferrichlorid. Po objeveni negativnich bandt byl gel

promyt v destilované vodé. Vysledny efekt kataldzy na gelu byl naskenovan.
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Mikroskopicka pozorovani

Mikroskopicka pozorovani byla provedena na roztlakovych preparatech prasnikd jeCmene
u pouzitych genotypti Golden promise a dihaploidni linie 122/60. Prasniky byly umistény
na podlozni sklicko a roztlateny v kapce barviciho roztoku acetokarminu za ucelem
uvolnéni mikrospor obsazenych v prasniku do barviciho roztoku. Roztlakovy preparat byl
prekryt krycim sklickem, prebyte¢ny barvici roztok byl odstranén pomoci filtraéniho
papiru a preparat byl pozorovan pomoci piisluSného mikroskopu. Mikroskopické

pozorovani probihalo ihned po piipravé roztlakovych preparati.
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5 VYSLEDKY

5.1 Invitro kultivace prasniki

Cilem experimentu bylo zjistit schopnost indukovat androgenezi u genotyptit M2, M8 a M9

Vv in vitro podminkach za pouziti stresového predosetieni.

Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 1: Prasnikové kultury genotypti M2, M9 s tvoficimi se kalusy 4 tydny od zahajeni
kultivace: A. M2, bez ptedosetieni, modra Sipka oznacuje svétle zbarveny kalus, B. M2,
chladové predosetieni, zlutd Sipka oznaCuje Zivotaschopny prasnik svétlého zbarveni,
C. M2, paraquatové predoSetieni, zluta Sipka oznaCuje nezivotaschopny prasnik, hnédého
zbarveni, modré Sipka oznacuje kalus nahnédlé barvy, D. M9, bez predosetieni, E. M9,

chladové predosetieni, métitko predstavuje 1 cm.

Pozn.: Prasnikové kultury po paraquatovém piedosetieni u genotypu M8 ani M9 nebyly

dokumentovany, protoze v pribéhu kultivace zkontaminovaly.
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Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 2: Detailni zobrazeni tvorby kalust z prasnikt (genotyp M2, chlad) na indukénim
médiu MN6. Fotografie byly zhotoveny na binokularnim fluorescenénim mikroskopu
(Leica, M165FC) 6 tydnu od zacatku kultivace. A, C - rast zlutého kalusu z prasniku,
B - rust kofenu z kalusu na indukénim médiu MN6, D - riist kalusu z prasniku hnédého

zbarveni. M¢éfitko pfedstavuje 1mm.

5.1.1 Sledovani viability prasnikua:

V pribéhu kultivace prasnikti na indukénich mediich jsme sledovali viabilitu praS$nika

vizualné na zaklade¢ jejich tmavého (hnédého) zbarveni.

Tab. 1: Srovnani hnédnuti prasnikd u jednotlivych genotypd.

Genotyp Piedotetieni P(}u_the Pocet zhnednufy?hoprasn1ku‘/celk0vy pocet
médium prasnikii na P. misce
M 8 Paraquat MN6 40/50, 32/60, 55/60, 40/60, 48/60
M 9 Paraquat MN6 20/27, 44/60, 35/40
MNG6 + Dic. +
M 2 Paraquat TDZ 38/60, 45/58
M 2 Paraquat MN6 27/60
M 2 Bez ptedpiisobeni MN6 28/50
Y 1. . MNG6 + Dic. +
M 2 Bez ptedpiisobeni TDZ 38/60
Chladové MNG6 + Dic. +
M8 predplisobeni TDZ 18/60

Zdroj: Vlastni zpracovani.

Linie M8 vykazovala nejmensi Zivotaschopnost prasnikovych kultur, jez podl€haly
hnédnuti, zejména v pfipadé pouziti paraquatového piedoSetieni na kultivaénim médiu

typu MNG6. Prasniky genotypu M2 ve srovnani s genotypem M8 hnédly méné intenzivné,
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coz naznaCuje Vetsi zivotaschopnost V pribéhu indukce androgeneze. Z hlediska
predosetfeni podléhaly hnédnuti oba genotypy nejvice pii pouziti paraquatového
predosetfeni. Chladové piedosetieni se v hnédnuti prasnikt projevilo u genotypu M8, ale
mén¢ intenzivné ve srovnani s paraquatovym predosetienim tohoto genotypu. U genotypu
M2 se po chladovém ptedoSetieni hnédnuti prasnikd vyrazné neprojevilo. Srovnéni
pouzitych kultiva¢nich médii prokazalo, Zze hnédnuti na médiu MN6 bylo intenzivnéjsi. Na

médiu s pfidavkem Dic. a TDZ tak ¢asto k hnédnuti nedochazelo.
Paraquatové piedosSetieni zpiisobilo intenzivni hnédnuti u vétSiny prasnikt odriady M2,
jako vitalni se jevilo pouze 10% prasniku (Tab. 1).

5.1.2 Tvorba kalusového pletiva (viz Obr.1 + Tab. 2)

Tab. 2: Tvorba kalusového pletiva u jednotlivych genotypti a piedosetieni.

Pocdet prasnikii na Petriho misce/pocet kalusii
L 1s IR Chladové Paraquatové
Genotyp Médium Bez predoSeti‘eni e o predodettent
Médium 18/12, 60/0, 60/32,
M2 MN6 50/0 60/26, 60/0, 60/25 55/0
Médium
M2 MNS6 + Dic. 60/25%’28/30’ 50/30 60/5, 60/35, 40/20
+ TDZ
Médium 60/4, 60/0,
M8, M9 MN6 60/0 60/0, 60/4 -
Médium
M8, M9 | MNG + Dic. oo, oorr, 60/3, 35/0 .
+ TDZ

Zdroj: Vlastni zpracovani.
5.1.2.1 Prasniky bez piedoSetieni
Vice kalusii produkovala linie M2.

Pro genotyp M2 se jevilo jako vhodné pouziti média MN6, na kterém se tvofilo
nejvice kalust. Vyss§i procento tvorby kalusového pletiva bylo pozorovano u vice nez
poloviny kultivovanych Petriho misek v porovnani s kultivaci na médiu s ptidavkem TDZ
a Dic. Kalusové pletivo bylo svétlé barvy (béZzové ¢i nazloutlé). Médium MN6 + Dic. +
TDZ u genotypu M2 zptisobilo tvorbu kalusu u menSiho poctu kultivovanych prasnikt ve

srovnani s kultivaci na médiu MN6. Barva kalusii byla tmavsi.

Genotypy M8 a M9 také indukovaly tvorbu svétlych kalusi bez predosetfeni, avsSak

produkce kalusového pletiva byla méné intenzivni.
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5.1.2.2 PredoSetifeni chladem

Kalusy produkovaly oba genotypy, procentualné¢ vétsi mnozstvi kalusi bylo zjisténo

u genotypu M2.

Prasniky genotypu M2 regenerovaly po chladovém piedoSetfeni do kalusového
pletiva svétlé barvy na médiu MN6, avsak kalusy se vyskytovaly v menSim poctu nez na
médiu s pifidavkem TDZ a Dic. Médium MN6 + Dic. + TDZ poskytovalo lepsi odezvu

V poctu kalust, které vsak byly nahnédlé az tmaveé hnédé barvy.

Stejnou odezvu mél genotyp M8(9), jenz poskytoval vice, avSak tmavych kalusti na
médiu s pfidavkem Dic. a TDZ a celkové mensi pocet svétlych kalusti na médiu MN6 (viz
Obr. 1)

Tvorba kalusi byla zaznamenana u obou pouzitych médii, v pfepo¢tu na jednu

misku byla efektivnéjsi v tvorbé kalusi (%) linie M2.

5.1.2.3 PredoSetieni paraquatem

Celkové se jako lepsi médium pro tvorbu kalust pfi tomto pouzitém ptredosetieni
jevilo médium MN6 + Dic. + TDZ u genotypu M2. Kalusy se tvofily na médiich obou
typl, ale na médiu s pfidavkem Dic. a TDZ byl vyssi procentualni vytézek. Paraquatové

predosetieni mirné zvysilo indukci u genotypu M2.
Srovnani genotypu

U genotypu M2 se kalusové pletivo tvofilo uvSech typu piedosetieni (bez
predosetieni, predoSetfeni chladem, predoSetieni paraquatem). Paraquatové predoSetieni
¢asto vedlo K tvorbé zahnédlych kalust tmavé barvy a k oxidaci média. I takovéto hnédé
kalusy byly pasaZovany na regeneracni médium, kdy vétsi mnozZstvi 1 téchto kalusi
regenerovalo v rostliny. U genotypi M8 a M9 se tvotily svétlé kalusy u pras$niki bez
predoSetieni 1 pfedoSetfenych chladem, avSak v omezené mife. U paraquatového
predosetieni téchto genotypu tvorba kalusu nebyla pozorovana ani béhem prvnich tydnt

kultivace.

Z hlediska kultivace byla tedy vice responzibilni linie M2.
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Zdroj: Viastni zpracovani.

Obr. 3: PiedoSetfeni: A. M2, bez piedoSetieni, B. M2 chladové predoSetieni, C. M2,

paraquatové predosSetteni, méetitko predstavuje 1 cm.

Kalusy u genotypu M2 se tvofily uvSech typu piedoSetieni. Prasniky bez
predplsobeni a po pusobeni chladu tvofily kalusy hrudkovité struktury, jez se drolily
abyly svétlych odstini. U piedoSetieni paraquatem se tvofilo drobné kalusové pletivo

zahnédlé barvy.
Srovnani médii: Viz Obr. 3

Na obr. 3 jsou zndzornény regenerace kalusti odridy M2 na MN6 médiu bez
ptedosetieni a po ptredosetfeni chladem (A, B). Prasniky ptedoSetiené paraquatem Iépe

tvotily kalus na médiu MN6 + Dic. + TDZ (C).

U vSech typt predosetieni se vSak vyskytovaly prasniky, které pomoci predosetieni

nebyly indukovany k procesu androgeneze (viz Obr. 4).

Zdroj: Vlastni zpracovani.
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Obr. 4: A. M2, bez piedosetieni, B. M2, chladové piedosetieni, C. M2, paraquatové
predosetieni, méfitko predstavuje 1 cm.

Z uvedenych vysledki vyplyva, ze ve vétsiné piipadd 1épe prospivaly praSniky
kultivované na médiu MN6 ve srovnani s médiem MN6 + TDZ + Dic. Prasniky bez

predosetieni ¢i praSniky predosetfené chladem vykazovaly efektivnéjsi tvorbu kalust ve

srovnani s kultivaci prasnikl predosetienych paraquatem.
Kalusy byly pasaZovany na regeneracni médium asi po 4 tydnech.
JiZ po 6 dnech kultivace na regeneracnim médiu byla pozorovana regenerace malych

rostlin se zelenymi nebo albikatnimi listy. Nékteré rostliny vykazovaly i rtst kofentl.

5.1.3 Regenerace kalusi do rostlin

Zdroj: Viastni zpracovani.

Obr. 5: Regenerace kalusi do rostliny: A. M2, bez ptedoSetieni, B. M2, chladové
predosetieni, C. M2, paraquatové predoSetfeni, D. detail, M2 bez ptedoSetieni, E. detail,

M2, chladové predosetieni, F. detail, M2, paraquatové piedoSetieni.
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Do celistvych rostlin Iépe regenerovaly kalusy genotypu M2 z prasnikii bez
predosetieni a oSetfenych chladovym piredoSetienim ve srovnani s prasniky oSetfenymi

roztokem paraquatu.

U regenerovanych rostlin genotypu M2 (bez predosetieni a piedoSetieni chladem)
byl vSsak mnohem vyssi vyskyt albinotickych rostlin (Obr. 5), nez u regeneranti
predosetirenych paraquatem (vétSina rostlin zelenych). Genotyp M8 a M9 regeneroval

Z kalust bez predosetieni a po predosetieni chladem méné intenzivné nez genotyp M2.

5.2 Izozymové analyzy

Stanoveni obsahu bilkovin ve vzorcich:

Kalibraéni kfivka

0,9
0,8
0,7
o s
0,4 /

0,3

’

absorbance [A]

’

O T T T 1
0 5 10 15 20

koncentrace bilkovin [ug]

Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 6: Kalibra¢ni kiivka.

Tab. 3: Namétené hodnoty absorbance [A] a koncentrace bilkovin v objemu 2 pl.

Vzorek Hodnoty absorbance [A] Koncentrace bilkovin ve 2 pl
1. 0,698 11,517
2. 1,194 19,701
3. 0,800 13,211
4. 0,815 13,448
5. 0,809 13,349
6. 0,864 14,256
7. 0,834 13,761

Zdroj: Vlastni zpracovani.
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5.2.1 Superoxiddismutiaza
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M2, chlad
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Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 7: 1zozymové slozeni SOD. A. bez inhibice H,O,, B. s inhibici H,0,. Sipky
oznacuji izozymy SOD s rliznymi reten¢nimi faktory (Rf).

Zjistili jsme zmeény ve slozeni SOD izozymu v zavislosti na genotypu a typu
predosetieni. Izozym s Rf 0,21 byl aktivni jen v piipadé genotypu MS. Po piedosetieni
paraquatem byla aktivita tohoto izozymu inhibovana (Obr. 7A, draha 3). Na zakladé jeho

rezistence vuci peroxidu (Obr. 7B, draha 2) bylo navrhnuto, Ze se jedna o MnSOD.

Variabilita byla také zjiStena v ptipadé izozymu s Rf 0,39. Tento izozym vykazoval
Vv prasnicich genotypu M8 vyssi aktivitu v porovnani s genotypem M2. U tohoto izozymu
se projevila také rozdilna odpovéd’ na paraquatové piedoSetieni, pfiemZ v piipade
genotypu M8 se aktivita izozymu nemeénila (Obr. 7A, drdhy 2,3), naopak v ptipade
genotypu M2 byla odhalena zna¢na indukce (Obr. 7A, drahy 1,7). Pfedosetieni chladem
nemélo vyznamny vliv na aktivitu tohoto izozymu u Zadného ze studovanych genotypi.
Podobné jako izozym Rf 0,21, itento izozym mohl byt identifikovan jako MnSOD na

zéaklad¢ jeho rezistence vi€i peroxidu vodiku.
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5.2.2 Katalaza

M8, paraquat
M9, chlad
M2, paraquat

M2, b.p.
M8, b.p
! M2, chlad
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Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 8: Izozymové slozeni CAT v prasnicich jeémene genotypi M2, M8 a M9 bez

pfedosetieni (b. p.), po pfedoSetfeni chladem a roztokem paraquatu.

Katalaza byla u vSech genotypl zastoupena jednim izozymem s Rf 11,4. Jeho
aktivita se liSila v zavislosti na genotypu, pfiCemz praSniky genotypu M8 mély vyssi
aktivitu katalazy v porovnani s genotypem M2. PredoSetfeni paraquatem nezpusobilo
zadné zmény v aktivité tohoto izoenzymu u genotypu M8, zatimco u genotypu M2 byla
zjisténa indukce jeho aktivity. Chladové predosetieni nezptisobilo zddné vyznamné zmény

v katalazové aktivité.
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5.2.3 Peroxidazy
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Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 9: Izozymové slozeni PEX v prasnicich je¢mene genotypi M2, M8 a M9 bez

predosetieni (b. p.), po predosetieni chladem a roztokem paraquatu.
Peroxiddzova aktivita vykazovala zmény zavislé na genotypu i typu predoSetieni.

Rozdily mezi genotypy byly predev§im v pfitomnosti izozymu s Rf 0,22, ktery byl u
genotypu M8 silné aktivni v porovnéni s genotypem M2 (Obr. 9, drdha 1, 2). Dale pak
Vv pritomnosti izozymu s Rf 0,48 a 0,67, jez byly indukovangjsi také u genotypu M8 (Obr.
9, draha 1, 2). Rozdily jsme také pozorovali v odpovédi na paraquatové piedosetieni.
Zatimco v genotypu M2 peroxiddzy neménily svou izozymovou strukturu a ani aktivitu
(Obr. 9, dréhy 1, 7), izozymy s Rf 0,48, 0,52, 0,59 a 0,67 u genotypu M8 vyrazné snizily
svou aktivitu v piitomnosti paraquatu (Obr. 9, drahy 2, 3). Chladové piedoSetieni nemélo

vyrazny vliv na aktivitu izozymu v prasnicich M2 (Obr. 9, drahy 1, 4).
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5.2.4 Askorbatperoxidaza

M8, paraquat
M2, chlad
M9, chlad
M2, paraquat
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Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 10: Izozymové slozeni APX v prasnicich je¢mene genotypi M2, M8 a M9 bez

predosetieni (b. p.), po pfedosetieni chladem a roztokem paraquatu.

Z obr. 10 je patrné, ze izozym s Rf 0,48 byl u genotypu M8 konstutitivné aktivni
(Obr. 10, drédha 1, 2), u genotypu M2 bylo mozné pozorovat indukci paraquatovym
predosetienim (Obr. 10, drdha 7). Tento izozym byl u genotypu M8 paraquatovym
pfedostienim inhibovan (Obr. 10, drdha 2,3). Aktivita izozymu s Rf 0,67 se lisila
VvV zavislosti na genotypu, pficemZz prasniky genotypu M8 mély vysSi aktivitu
askorbatperoxidazy Vv porovnani s genotypem M2. Piedosetieni paraquatem nezpusobilo
zadné zmény v aktivité tohoto izozymu U genotypu M2 (Obr. 10), zatimco u genotypu M8
byla zjiSténa inhibice jeho aktivity. Chladové ptedosetieni zptsobilo zmény v zavislosti na

pouzitém genotypu, kdy prasniky genotypu M2 vykazovaly silnou inhibici tohoto izozymu.
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5.2.5 Superoxiddismutaza, katalaza a askorbatperoxidaza v listovém pletivu

M9, pired ovlivhénim
M2, pired ovlivhénim
M9, H,O + Tween 20
M2, H,O + Tween 20
M9, pired ovlivhénim
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Zdroj: Vlastni zpracovani.

Obr. 11: Izozymové slozeni antioxida¢nich enzymu v listech genotypti M2 a M9.
(A. SOD bez inhibice H,0,, B. SOD s inhibici, C. CAT, D. APX)

Na gely byl aplikovan stejny obsah bilkovin jako v pfipadé prasniku.
U izozymového slozeni SOD v listech jsme pozorovali rozdil mezi genotypy v intenzité
obou detekovanych izozymu (Obr. 11A, drdha 1 a 2), pficemz izozymy genotypu M9
u prasnikd vykazovaly vyssi aktivitu. Ovlivnéni listii paraquatem zménilo predevSim
aktivitu izozymu s Rf 0,58 (inhibice), a to jenom u genotypu M9. Oba izozymy jsou patrné

Cu/Zn SOD, protoze byly peroxidem vodiku inhibovany. Domnivame se, ze izozym
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s Rf 0,58 muze byt shodny s izozymem s Rf 0,50 u prasnikd, i kdyz se 1isi v rezistenci na
peroxid vodiku. Tento rozdil muze byt zplsoben nizs§i aktivitou SOD v listech nez

V prasnicich.

Katalazova aktivita pfi srovnani prasnikt a listi se vyrazné neliSila. Také v listech
byla katalaza zastoupena jednim izozymem pro vSechny genotypy a typy predosetieni.
Narozdil od prasnikti, ovlivnéni paraquatem nemélo zadny vliv na intenzitu detekovaného

izozymu.

U APX izozym identifikovany u prasnikti s Rf 0,48 pravdépodobné odpovida
izozymu u listd s Rf 0,58, kdy oba genotypy M8 i M9 bez ptedosetieni vykazovaly stejnou
aktivitu tohoto izozymu pii porovnani listového a prasnikového pletiva. U listi byl tento
izozym inhibovan v pfipadé paraquatového piedosetieni u genotypu M9. U genotypu M2
se jeho aktivita neménila. [zozym s Rf 0,78 u listli odpovida izozymu s Rf 0,67 u prasnikt
a vysoka aktivita izozymu byla zaznamendna u genotypi M8 a M9 bez ptedosetieni.
U listového pletiva byl indukovan jésté jeden izozym s Rf 0,92, ktery byl detekovan pro
vSechny genotypy a predoSetieni, ale ktery byl vyznamné aktivni pouze u genotypu M9

bez predosetieni.
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6 DISKUZE

Studium procesu androgeneze za ucelem zisku haploidnich rostlin je slozitym

problémem Slechtitelského programu. Jako vhodné se jevi pouziti prasnikovych kultur ¢i

vvvvv

V naSich experimentech jsme vyuzili praSnikovych kultur dvou dihaploidnich linii
jarniho je¢mene, genotypy Golden promise (oznaceno M8, M9) a dihaploidni linii
novoslechténi 122/60 (oznaena jako genotyp M2) ze ZVU Kroméiiz. Proces indukce
androgeneze je procesem citlivym k fad¢ faktort. Bylo prokazano, ze na efektivitu
androgeneze ma zna¢ny podil genotyp darcovské rostliny (Smykal, 2000, Datta, 2005,
Pretova a kol., 2006, Mufioz-Amatriain a kol., 2009, Zur a kol., 2009), cozZ bylo potvrzeno
I vnaSich experimentech, kdy se jako responzibilngjsi k androgenetické indukci
(vyjadienou tvorbou kalusového pletiva) jevila dihaploidni linie M2 ve srovnani s linii

Golden promise.

Aktudlnim problémem pifi aplikaci androgeneze je predoSetfeni biologického
materialu, jez ma vést k pfeprogramovani cesty gametofytické na cestu sporofytickou za
ucelem zvysené indukce androgeneze a nasledné tvorby haploidnich rostlin (Pretova a
kol., 2006, Jacquard a kol., 2009, Zur a kol., 2009). Muze byt pouzito n¢kolik typl
predoSetieni jako je napf. plsobeni nizkych ¢i vysokych teplot (Smykal, 2000,
Shariatpanahi a kol. 2006, Zur a kol., 2009) ¢i metabolické hladovéni (Datta, 2005,
Shariatpanahi a kol. 2006, Zur a kol., 2008, 2009). Pasobeni abiotického a biotického
stresu se podili na procesu androgeneze (Zur a kol., 2008), je vSak také znamo, ze tyto
neptiznivé vlivy zplsobuji v rostlinném organismu oxidacni stres a tvorbu reaktivnich
kyslikovych radikald. Proto byl v naSich experimentech vyvolan oxida¢ni stres pomoci
chemického plisobeni paraquatu a nasledné zjistovan vliv paraquatového predosetieni na
indukci androgeneze. V naSich experimentech bylo pouzito i chladové ptedosetieni 4 °C,
jemuz byly vystaveny klasy primarnich odnozi po dobu 14ti dnd. Jako druhy typ
predosetieni jsme provedli pfedoSetieni 10pumol/l roztokem paraquatu, ktery byl aplikovan
na sterilni vyizolované prasniky od obou dihaploidnich responzibilnich linii. Bylo zji§téno,
ze vliv predoSetfeni byl siln€¢ vdzdn na typ média a také typ pouzit¢ho genotypu.
Predosetieni tedy mélo znacny vliv na efektivitu androgenetické indukce, coz potvrzuji i
studie dalSich autorti napf. Zur a kol. (2008). Vyskytuje se vsak i fakt, ze androgenezi

podléhaji i mikrospory Vv kultuie in vitro bez jakéhokoli piedosetieni (Kruczkowska a kol.,
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2002, Fehér a kol., 2008). Tento jev byl detekovan i v ptipadé naSich kultur, kdy ob¢ linie
tvotily androgenetické kalusové pletivo (adekvatné podle své responzivity) i u prasSnikii
bez ptedosetieni. To milize znamenat, Ze 1 samotna manipulace s prasniky mohla zplsobit

stres a nasledné vést k tvorbé kalusového pletiva.

PfedosSetieni paraquatem u genotypt M8 a M9 narozdil od genotypu M2 snizilo
efektivitu indukce. Takto predosetifené prasniky byly nezivotaschopné a odumiraly. Tvorba
kalusového pletiva nebyla pozorovana. Toto naznacuje snizenou odolnost genotypti M8 a
M9 vuci oxidaénimu stresu a rovnéz fakt, Ze odolnost vic¢i stresu miZe souviset

s androgenni odpovédi genotypu.

V experimentech Zur a kol. (2008, 2009) chladové predosSetteni zvysilo viabilitu
mikrospor tritikale (kultivary Miezsko a Wanad) v porovnani s mikrosporami, které nebyly
pfedosetfeny. Bez chladového predoSetfeni mikrospory nezahdjily androgenetickou
indukci. V nasich experimentech, vSak androgenetickou indukci zahgjily i prasniky bez
chladového piedosetieni, stejné tak prasniky predosetfené chladem, piitom jsme nezjistili
vyrazny rozdil v intenzit€¢ tvorby kalusu, ani viabilit¢ praSnikit bez ptfedpisobeni a
pfedpisobenych chladem. To mulze znamenat, Ze chladové piedoSetieni v naSich
experimentech nezpusobilo dostateCny stres na zvySeni indukce. Toto tvrzeni vSak
vyzaduje dalsi cilené experimenty jako napt. pouziti riznych chladovych teplod ¢i period

chladového plisobeni.

Na hnédnuti a snizeni zivotaschopnosti mé¢lo vliv 1 kultivaéni médium, kdy médium
typu MN6 vykazovalo intenzivnéj§i sniZzeni viability u obou pouzitych genotypl v
porovnani s modifikovanym médiem MNG6 s piidavkem Dic. a TDZ. Proto usuzujeme, ze
ptidavek hormonu auxinového typu, Dicamby a také hormonu cytokininového typu,

thidiazuronu mél pozitivni vliv na viabilitu kultivovanych prasnikii.

V poslednich letech se diskutuje otazka tlohy oxidativniho stresu a ROS v pribéhu
vyvinovych procesii rostlin. ROS se podileji na vnimani stresu a jejich hromadéni aktivuje
antioxidacni systém (Jacquard a kol., 2009). V naSich experimentech byla experimentalné
pomoci diskontinudlni polyakrylamidové elektroforézy sledovana aktivita antioxidacnich
izozyml, a to konkrétné superoxiddismutizy, kataldzy, peroxiddz a askorbatoxidazy
Vv tkdnich prasnikli u genotypi M2, M8 a M9 po pouziti chladového a paraquatového
pfedoSetfeni. Pro srovnani byla aktivita téchto enzymul identifikovana 1 v listovém

neembryogennim pletivu, jez bylo pfedoSetfeno roztokem paraquatu o stejné koncentraci.
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Nasim cilem bylo porovnat rozdily ve slozeni izozymi pfi rizném indukénim stresu i

ucinnosti androgeneze.

Superoxiddismutéaza je enzym, jenz odbourdva superoxid za vzniku peroxidu. Vyssi
androgenetickd responzivita napt. u kultivaru Miezsko byla podminéna vyssi aktivitou
SOD, Vv porovnani s méné¢ androgennim kultivarem Wanad (Zur a kol., 2009). Podobné
jsme v nasich experimentech zjistili rozdil v izozymovém slozeni SOD mezi genotypy, coz
mize indikovat mozné vyuziti tohoto enzymu pro detekci androgenetické responzivity.
V této souvislosti je zajimavé i zvySeni izozymu s Rf 0,21 (MnSOD) u genotypu M2 po
pouziti paraquatového predosetieni, coz vedlo k zvySeni androgenetické odpovédi.
MnSOD hraje roli také ve vyvinovych procesech (Morgan a kol., 2008) a nase vysledky

pfinaseji dtikaz o jeho funkci i v procesu androgeneze.

Aktivita izozymu CAT v prasnicich byla v naSich experimentech ovlivnéna
genotypem i typem predoSetfeni. Proti tomu aktivita CAT v prasnicich, které nebyly
predosetiené, jsme zaznamenali negativni korelaci v zavislosti na responzivité kultivaru.
Odpoveéd’ izozymu katalazy na ptedoSetfeni paraquatem pozitivné souvisela s tvorbou
kalusového pletiva. Proto zvySena androgenni responzivita M2 po paraquatovém
predosSetieni muze byt spojovana s narGstem aktivity katalazy v téchto prasnicich.
V listovém pletivu jsme podobny trend nepozorovali, coZz naznafuje mozné specifické
spojeni s androgenezi. Nase vysledky se ovSem neshoduji s vysledky Zur a kol. (2009), ve
kterych aktivita CAT nebyla genotypem tritikale nijak ovlivnéna. Enzym APX, ktery také
odbourava v rostlinném pletivu peroxid vodiku, pii paraquatovém piedoSetieni u genotypu
M2 vykazoval stejny trend jako kataldza, jejiz aktivita byla zvySena. Pfedpokladame tedy,
ze androgenni odpovéd’ genotypii souvisi s enzymatickou kapacitou pro degradaci

peroxidu vodiku v praSnicich.

Z experimentll 1ze vyvodit urcity fetézec navaznych reakci, kdy pfi paraquatovém
predosSetieni byla viditelnd indukce SOD, coz mohlo zptlisobit nartst hladiny peroxidu
vodiku. Peroxid vodiku byl nasledné odbouravan katalazou, jejiz aktivita byla také zvySena
pfitomnosti paraquatového piedoSetfeni. Tento mechanizmus pravdépodobné podnitil
zvySeni indukce androgeneze po paraquatovém predoSetfeni. Tato zvySena tvorba
kalusového pletiva pii predoSetifeni je v souladu s pozitivnim vlivem ROS na bunééné

déleni (Fehér a kol., 2008).



59

Zmény v aktivité izozymu peroxidaz nevykazuji pfimou souvztaznost s androgenni
odpovédi je¢mene v naSich experimentech. V prasnicich genotypu M2 piedosetieni nemélo
zadny vliv na aktivitu peroxidaz, pfiCemz dochéazelo (pfi paraquatovém predoSetieni)
k zvySeni androgenni odpovédi. Peroxidazy v mén¢ responzibilnich prasnicich genotypu
MS byly paraquatovym piedosetienim inhibovany. Narozdil od nasich vysledkl, snizena
aktivita PEX v mikrosporach tritikale poukazuje na zapojeni H,O, do indukce
androgenetické odpovédi (Zur a kol., 2008, 2009). Nase vysledky spi§ naznacuji, Ze
peroxidazy jsou zodpovédné za jiné funkce v prubéhu androgeneze napt. bunécnou smrt,

protoze odbouravani peroxidu vodiku je zabezpeCovano CAT a APX.
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7 ZAVER
V teoretické Casti této bakalaiské prace byl na zaklad¢ dostupnych literarnich zdroja

zhodnocen aktudlni stav poznatkli v tématice oxidac¢niho stresu u rostlin obecné a

v souvislosti s vyvojovymi procesy s dirazem na indukci in vitro androgeneze. Hlavnim

cilem prace bylo identifikovat schopnost indukce androgeneze u dvou genotypl pfi

ruznych podminkach pouzitého predosetieni, a to pouziti chladového nebo paraquatového
predosetieni €1 pouziti praSnikh bez predosetieni.

1. Vysledky naSich experimentli prokdzaly, ze predoSetfeni hraje vyznamnou roli
v procesu androgenetické indukce. Avsak, je nutno podotknout, Ze pouha manipulace
s prasniky mohla byt stresujicim faktorem, ktery vyvolal indukci.

2. Efekt predosetieni byl zavisly na typu pouzitého genotypu donorové rostliny, stejné tak
na typu pouzitého predosetieni.

3. Utinek predosetieni mél vliv i na viabilitu prasnikovych kultur.

4. Byl také potvrzen vliv pouzitého indukéniho média na viabilitu kultivovanych
mikrospor.

5. U testovanych genotypt byla identifikovana odlisna schopnost indukce androgeneze,
jez byla vazana zejména na aktivitu enzymi SOD, CAT a APX.

6. Vyznamnym objevem bylo zapojeni MnSOD do mechanismu indukce androgeneze.

7. Paraquatové predoSetieni podnitilo zvySenou schopnost genotypt k androgenezi.

8. Porovnani zmén ve slozeni izozymi antioxidac¢nich enzymu pfi riznych podminkach
induk¢niho stresu vedlo k zavéru, ze androgenetickd odpovéd’ genotypu je spjatd se
schopnosti enzymatické degradace kyslikovych radikall, jez se tvofily b&hem
vytvofenych stresovych podminek.

Reseni problému androgenetické indukce neni zdaleka u konce. Je mozné provést
jeste fadu cilenych experimenti, které podle naseho doporuceni mohou napiiklad zatadit
vyzkum reakce schopnosti androgeneze v ptipadé pouziti riznych koncentraci paraquatu.
Dal§im moznym pokracovanim mulze byt presna lokalizace enzymu MnSOD vV prasniku
S pouzitim imunofluorescence, mikroskopickych metod jako je konfokéalni mikroskopie ¢i
vizualizace enzymu prostfednictvim metody GFP (green fluorescein protein — zelené
fluoreskujiciho proteinu). VEtsi pozornost vyzkumu si zaslouzi i chladové ptfedosetieni a

jeho vliv na indukci androgeneze.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ABA — kyselina abscisova

aj. —ajiné

APS — Ammonium persulfate — persiran amonny
apod. — a podobné

atd. — a tak dale

BAP - 6-benzylaminopurin

BIS — N, N' — methylenbisakrylamid

CAT — katalaza

cDNA — komplementarni deoxyribonukleové kyselina
DH — dihaploidni linie

DH GPUK — dihaploidni linie Golden promise
dH,0 — destilovana voda

DNA — deoxyribonukleové kyselina

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
ELFO — elektroforéza

GFP — zeleny fluorescencni protein

GSH — glutathion

GSSG - oxidovany glutathion

HCI — kyselina chlorovodikova

hod. — hodina

H,0; — peroxid vodiku

IAA — indolyl-3-octova

KCN — kyanid draselny

KI — kinetin

ks — pocet kusu

M2, M8, M9 — pouzité odridy je¢mene

min. — minuta

MNG6 — oznaceni kultivaéniho média daného slozeni

MN6 + Dic. + TDZ - oznaCeni kultivacniho média s pfidavkem Dicamby a

thidiazuronu

n — haploidni sada chromozomi

N6 — oznaceni kultivaéniho média daného slozeni
NAA - 1-naftalenoctova kyselina

NaClO — chlornan sodny
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NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fostat
NaHPQO,— hydrogenfosforecnan sodny

NaH,PO, . 2H,0 — dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
Napf. - naptiklad

NBT — nitrobluetetrazolium chlorid

obr. - obrazek

ot./min. — ota¢ky za minutu

P | —ptiloha I

P Il — ptiloha II

PBS - Phosphate Buffered Saline — fosfatovy pufr s 0,15M NaCl, pH 6,8-8,8
PEX - peroxidazy

pozn. — poznamka

PR — oznaceni regenera¢niho média daného slozeni
Rf — reten¢ni faktor

RNA — ribonukleova kyselina

ROS (AOS) — reaktivni kyslikové radikaly

SDS — dodecylsiran sodny

S,05> - peroxodisiranovy anion

SOD — superoxiddismutaza

S. I. 0. — spole¢nost s ru¢enim omezenym

Tab. - tabulka

TEMED — N, N, N', N' - tetramethylethylendiamin
TRIS - tris(pentafluorofenyl)boran

TRITON - t-octylphenoxypolyethoxyethanol

tzv. — tak zvané

ZVU — zemé&délsky vyzkumny tstav

2n — diploidni sada chromozomt

2, 4-D — 2, 4-dichlorfenoxyoctova kyselina

°C — stupné¢ Celsia
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SEZNAM CHEMIKALIL

Acetokarmin
Akrylamid/bisakrylamid
Albumin

Askorbat

Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolova modft
Destilovana voda

Dicamba

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného

EDTA

Elektrodovy pufr (running buffer)
Ethanol

Extrak¢ni fosfatovy pufr pH 7,0; 7,8
Ferrikyanid

Ferrichlorid

Glycin

Glycerol

Hydrogenfosfore¢nan sodny
Chlornan sodny

Izopropanol

Kapalny dusik

Kl

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Maltéza

Methanol

NAA

Na-fosfatovy pufr pH 7,0 — 7,8
NBT - Nitrobluetetrazolium chlorid
Paraquat = methyl viologen

PBS pufr pH 6,8 — 8,8

Peroxid vodiku

Persiran amonny
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Riboflavin

Siran méd’naty

TEMED - N, N, N', N' - tetramethylethylendiamin
Thidiazuron

TRISHCI pH 6,8 - 8,8

TRIS

TRITON

TWEEN 20

2,4-D

4-Cl-1-naftol
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SEZNAM PRILOH
Piiloha P I: SloZeni zakladniho indukéniho média MN6

Ptiloha P II: Slozeni regeneracniho média



PRILOHA P I: SLOZENI ZAKLADNIHO INDUKCNIHO MEDIA MN6

Prasniky zalozeni — induk¢éni médium (pH = 5,8)
MNG6 mg/l | Zasobni roztok fedéni na 11 media
KNO; 2 830 28,39 )
(NH4), SO, 463 4,63 g
KH,PO, 400 4,00 g
CaCl, . 2H,0 166 1,66 ¢
MgSO, . 7H,0 185 1,85¢ ( Do 1000 ml => 100 ml/I
MnSO, . 4H,0 4.4 44 mg
ZnS0O4 . 7TH,0 1,5 15 mg
H3;BO; 1,6 16 mg
Kl 0,8 8 mg
CuSOq4 10pM 25 mg
FeEDTA 42,1 Jako MS 5 ml/l
Nicotinic acid 2 20 mg 3
Pyridoxine 2 20 mg [ Do0100 ml batky=>| 10ml/l
Thiamine HCI 2 20 mg
Glycin 3 15 mg Do 50 ml banky => 10 ml/l
Glutamin 146 730 mg Do 50 ml banky => 10 ml/I
Cusamino acid 550 Vazen ptimo
Biotin 2 5 mg Do 50 ml baiky => 20 ml/I
Inositol 80 800 mg Do 100 ml banky => 10 ml/I
2,4-D 2,0 10 mg do 100 ml 20 ml/I
NAA 0,5 10 mg do 100 ml 5ml/l
Kl 0,5 10 mg do 100 ml 5 mil/l
+ zvySeni CuSO4
maltdza 80 g/l 80 g
Gerlit 39/l 250
Tekuté - ficol | 100g/I 100 g

Zdroj: Vlastni zpracovani.



PRILOHA P II: SLOZENI REGENERACNIHO MEDIA

Regenerac¢ni médium - PR1, PR2, PR3 pSenice,jeémen

Zasobni roztok

Chemikalie Mg/l 1000mi Do 11 média
KNO; 1000 mg 10,0¢g
(NH,), SO, 200 2,049
Ca(NOs,) ,.4H,0 100 1,09 A(makro)
KH,PO, 300 3049
MgSO, 7H,0 200 2,04
KCI 40 0,449 100 ml
CuS0, 5H,0 Sy
MnSQ,. H,0 6,0 60,6 mg
ZnS0,4.7H,0 3,0 30 mg
H;BO; 3,0 30 mg B(mikro)
Kl 0,5 5mg *
Vitaminy
Nikotinic acid 0,5 5 mg Rozpustit ve 100 ml
Thiamin 1,0 10 mg y 10 ml
— bance
Pyridoxine HC1 0,5 5mg
Glycine 2,0 20 mg Rozpustitvve 100 ml 10 ml
barice
Inositol 100,0 1000 mg Vazit piimo
Fe EDTA 5ml
PRy
Maltoza 50 000 509
NAA 0,5mg 10 mg Rozpustit ve 100 ml 5ml
Kl 0,5mg 10 mg barice
PR,
Sacharoza 30 000 3049
NAA 0,5 mg
Kl 1,5 mg
PR3
Ne
BAP 0,5mg
Gelrite(Phytagel) 3500 3540 4049

pH=538

Poznamka: ptidat CuSOy4 (1,25mg/1l).

Zdroj: Vlastni zpracovani.




