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Vliv exogenni aplikace prolinu na obsah prolinu v
podminkach vodniho stresu

Souhrn

Negativni vlivy vnéjsiho prostiedi ovliviiujici Zivotni funkce rostlin jsou nazyvany
stresovymi faktory. Stresové faktory zpomaluji nejenom Zivotni funkce rostlin, ale nasledné
nepfiznive ovliviji také vysi a kvalitu ziskavaného produktu. Z celosvétového pohledu jsou
nejvyznamnéj$imi limitujicimi faktory rostlinné produkce tzv. abiotické stresory, zejména
vodni deficit a sucho. Uvedené nebezpeci rizika ptidniho sucha ¢i vodniho deficitu se nevyhyba
ani Ceské republice, nebot’ je zndmo, Ze srazky jsou nerovnomérmé rozdélené v prib&hu roku
prace rozsifit poznatky o vlivech vodniho deficitu na vybrané fyziologické charakteristiky
polnich plodin. PSenice seta (Triticum aestivum), ktera byla vybrana jako modelova rostlina,
byla vystavena stresu vlivem sucha a také exogenni aplikaci aminokyseliny prolin jako
hypotetické protistresové slozky.

Rostliny byly péstovany za tepelné fizenych podminek a ¢astecné fizenych svételnych
podminek v experimentilnim skleniku katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU v
Praze. Byly sledovany odlisné varianty rostlin z hlediska foliarni aplikace kompatibilnich
solutli, rozdélené mezi stresované a zavlazované. Zavlazovana varianta bez aplikace prolinu
(K), zavlazovana varianta s aplikaci prolinu (KP). Varianta vystavena stresu suchem (S) a
stresovana varianta s aplikaci prolinu (SP).

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze je prokazatelny rozdil v reakci na vodni stres mezi

sledovanymi parametry po exogenni aplikaci prolinu na obsah prolinu, vodni potencial, rychlost
asimilace CO», transpiraci a efektivitu vyuziti vody WUE.

Kli¢ova slova: prolin, vodni stres, rist, pSenice seta, Triticum aestivum



Effect of exogenous application of proline in water stress
conditions

Summary

The negative effects of the external environment which are affecting the vital functions
of plants are called stress factors. Stress factors slow down not only the mentioned vital
functions, but also negatively affect the amount and quality of the product obtained from the
plant. From a global perspective, the crucial limiting factors of plant production are the so-
called abiotic stressors, particularly water deficit and drought. This risk of soil drought or water
deficit is not avoided in the Czech Republic either, as it is known that rainfall is unevenly
distributed throughout the year and plant vegetation, and that there are areas where there is a
risk of prolonged or even permanent drought. Therefore, the aim of this work is to expand
knowledge about the effects of water deficit on selected physiological characteristics of field
crops. Wheat (Triticum aestivum), which was selected as a model plant, was exposed to drought
stress and exogenous application of the amino acid proline as a hypothetical anti-stress
component.

The plants were grown under thermally controlled conditions and partially controlled
light conditions in the experimental greenhouse of the Department of Botany and Plant
Physiology, Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources, University of Life Sciences
in Prague. Different variants of plants were observed in terms of foliar application of compatible
solutes, divided between stressed and irrigated. Irrigated variant without proline application
(K), irrigated variant with proline application (KP). The variant exposed to drought stress (S)
and the stressed variant with proline application (SP),

The obtained results show that there is a demonstrable difference in the response to
water stress between the monitored parameters after exogenous application of proline to proline
content, leaf water potential, rate of CO2 assimilation, transpiration and WUE water-use
efficiency.

Keywords: proline, water stress, wheat, Triticum aestivum
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2 Uvod

Sucho a salinita jsou dva z hlavnich faktort prostiedi, které uréuji primarni produktivitu
a distribuci rostlin. Sucho i salinita ovliviiuji vice nez 10 procent orné pidy. V globalnim
méfitku miry dezertifikace a zasoleni rychle rostou a snizuji primérné vynosy vétSiny Siroce
vyuzivanych plodin o vice nez 50 procent (Bray et al. 2000). Pochopeni tolerance a
odolnosti rostlin vii¢i suchu a salinité ma proto momentalné zasadni vyznam a tvoii jedno
z hlavnich vyzkumnych témat. Rostliny mohou zazivat abioticky stres, ktery u nich vyvola
vhodné reakce navdzané na zménu metabolismu, rustu a vyvoje. Genetické regula¢ni
obvody zahrnuji stresové senzory, signalizaéni dréhy zahrnujici sit’ protein-protein reakci,
transkripéni faktory a také vystupni proteiny nebo metabolity. Klasické Slechtitelské
ptistupy odhalily, Ze znaky tolerance vici stresu jsou hlavné kvantitativni znaky lokust
(QTL), které vyrazné ztézuji geneticky vybér znaki. Presto vznikly plodiny odolné vuci
stresu velice vysoké kvality, zejména zavedenim znaki od plané rostoucich ptibuznych, jiz
pfizptsobenych stresu.

Vzhledem k tomu, Ze vodni a solné stresy probihaji ¢asto a mohou ovlivnit vétSinu mist
vyskytu, rostliny vyvinuly nékolik strategii, jak se s témito vyzvami vyrovnat: bud’
adaptaénimi mechanismy, které jim umozfuji prezit nepfiznivé podminky, nebo
specifickymi rtistovymi navyky, aby se stresovym podminkam uplné vyhnuly. Rostliny jiz
odolné vii stresu maji vyvinuté uréité adaptivni mechanismy, které vykazuji rizné stupné
tolerance, jeZ jsou do zna¢né miry uréovany fenotypovou plasticitou. Diferenéni toleranci
stresu lze pfipsat rozdilim v reaktivité rostlin, pokud jde o vnimani stresu, transdukci
signalu a vhodné programy genové exprese nebo jiné nové metabolické drahy, které jsou
omezeny na tolerantni rostliny. Hypotézu, ze geneticky program tolerance je alespoil do
ur¢ité miry ptitomen i u netolerantnich rostlin, podporuje vysledek pozorovani, Ze postupna
aklimatizace citlivych rostlin vede do urcité miry k ziskani tolerance. Tyto rostliny mohou
potiebovat postupnou adaptaci pro spravnou expresi genti odpovédnych za ziskani tolerance
(zhu 2001).

Nase chapani toho, jak rostliny reaguji na solny stres a vodni deficit pokrocilo analyzou
druht jiz odolnych vii stresu, jako je rostlina odolna viéi vysychani Cratesostigma
plantagineum (Bartels 2001) nebo rostlina odolnd vu&i soli kosmatec krystalovy
(Mesembryanthemum crystalinum) (Bohnert & Cushman 2000). Navzdory skute¢nosti, ze
vyzkum s rostlinou tolerantni k vysychani C. plantagineum odhalil dalsi nové aspekty, jako
je specificky metabolismus sacharidi a existence genu CDT-1, které nebyly znamy u jinych
netolerantnich druhu rostlin (Bartels 2001), souvislost mezi témito metabolity a toleranci
stale nejsou plné jasné. Byly provedeny molekularné genetické studie s husenickem rolnim
(Arabidopsis thaliana), ktera dle nich nevykazuje extrémni toleranci viéi stresu, ale
vykazuje mnoho stresovych reakci na molekularni trovni, a proto byla uspé$né pouzita pro
genetickou disekci drah stresové reakce (Zhu et al. 2002; Shinozaki et al. 2003). Jesté
dilezitgjsi je zjisténi vysoké pravdépodobnosti toho, ze extrémné tolerantni modelové
rostliny neziskaly jedine¢né geny, protoze v rostlinné ¥i§i jsou vSudypfitomny geny
relevantni pro stres. Konkrétni vzor genové exprese je Casto spojovan s tolerantnim
fenotypem a dosud neni zndmo, jak je tohoto dosazeno. To muze zahrnovat dalsi
molekularni aspekty, jako je organizace chromatinu, které doposud nebyly fadné



prozkoumany. Nedavno byla rostlina tolerantni wvuéi soli Thellungiella halophila
pfedstavena jako atraktivni modelova rostlina ke studiu molekularni genetiky solné
tolerance, protoZe je blizka ptibuzna s huseni¢kem rolnim (Arabidopsis thaliana) a je
vhodna pro transformaci, na rozdil od jinych tolerantnich modelovych rostlin (Bressan et
al. 2001; Zhu 2001; Volkov et al. 2004). Je tedy mozné kombinovat hluboké genetické
znalosti s projevy extrémni tolerance.

Vystaveni stresu vlivem sucha ¢i soli spousti v rostlindich mnoho bézné pozorovanych
reakci. Oba tyto stresy vedou k bunééné dehydrataci, ktera zpisobuje osmoticky stres a
odstranéni vody z cytoplazmy do extracelularniho prostoru, coz vede ke snizeni objemu
cytosolu a vakuol. Dals§im disledkem je produkce reaktivnich forem kysliku, coz
konsekventné negativné ovliviiuje bunééné struktury a metabolismus. V&asné reakce na
vodni a solny stres jsou do zna¢né miry identické, s vyjimkou iontové slozky. Mezi tyto
podobnosti patfi metabolické procesy, jako je naptiklad pokles fotosyntézy nebo
hormonalni procesy, mj. zvySovani hladiny rostlinného hormonu ABA. Vysoké
intraceluldrni koncentrace iontli sodiku a chloridu jsou dal§imi problémy doprovazejicimi
solny stres.

Adaptace na salinitu a sucho je bezpochyby jednim ze sloZitych procest, které zahrnuji
Cetné zmény vcetné oslabeného rdstu, aktivace/zvySené exprese nebo indukce gend,
ptechodného zvySeni hladin ABA, akumulace kompatibilnich rozpusténych latek a
ochrannych proteint, zvySené hladiny antioxidantti a potlaceni energeticky naro¢nych cest.
Avsak nebylo dosazeno konsenzu pti definovani klicovych procest uréujicich toleranci a
sekundarnich naslednych procesti. S rozvojem technologii s vysokou propustnosti DNA
bylo identifikovano nékolik stovek stresem indukovanych nebo up-regulovanych gend.
Hledani gent spojenych se stresem mohlo byt saturovano alespoil u husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana). Je v§ak znama funkce pouze omezeného poétu genovych produktii
(Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki n.d.; Ingram & Bartels 1996; Bray 1997; Hasegawa et
al. 2000; Ramanjulu & Bartels 2002). Bylo hodnoceno nékolik gent souvisejicich se
stresem a probihd nékolik laboratornich studii tykajici se jejich pfispévku k toleranci vici
suchu nebo soli. Pro mozné vyuziti téchto genl pro zlepSeni tolerance vi¢i stresu v
zemédélskych rostlinach prostrednictvim biotechnologickych pfistupli jsou zapotiebi
dikladnéjsi a mozna i terénni studie.

Pokud jsou rostliny vystaveny stresovym podminkam, tak akumuluji fadu metaboliti a
zejména aminokyselin. Aminokyseliny jsou tradi¢né povazovany za prekurzory a slozky
proteinll a hraji duleZitou roli v metabolismu a vyvoji rostlin. Velké mnozstvi udaji
naznacuje pozitivni korelaci mezi akumulaci prolinu a stresem rostlin. Aminokyselina
prolin hraje velmi ptiznivou roli u rostlin, vystavenych riznym stresovym podminkam.
Kromé toho, Ze prolin plisobi jako vynikajici osmolyt, ma béhem stresu tii hlavni role, tj.
jako chelator kovu, antioxidaéni obranna molekula a signalni molekula. P¥ehled literatury
naznacuje, ze stresujici prostiedi vede k nadprodukci prolinu v rostlinach, coz opét dodava
toleranci vu¢i stresu udrzovanim bunééného turgoru nebo osmotické rovnovahy. Dale
stabilizaci membréan, ¢imz se zabrani niku elektrolytu a v neposledni fadé uvedenim
koncentraci reaktivnich forem kysliku (ROS) do normalnich rozmezi, ¢imz se zabrani
oxidaénimu vybuchu v rostlinach. Zpravy naznacuji zvySenou toleranci vuéi stresu,



v piipadé aplikace prolinu exogenné v nizkych koncentracich. Avsak né&které zpravy
naopak naznacuji toxické ucinky prolinu, v piipadé aplikace exogenné ve vyssich
koncentracich (Hayat et al. 2012).

Poslednich témét Ctyficet let mame povédomi o prolinové metabolické draze, o jejiz
funkci se domnivame jako o regulaéni v oblasti oxidaéné-redukéni homeostazy a prezivani
bunék. Nyni zna¢né mnozstvi laboratoii ukdzalo dopad aminokyseliny prolin na velky
rozsah bunéénych procesi, zahrnujici bioenergetiku, diferenciaci, rast, zivotnost a apoptozu
(Cecchini et al. 2011b) Je dobie znamo, ze metabolismus prolinu vede ke zvysené produkci
mitochondridlné reaktivnich forem kysliku prostfednictvim elektronového transportniho
fetézce a Ze metabolismus prolinu ovliviiuje pieziti bunék a bunéénou smrt u rtiznych druhti
(Cecchini et al. 2011b). U rostlin je zv1asté dobie zdokumentovan ochranny uéinek prolinu
béhem stresu (Szabados & Savouré 2010).
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3 Védecka hypotéza a cile prace

Vodni deficit je v soucasné dobé velmi aktualni téma a nadéle bude nabyvat na vyznamu.
Vodni stres vyrazné ovliviiyje fyziologické procesy a redukuje vynos. Prolin je vyznamny
osmoprotektant, ktery je schopen zadrzovat vodu v bunikdch a stabilizovat membrany v
podminkéach osmotického stresu a dale je zdrojem uhliku, dusiku a redukujicich ekvivalentt po
odeznéni stresu. Cilem prace je sledovat vliv foliarni aplikace prolinu na obsah metaboliti
rostliny a zakladni fyziologické parametry v podminkach vodniho deficitu.

Hypotézou experimentu je, Ze prolin, jako osmoprotektant pozitivné ovliviiuje
fyziologicky stav rostlin v obdobi stresu a snizuje tak jeho dopady na rostlinu.
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4 Literarni reSerse

4.1 Stres

Stres lze byt u rostlin obecné definovan jako nepfiznivé pisobeni environmentalnich
vlivil na rostlinu. Na toto plsobeni lze nahlizet z n¢kolika smérd, kde prvni z nich vychazi z
jednoduché mechaniky. Cim vetsi silou (v tomto piipadé stresem) na rostlinu piisobime, tim
silngj§i odezvu zaznamename. Z tohoto vyplyva, ze ¢im vétsi stres na rostlinu doléha, tim se
zvysi jeji poskozeni. Druha teorie vypovida, ze stres oznacuje jakoukoliv zménu okolniho
prostiedi, kterd miaze nepfiznivé ovlivnit ¢i zpomalit vyvoj rostliny (Levitt 1980). Tieti smér
na stres nahlizi jako na jakékoli biologické zatizeni, které zpomali ¢i zcela zastavi biologicky
vyvoj organismu (Selye 1973). Jako stresovou mizeme déle oznacit situaci, kdy se zivotni
podminky okamzité vyznamné odchyli od béznych optimalnich podminek k zivotu. Jedna se o
stav ¢i reakei na konkrétni situaci celého organismu (Larcher 2001).

Stresory u rostlin 1ze kratce rozdélit na biotické a abiotické. Abiotické stresory rostlin
ovliviiuje Zivotni prosttedi, a zahrnuji nevhodné svétlo, sucho, pfemokieni, Ziviny, teplo, zimu,
salinitu apod. Zatimco biotické stresory, jak je jiz ofividné z nazvu, jsou biologického razu, a
zpusobuji je patogeny a bylozravci (Zeleny 2019).

Béhem svého zivotniho cyklu jsou rostliny vystaveny riznym druhiim environmentalniho
stresu, mezi néz patfi zasoleni, nedostatek vody, teplotni extrémy, koncentrace toxickych
kovovych iontli a UV zéfeni. Tyto faktory prostfedi omezuji riist a produktivitu rostlin v riizné
mife, v zavislosti na zavaznosti stresu. Jednou ze stresovych reakci v rostlinach je stimulovana
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), napt. OH -, Oz -, H2O> atd. Tyto druhy zpGsobuji
znaéné poskozeni peroxidaci lipidovych slozek membrany a také pfimou interakci s riznymi
makromolekulami. Buiiky pfizplsobily rizné mechanismy, aby udrzovaly hladinu ROS pod
kontrolou. Nizkéa koncentrace ROS se vSak podili na mechanismu pfenosu signalu (Foyer &
Noctor 2005). Tyto ROS jsou zachycovany nizkomolekularnimi antioxidaénimi metabolity,
napf. glutathionem, kyselinou askorbovou, o-tokoferolem a antioxida¢nimi enzymy, napf.
katalazou, askorbatperoxidazou a superoxiddismutazou. Za riznych stresovych podminek vsak
tvorba volnych radikald ptevySuje celkovy bunéény antioxidadni potencial vedouci k
oxida¢nimu stresu, ktery pfispiva k nepfiznivym u¢inkiim na rist rostlin.

4.2 Vodni stres

Stres ze sucha neboli vodni stres, je primarné zptsoben nulovymi ¢i malymi sraZkami v
obdobi sucha ¢i dest’d, anebo odchylkou struktury srazek od svého bézného obdobi (Alghabari
et al. 2016). Je alarmujici, Ze jiz na zaéatku 21. stoleti trpi 10 % celkové pudy zatézi suchem,
které 1ze do konce tohoto stoleti zvysit az na 40 % (Burke et al. 2006). UloZeni sucha zptisobilo
u rostlin morfofyziologické, anatomické a molekularni zmény. Podminky vodniho stresu vazné
ovlivituji morfologii plodin tim, Ze inhibuji kliceni semen a ¢asny rast rostlin (Harris et al. 2002;
Manivannan et al. 2007). Stres ze sucha snizuje hromadéni a d€leni rostlinné biomasy, index
sklizn& a produktivitu plodin (Challinor et al. 2004). Pfiblizné¢ 70 % vynosu riznych plodin
bylo snizeno stresem ze sucha (Kaur et al. 2008; Akram et al. 2013). Rizné fyziologické
aktivity v rostlinach, jako je osmoticka Uprava, vztahy s vodou, fotosyntéza a dychani, jsou
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naruSeny stresem ze sucha (Praba et al. 2009; Anjum et al. 2016). Mechanismus sniZovani
vynosu za podminek stresu z vody souvisi se sniZzenou absorpci svétla, nizkou rychlosti
fotosyntézy, uéinnosti vyuzivani vody (WUE) a indexem sklizné (Earl & Davis 2003). Mira
zranitelnosti plodiny vici stresu ze sucha zavisi na jeji zdvaznosti, genotypech rostlin a stupni
rustu plodin (Saud et al. 2016). Rostliny piezivaji pfi omezeném zasobovani vodou
prostfednictvim nékolika morfofyziologickych a biochemickych mechanismt, napf. zménou
jejich architektury, fizenim rychlosti ristu, Gpravou vodni bilance bunék a tkani a aktivaci
antioxida¢nich obrannych systémut (Duan et al. 2007).

Vodni stres je jednim z hlavnich faktori omezujicich rist rostlin a jejich produktivitu.

Rostliny vystavené vodnimu deficitu podstupuji cetné fyziologické a metabolické zmény. Jeden
piistup k porozuméni schopnosti rostlin snaset environmentalni stres, je rozpoznat stresem
indukované zmény. Méfeni, tykajici se odezvy rostlin na vodni stres, jsou povazovany jako
potenciondlni kritéria pro stanoveni tolerance deficitu. Deficit vody prokazal indukci snizeni
osmotického potencidlu plodin za ucelem udrzeni jejich turgoru. Tohoto poklesu osmotického
potencialu lze dosahnout akumulaci rozpusténych latek (solutit), nebo snizenim objemu bunék,
ktery vede ke zvySeni koncentrace rozpusténych latek, po snizeni objemu vody v buiice (Taiz
& Zeiger 1991; Rascio et al. 1994; Heuer 1995).
Vodni stres vyvolava degradaci sacharidli a zvySuje akumulaci cukru ve stresovanych listovych
tkanich rostlin pSenice (Tan & Halloran 1982). Obsah neredukujiciho cukru byl zvySen v
dusledku vystaveni rostlin pSenice vodnimu stresu (Johnson et al. 1984). Na druhou stranu bylo
zjisténo, Ze snizovani cukru a dalsich solut (K a CI") vyznamné ptispiva k osmotické upravé u
ti kultivard pSenice tvrdé (Rascio et al. 1994).

4.2.1 Vliv vodniho stresu na fotosyntézu

celém svéte, a to diky skutecnosti, ze snizeni vynosu je fizeno nizsi fotosyntetickou aktivitou
(Pejic et al. 2009) a naslednym snizenim rustu listi (Canavar et al. 2014). Experimenty s
nedostatkem vody se zaméfily na zlepSeni genotypu plodin v oblastech nachylnych k suchu.
Mechanismy rezistence vii¢i suchu zpisobené nedostatkem vody méni rizné biochemické a
fyziologické procesy od fotosyntézy po syntézu proteini a akumulaci soluti (Hu &
Schmidhalter 1998). Snizeni osmotického potencialu v reakci na vodni stres je dobie zavedeny
mechanismus, kterym se mnoho rostlin pfizpsobuje nizké dostupnosti pidni vody (Krizmanié¢
et al. 2003). Podle Evanse a kol. (1994), zména anatomickych charakteristik listl mize zménit
slozky difiize vodivosti CO2 ze substomatalnich dutin do mist karboxylace, a tak pfispét k
udrzeni konkrétnich fotosyntetickych rychlosti, a to navzdory nizké vodivosti stomatu pfi
zasazeni stresem ze sucha (Evans et al. 1994). Podobné ukéazaly méteni fotosyntézy listi pii
vysoké koncentraci CO2 v nékolika Cz rostlinach pii nasyceném svétle, ze fotosynteticka
kapacita se vyznamné nesnizila, dokud nedosahl nedostatek listové vody kritické hodnoty. Tedy
pokles Cistého piijmu CO2 listy pfi mirném stresu suchem je pfisuzovan zejména uzavieni
pruducht (Morgan 1984). Uzavfenim pruducht rostliny snizuji nejen ztratu vody transpiraci,
ale také ptisun COz do listi (Baker 1993; Chaves et al. 2009). Jako indikatory stresu ze sucha
se Casto pouzivaji redukce Cisté asimilace CO2 (ACO2) v listech, vodivost stomatu (gs) a
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rychlost transpirace (E) (Baker & Rosenqvist 2004). Cechin a kol. (2010) poukazali na to, ze
vodni stres snizil fotosyntézu (Pn), gs a E u mladych i zralych listti. Rozsah sniZeni vSak zavisel
na véku listli. Koncentrace mezibunééného CO2 (Ci) vzrostla u zralych listt, avSak u mladych
listh se nezménila. Okamzita ucinnost vyuziti vody (IWUE) u zralych stresovanych listli byla
snizena ve srovnani s kontrolnimi listy, zatimco u mladych stresovanych listi ponechava
udrzovanou stejnou uroven jako kontrola (Cechin et al. 2010). Zda se, ze aklimatizace
fotosyntézy na nizké potencialy listové vody ve slune¢nici (Helianthus anuus) zahrnuje zmény
predevsim na trovni chloroplastii (Sayed 2003).

Anorganické kationty, organické kyseliny, aminokyseliny a cukry jsou primarni
osmotika, vyvolavajici osmotickou upravu bud’ vnitini syntézou, nebo absorpci osmoticky
aktivnich latek (Rhodes et al. 1986; Pritchard et al. 2000). Neni pochyb o tom, Zze rozpustné
cukry mohou pfispivat k osmotické tpravé. V agronomickych plodinach tedy dochazi ke
zvySeni koncentrace rozpustného cukru v reakci na vodni stres v kofenech a listech
(Premachandra et al. 1992; Shahbaz et al. 2011). Wingler a kol. (2005) uvedli, ze signalizaci
vysoké dostupnosti uhliku ve vztahu k dusiku ve starych listech by akumulace cukru mohla
vyvolat starnuti listd. Starnuti vyvolané cukrem je proto zvlasté dilezité pii nizké dostupnosti
dusiku a mize také hrat roli ve svételné signalizaci. Odolnost proti suchu a jeho slozky
(stomatalni a nestomatalni) jsou piedefinovany, aby vyjadfily vynikajici invenéni schopnost
terminologie (Wingler et al. 2005).

Chlorofyl je nepostradatelny katalyzator fotosyntézy, ktery je vodnim deficitem podstatné
ovliviiovan. S vyjimkou odrid pSenice, snasenlivych kratkodoby vodni deficit, zpisobilo sucho
celkovy pokles obsahu pigmenti véetné chlorofylu na choulostivych odrtidach na sucho
(Loggini et al. 1999). Regulatory ristu (retardanty) rostlin jsou Siroce pouzivany u polnich
plodin k riznym G¢elim. OSetieni kyselinou abscisovou (ABA) zpusobilo akumulaci prolinu v
listech je¢mene (Stewart 1980). Relativni obsah vody, listova voda, obsah chlorofylu a vytézek
zrn byly zvySeny oSetfenim rostlin cycocelem (regulator ristu a vyvoje) u destové zalévané
pSenice (Bhat et al. 1990).

4.2.2 Adaptace rostlin na vodni stres

Podle strategie hospodateni s vodou ve smyslu reakce na stres lze rostliny délit na dvé
skupiny. Prvni skupinou jsou homoiohydrické rostliny, do kterych fadime cévnaté rostliny.
Jejich mechanismem je snaha udrzet pfiznivy obsah vody v protoplazmé, zmirnit $kodlivé vlivy
stresu na builky a docilit tak vysokého vodniho potencidlu. Druhou skupinu pfedstavuji
poikilohydrické rostliny, do nichz zafazujeme mechorosty. Poikilohydrie znaci neschopnost
kontroly ztraty vody do okolniho prostiedi (Wood 2005)

Mezi mechanismy Uniku prostiedi, ohrozeného vodnim stresem, patii urychleny
fenologicky vyvoj, dale prodlouzena dormance a vyvojova plasticita. Rychly vyvoj jednoletych
rostlin je b&ézny u rostlin, rostoucich v oblastech s dlouhodob& nizkymi srazkami, napf.
Stiedozemi. Tento mechanismus avoidance byl nalezen u mnoha ptipadi jednoletych poustnich
rostlin (Mulroy & Rundel 1977) Jiné druhy rostlin jsou schopny pfeckat neptiznivé obdobi ve
form¢ organu, ptezivajiciho v podzemi, a vyhnout se tak potencialnimu poskozeni z vodniho
deficitu. Pati mezi né bulvy a hlizy s velkou zasobni kapacitou vody. U vytrvalych rostlin
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dochazi pti vodnim deficitu k jevu opadu listi, tedy k vyvojové plasticit¢ (Nilsen & Orcutt
1996).

Schopnost tolerance nizké dostupnosti vody umoZiluje rostliné pokratovat v
metabolickych procesech i béhem obdobi vodniho deficitu. Dochdzi ke kombinaci zptisobt ke
zmirnéni poklesu vodniho potencidlu v pletivech, a tim k udrzeni metabolické aktivity. Mezi
mechanismy udrzeni turgoru pfi nizkém vodnim potencialu patii osmotické prizpisobeni,
zména elasticity bunécné stény, pokles bunééného objemu a snizeni podilu vody v symplastu.
Dalsi zpisob tolerance nizkého vodniho potencialu vede k neudrzeni turgoru v rostling, a
naslednym vyschnutim bungk a rostliny celkové (Nilsen & Orcutt 1996).

V ptipadé tolerance sucha rostliny s vysokym vodnim potencidlem jde o zpisob, kdy
rostlina odolava stresim z nedostatku vody prostfednictvim udrZzovani vysokého vodniho
potencialu v pletivech. Tento zplsob vyzaduje striktni hospodateni rostliny s objemem vody.
To zahrnuje snizeni listové plochy, jejich vodivosti ¢i snahu o snizeni jejich teploty. Toho
rostlina dosédhne pfi vytvofeni silné kutikuly, ¢i funkei priduchti. Zarovei je potiebné zvysit
akumulaci vody, ¢ehoz rostlina dosdhne zvétSenim hustoty kofent, ¢i tvorbou sukulentnich
organt (Nilsen & Orcutt 1996).

4.3 Prolin

4.3.1 Kompatibilni soluty

V pfipad€, Ze se rostliny setkaji s nepfiznivymi environmentdlnimi podminkami
spojenymi s vysokymi hladinami soli, suchem nebo nizkou teplotou, chrani se jejich buiky
pted stresem, vyvolanym vysokymi koncentracemi intracelularnich soli, akumulaci rtiznych
malych organickych metabolitl, které jsou souhrnné oznacovany jako kompatibilni soluty
(Bohnert et al. 1995). Kompatibilni soluty jsou definovany jako malé molekuly, které jsou
velmi dobfe rozpustné ve vodé a jsou rovnéz jednotné neutralni, pokud se jednd o poruchy
bunéénych funkei, i kdyz jsou pfitomny ve vysokych koncentracich (Yancey et al. 1982).
Vlastnosti kompatibilnich soluti umoziuji udrZovat tlak turgoru pfi vodnim stresu, coZ je
vnitini vlastnost hlavnich forem abiotického stresu, jako jsou naptiklad solny stres a stres
nizkymi teplotami. Kromé toho mohou nékteré¢ kompatibilni soluty slouzit jako ucinné
ochranné latky, stabilizaci struktur a funkci ur¢itych makromolekul (Santoro et al. 1992;
Papageorgiou & Murata 1995).

V reakci na rizné stresové podminky, jsou rostliny schopné akumulovat velké mnozstvi
riznych typt kompatibilnich solutd (Serraj & Sinclair 2002). Kompatibilni soluty jsou
nizkomolekularni, vysoce rozpustné organické slouceniny, které jsou obvykle pfi vysokych
bunéénych koncentracich netoxické. Tyto latky poskytuji rostlinam ochranu pted stresem tim,
ze prispivaji k bunééné osmotické tprave, detoxikaci ROS, ochrané integrity membrany a
stabilizaci enzymt/proteint (Yancey 1994; Bohnert & Jensen 1996; Ashraf & Foolad 2007).
Patfi mezi n¢ prolin, sachar6za, polyoly, trehaléza a kvartérni amoniové slouceniny (QAC),
jako je glycin betain, alinin betain, prolin betain a pipekolat betain (Rhodes & Hanson 1993;
Ashraf & Harris 2004).
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4.3.2 Metabolicka adaptace prolinu u rostlin pod vlivem stresu

Akumulace prolinu je b&ézny jev, ktery pozorujeme v reakci na stres prostredi u bakterii,
prvoka, fas, rostlin a moiskych bezobratlych. (Csonka 1981; Matysik et al. 2002; Verbruggen
& Hermans 2008; Szabados & Savouré 2010). Konkrétné u rostlin bylo zjisténo, ze hladiny
intracelularniho prolinu se béhem stresu zvysily az stokrat (Handa et al. 1983; Verbruggen &
Hermans 2008). Akumulace prolinu v nich nastava béhem vystaveni riznym strestim, véetné
soli (Yoshiba et al. 1995), sucha (Barnett & Naylor 1966), UV zafeni (Saradhi et al. 1995b),
iontt tézkych kovi (Chen et al. 2001), patogent (Fabro et al. 2004) a v neposledni fadé
oxidaéniho stresu (Yang et al. 2009). Akumulace prolinu a tolerance vici stresu byly v
rostlinach studovany exogenni a endogenni manipulaci s hladinou prolinu (Hare et al. 1999).
Za stresovych podminek zahrnuje akumulace prolinu v rostlindch i vz4jemnou regulaci P5CS
a PRODH (Hare & Cress 1997; Hare et al. 1999; Raymond 2002; Verbruggen & Hermans
2008). Napt. v rostling tabaku (Nicotiana tabacum) vede nadmérna exprese P5CS k vyssi
hlading prolinu, kofenové biomase a rozvoji kvéti (Hare et al. 1999; Hong et al. 2000) a rustu
tolerance k prosttedi s vysokou osmotickou koncentraci.

4.3.3 Biosyntéza prolinu

Biosynteticka draha prolinu byla popsana jiz v roce 1952 u bakterie Escherichia coli
(Vogel & Davis 1952). V rostlinach je prolin syntetizovan dvéma cestami, a to glutamat-
dependentni a ornithin-dependentni drahou.

Glutamat-dependentni draha zpusobuje vyznamnou akumulaci prolinu b&hem
osmotického stresu a je predominantni (Bartels & Sunkar 2005). Prolin se syntetizuje z kyseliny
glutamové pres meziprodukt A'-pyrrolin-5-karboxylat (P5C). Reakce je katalyzovana A'-
pyrrolin-5-karboxylatsyntetazou (P5CS) a A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktazou (P5CR). P5CS
je kodovan dvéma geny, zatimco P5SCR je u vétSiny druhi rostlin kédovan pouze genem jednim
(Strizhov & Abraham et al. 1997). Katabolismus prolinu se vyskytuje v mitochondriich pomoci
chronologického ptisobeni prolin dehydrogendzy (PDH) nebo prolin oxidazy (POX)
produkujici P5C z prolinu a P5C dehydrogenaza (PSCDH) konvertuje P5C na glutamat. Dva
geny koduji PDH, zatimco jediny gen P5CDH byl identifikovan v huseni¢ku rolnim
(Arabidopsis) a tabaku (Nicotiana tabacum) (Deuschle & Funck 2001). Transkripce PRODH
je aktivovana rehydrataci a prolinem, ale je potlacena dehydrataci, ¢imz se zabraiuje degradaci
prolinu béhem abiotického stresu (Kiyosue & Yoshiba 1996).

V alternativni ornithin-dependentni cesté miZe byt prolin syntetizovan z ornithinu, ktery
je transaminovan na P5C pomoci ornithin-8-aminotransferazy ((Adams 1970); Verbruggen &
Hermans 2008). Ornithin-dependentni draha je dilezita u mladych rostlin, hlavné pti vyvoji
sazenic a v nékterych rostlinach pro akumulaci prolinu indukovanou stresem. (Armengaud &
Thiery 2004) Akumulace prolinu byla navrZena tak, aby piispivala k toleranci stresu v mnoha
ohledech. Jelikoz prolin piisobi jako molekularni chaperon, je schopen udrzovat integritu
proteinu a zvy$ovat aktivity riznych enzymd. (Rajendrakumar & Suryanarayana 1997) Cetné
studie uvadéji prolin jako antioxidant, coz naznacuje jeho tlohu jako lapace RFK a singletového
zhasedla kysliku (Matysik & Alia 2002).

Bylo zjisténo, Ze akumulace volného prolinu je jednou z nejrychlej$ich reakci rostlin

pSenice seté (Triticum aestivum) na vodni deficit (Tan & Halloran 1982; Rascio et al.
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1994). V kukufici (Zea mays) byly hladiny prolinu zvyseny az 100krat v reakci na vodni
deficit (Voetberg & Sharp 1991), zatimco v &iroku (Sorghum) se volny prolin nijak
vyznamné nenaakumuloval, dokud rostliny nebyly vystaveny silnému vodnimu stresu a
viditeln¢ zvadlé (Waldern et al. 1974).

Konverze prolinu zpét na glutamat je katalyzovéana prolin dehydrogenazou (PRODH) a

P5C dehydrogenazou (P5CDH).
Vnitini obsah prolinu mtize byt uréen biosyntézou, katabolismem a transportem mezi buitkami
ardznymi bunéénymi kompartmenty. Predpoklada se, ze biosyntetické enzymy (PSCS1, P5CS2
a P5CR) jsou lokalizovany v cytosolu, zatimco umisténi v mitochondriich je pteduréeno pro
enzymy zapojené do katabolismu prolinu (jako jsou PRODH1/ERD5, PRODH2, PSKDH a
OAT) (Szabados & Savouré 2010).

Glutamat se jevi jako hlavni prekurzor akumulace prolinu vyvolané stresem v
rostlinach, zejména diky tomu, Ze ornithinova draha usnadiuje recyklaci dusiku z argininu na
glutamat (Funck et al. 2008; Szabados & Savouré 2010). Enzymem omezujicim rychlost
syntézy prolinu je P5CS, jehoz zvySena exprese koreluje s akumulaci prolind v husenicku
rolnim (Arabidopsis) (Savouré et al. 1995). Zda se, ze zmény ve stupnich exprese P5CR (P5CR;
At5g14800) jsou méné spojeny s akumulaci prolint, coz je v souladu s tim, ze P5SCS katalyzuje
nejpomale;jsi krok drahy. Existuje v8ak n€kolik zprav, ze hladiny transkripti PSCR jsou mirné
zvyS$eny v kofenech Glycine max a Pisum sativum a v listech Arabidopsis v reakci na osmoticky
stres (Delauney & Verma 1990; Williamson & Slocum 1992; Verbruggen et al. 1993). Kromé
toho Cecchini a kol. (2011) nedavno dokéazali, ze PSCR byla up regulovan, tzn. zvySeni poctu
receptori na povrchu bun€k, hypersenzitivni odpovédi (HR) u Arabidopsis po infekci
avirulentnim kmenem Pseudomonas syringae (Cecchini et al. 2011a). Dle vseho tedy PSCR
muze zaujimat diilezitou roli ve stresové reakci, ktera jesté neni plné¢ uvédomena.

V rostlinach existuji dvé izoformy P5CS. U huseni¢ku rolniho (Arabidopsis) je izoforma
1 (P5CS1; At2g39800) lokalizovana v chloroplastech a je nutna pro akumulaci prolinu
vyvolanou stresem (Székely et al. 2008; Mattioli et al. 2009). 1zoforma 2 (P5CS2; At3g55610)
je lokalizovana primarné v cytosolu a ma vitalni funkci pro vyvoj embryi a semenacku (Székely
et al. 2008; Mattioli et al. 2009). Naruseni P5CS1 inzerci T-DNA u husenicku rolniho
(Arabidopsis) vede k vyznamné niz§i akumulaci prolinu v rostlindich b&hem stresu, coz
konsekventné vede k piecitlivélosti na solny stres a vysokym hladinam ROS (Székely et al.
2008). Naruseni P5CS2 nema vyznamny vliv na akumulaci prolinu, ale narusuje vyvoj sazenic
a plodnych rostlin (Székely et al. 2008). V korelaci s dulezitou roli v akumulaci prolinu je
exprese P5CS1 up-regulovana v reakci na sucho a stres soli (Yoshiba et al. 1995; Strizhov et
al. 1997; Abraham et al. 2003).

Nedavno Verslues et al. (2012) identifikoval sestfihovou variantu PSCS1 u husenicku
rolniho (Arabidopsis), ktera vedla k nefunkénimu pfepisu. Alternativné sestiihany transkript
vedl ke snizeni hladiny proteinu PSCS1 a akumulaci prolinu. V komplexni studii o tom, jak se
obsah prolini a Cetnost nefunkéni varianty sestfihu lisily s prostfedim, bylo zjisténo, Ze
nefunkéni transkript PSCS1 1épe koreloval s variabilitou prostiedi nez s obsahem prolinu. Tato
zajimava zjisténi naznacuji, Ze akumulace prolinu nemusi byt jedinym faktorem pro adaptaci
na environmentalni stres, ale spiSe mlze pro adaptaci na prostfedi hrat dulezitou roli draha
biosyntézy prolinu, ktera dosud neni plné€ prozkoumana (Kesari et al. 2012).

17



Signalni mechanismy, kterymi environmentalni stres indukuje biosyntézu prolinu v
rostlinach, zahrnuji nékolik molekul, jako je kyselina abscisova (ABA) (Savouré et al. 1997,
Strizhov et al. 1997), vapnik a fosfolipaza C (Savouré et al. 1997; Yoo et al. 2005; Parre et al.
2007). Nedavno Sharma a kol. (2011) uvedli, ze metabolismus prolinu je nezbytny pro ochranu
rastu, zprostfedkovanou ABA v rostlinach ve vodnim deficitu (Sharma et al. 2011). Byly také
nalezeny dikazy pro regulaci biosyntézy prolinu zprostiedkovanou ROS (Fabro et al. 2004;
Verslues et al. 2007; Yang et al. 2009). Fabro a kol. (2004) uvadi, Ze u huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis) vede HR, vyvolana nekompatibilni interakci rostlinnych patogent, k akumulaci
prolinu prostifednictvim up regulace P5CS2, ale nikoli PSCS1 v kyseling salicylové a zptisobem
zavislym na ROS (Fabro et al. 2004). Pozdgji Verslues a kol. (2007) také uvedl, Ze peroxid
vodiku (H202) mize zplsobit akumulaci prolinu nebo podporovat akumulaci prolinu
indukovanou ABA (Verslues et al. 2007). Nedavno Yang a kol. (2009) naznadil, ze H2O, miize
indukovat akumulaci prolinu zvysenou regulaci PSCS a snizenou aktivitou PRODH v
coleoptilech a radikulach semen kukutice (Zea mays) (Yang et al. 2009).

Kromé¢ transkripéni regulace je rostlinnd PSCS zpétné inhibovana prolinem (Zhang et
al. 1995). Zpétna inhibice P5CS je podobna inhibici bakteridlnich GK a zahrnuje kompetitivni
inhibici prolinem s ohledem na glutamat (Pérez-Arellano et al. 2010b, 2010a). Strukturalni
analyza a mistn¢ fizend mutageneze bakteridlnich GK naznacuji, ze kdyz je prolin vazan na
GK, ¢astecné zabira vazebné misto glutamatu, ¢imz interferuje s vazbou glutamatu a inhibuje
aktivitu GK (Pérez-Arellano et al. 2010a). Zaclenéni GK varianty, ktera je necitliva na inhibici
prolinu, bylo pouzito k nadprodukci prolinu v bakteriich (Smith 1985; Csonka et al. 1988) a
kvasnicich (Takagi 2008). V rostlinach exprese varianty P5CS, postradajici inhibici prolinu,
zvysila hladiny prolinu dvojnasobné (Hong et al. 2000). V pomérné nedavné recenzi Pérez-
Arellano et al. (2010) poznamenali, ze za stresovych podminek akumuluji nékteré bakterie a
rostliny prolin v koncentraci (> 100 mM), ktera je vyrazné vyS$i nez ta, ktera je potfebna k
inhibici aktivity GK s hodnotami KI v rozmezi od ~0,2 do 1 mM prolinu pro bakterialni GK a
rostlinné enzymy P5CS (Binzel et al. 1987; Delauney & Verma 1993; Kempf & Bremer 1998;
Pérez-Arellano et al. 2010b, 2010a). Bylo navrzeno, Ze za stresovych podminek je prolinova
inhibice aktivity GK oslabena vysokymi hladinami jinych solutt, jako je glutamat (Kempf &
Bremer 1998; Pérez-Arellano et al. 2010b, 2010a).

Piehled prolinovych metabolickych enzymt uvadim dale na Obrazku 1.

18



O\coo-

Pro H 2 " COO-
H: NW
NADP’ om  NH3
Electron transp PRO DH @
chain
CoQHz FADH, NADPH + H‘
+ H,O
\N’ coo-€ ’N COO0-
P5C 4

<—
RO GsaA H, NADP* +P,
@ NADPH + H*
NAD*, H,0
o
@ *OP OS/D\COO- @
NADH + H* @ Hs
'ADP
ATP
-00C /j\ DO

N
H 3
Glu
Obrazek 1 - Reakce prolinové metabolické drdhy.

Zdroj: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articlessPMC3763223/bin/fig-1.jpg

Prolin (Pro) je syntetizovan z glutamatu (Glu) pocinaje enzymy glutamatkinazou (GK) a
y-glutamylfosfatreduktazou (GPR), které jsou v rostlinach a zvifatech fizovany v bifunkénim
enzymu P5C (P5K) syntetazy (P5CS). Meziprodukt, y-glutamét-semialdehyd (GSA) spontanné
cyklizuje na Al-pyrrolin-5-karboxylat (P5C), ktery je posléze P5C reduktazou (P5CR)
redukovan na prolin. Alternativné lze GSA/P5C vytvofit z ornithinu a ornithin-6-
aminotransferazy (OAT). Prolin je oxidovan zpét na glutamat prolin dehydrogenazou
(PRODH) a P5C dehydrogenazou (PSCDH) v mitochondrii. PRODH spojuje oxidaci prolinu
na redukci ubichinonu (CoQ) v transportnim fetézci elektronti (ETC). U gramnegativnich
bakterii jsou domény PRODH a PSCDH flzovany v proteinu PutA.

3.3.3.1 P5C syntetaza

P5CS katalyzuje NADPH-dependentni redukci glutamatu na y-glutamat-semialdehyd
GSA), ktery poté spontanné cyklizuje na P5C (Hu et al. 1992; Savouré et al. 1995). Kompletni
cDNA koédujici P5CS v mnohobunéénych eukaryotech byla poprvé klonovdna a
charakterizovana u rostlin (Hu et al. 1992). P5CS je bifunkéni adenosintrifosfat (ATP) a
NAD(P)H-dependentni enzym u vyssich eukaryot, ktery ukazuje aktivity glutamat kinazy (GK)
a y-glutamylfosfat reduktazy (GPR) (Hu et al. 1992; Savouré et al. 1995). U primitivnich
organismu jako jsou bakterie a kvasinky jsou GK a GPR pouze enzymy s jedinou funkci
(monofunkéni) (Pérez-Arellano et al. 2010b; Arentson 2012). Struktura bifunkéniho P5CS sice
nebyla jesté zjiSténa, avSak jednotlivé struktury GK a GPR jsou dostupné alespon z bakterii
(Page et al. 2003; Marco-Marin et al. 2007). Dulezita rezidua pro vazbu glutamatu v GK
doméné jsou konzervovana mezi GK riznych druhtt (Pérez-Arellano et al. 2010a; Pérez-
Arellano et al. 2010b). Biosyntéza prolinu je zp&tna vazba inhibovana prolinem, vazanym na
GK doménu a zasahujicim na vazebné misto glutamatu (Pérez-Arellano et al. 2010a).
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Pomérné nedavno Engelhard et al. (2011) identifikoval lidsky enzym P5CS jako potencialni cil
mitochondrialniho thioredoxinu 2 za pouziti in situ kinetického odchytu (Engelhard et al. 2011).
Toto zji$téni naznacuje, Ze P5CS je v mitochondrialnim matrix a podléha redoxni regulaci.

3.3.3.2 P5C reduktaza

P5C, produkt P5CS reakcee, je redukovan na prolin diky PSCR uzitim NAD(P)H jako
elektronového donora (Adams 1970) P5CR se vyskytuje u bakterii, rostlin, hmyzu i u
obratlovci (Meng et al. 2006). U rostlin se ukazalo, Ze P5CR se nenachazi pouze v cytosolu,
nybrZ je i expresovana v chloroplastech (Szabados & Savouré 2010; Verbruggen & Hermans
2008). U lidi se vyskytuji tii izoformy PSCR: PYCR1, PYCR2 a PYCRL. PYCR1 a PYCR2
nachdzime v mitochondriich, zatimco PYCRL v cytosolu (de Ingeniis et al. 2012). P5CR je
nejen nezbytnou slozkou syntézy prolinu, avSak ma i rozhodujici roli v cyklaci prolinu a P5C
Mezi bun&énymi kompartmenty a pti udrzovani spravnych urovni NADP*/NADPH v cytosolu
k fizeni drahy pent6zo fosfatu (Phang 1985; Miller et al. 2009).

3.3.3.3 Ornithin-3-aminotransferaza

OAT Kkatalyzuje vzijemnou pfeménu ornithinu a GSA se smérem toku uréenym
nutriénimi potiebami, naptiklad u novorozenci, kde je upiednostiiovan celkovy tok od prolinu
k argininu (Wu et al. 2008; Phang et al. 2010). U kvasinek je OAT cytosolické (Jauniaux et al.
1978), zatimco u rostlin a lidi se nachazi OAT v mitochondriich (Simmaco et al. 1986;
Kobayashi et al. 1989).

3.3.3.5 Prolin dehydrogenaza/P5C dehydrogenaza

PRODH a P5CDH jsou dobte uchovany u eukaryot a bakterii, u nichz PRODH sdileji
oblast katalytického jadra zkresleného (af)s TIM (tridza fosfat isomeraza) mustku (Tanner
2008; Singh 2012). Je tieba poznamenat, Zze enzymy PRODH z Archaea maji strukturalni
zahyb, kterym se 1isi od enzymti PRODH eukaryot a bakterii (Kawakami et al. 2012); Tanner
2008). U eukaryot jsou PRODH a P5CDH lokalizovany v mitochondrialni matrix s PRODH
spojenou s vnitini membranou mitochondrii. U grampozitivnich bakterii se PRODH vaze
periferné na cytoplazmatickou membranu, zatimco PSCDH je cytosolicka (White et al. 2007);
Tanner 2008).

PRODH obsahuje nekovalentné vazany flavin adenin dinukleotid (FAD) a je zodpovédny
za katalyzu prvniho kroku L-prolinové oxidace (Arentson 2012). Reakce katalyzovana PRODH
vede k pirenosu dvou elektronti z prolinu do flavinového kofaktoru za vzniku P5C a
redukovaného flavinu. Dale PRODH pienasi dva elektrony z redukovaného flavinu na piijemce
elektront, jako je ubichinon ve vnitfni membrané mitochondrii (nebo cytoplazmatické
membrané u prokaryot) (Wanduragala et al. 2010; Moxley et al. 2011). Poté, co se P5C
spontanné preméni na GSA, se GSA oxiduje na L-glutamat pomoci PSC dehydrogenazy
(P5CDH) za pouziti nikotinamid adenin dinukleotidu jako elektronového receptoru (Arentson
2012; Srivastava et al. 2012). Glutamat, vytvofeny oxidaci prolinu, vstupuje do cyklu
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trikarboxylovych kyselin po enzymatické pfeméné na a-ketoglutarat. Oxidace jedné molekuly
L-prolinu vyprodukuje pfiblizné 30 ekvivalentd adenosintrifosfatu, ¢imz poskytuje buiice
dilezitou energii zvlasté za podminek pfi vyCerpani zivin (Hare & Cress 1997; Phang et al.
2008, 2010)

3.3.4 Degradace prolinu

Obecné se predpoklada, ze béhem stresové reakce spolu s up regulaci biosyntézy prolinu
dochazi k odpovidajicimu snizeni v degradaéni draze prolinu, které maximalizuje akumulaci
prolinu. Podobné jako u biosyntézy prolinu je prvnim krokem v cesté degradace prolinu, tj.
PRODH, uréujici rychlost. Arabidopsis ma dvé funkéni izoformy PRODH, z nichZ ob¢ se
nachazeji v mitochondriich: PRODH1 (PRODH1; At3g30775), také znama jako gen ERD5
(gen véasné reakce na dehydrataci) (Kiyosue et al. 1996; Funck et al. 2010) a PRODH2
(PRODH?2; At5g38710) (Funck et al. 2010; Szabados & Savouré 2010). PRODHI je Siroce
expresovana v rostlinach a je povazovana za pievladajici izoformu (Funck et al. 2010).
Exprese PRODH2 je vyznamné niz$i nez u PRODHI, jelikoz PRODH2 je expresovana
hlavné ve vaskulatuie (Funck et al. 2010). PRODH1 a PRODH2 jsou nadmérné regulovany
exogennim prolinem, ale ptekvapivé reaguji odlisné na stres zptisobeny suchem a soli
(Weltmeier et al. 2006; Verbruggen & Hermans 2008). Je dobie zdokumentovano, ze exprese
PRODHI klesa v reakci na chlad, sucho a stres soli (Kiyosue et al. 1996; Kaplan et al. 2007).
Bylo zjisténo, Ze kultivary pSenice tolerantni k suchu (Triticum aestivum) obsahuji vyznamné
nizsi aktivitu PRODH, nez rostliny citlivé na sucho (Yang et al. 2011). Navic, kdyz byly
sazenice vystaveny olovu (Pb(NO3)2), bylo zjisténo zvyseni aktivity PRODH u kultivart
pSenice citlivych na sucho (Ningchun), ale ne u kultivart tolerantnich k suchu (Xihan), coz je
v souladu s down regulaci, degradaci prolinu a poskytnuti vyhody rostlinam b&hem stresu
(Yang et al. 2011).

U husenic¢ku rolniho (Arabidopsis) bylo prokazano, Ze solny stres indukuje expresi
PRODH2, zatimco exprese PRODHI je vyznamné snizena (Funck et al. 2010). Diferencialni
regulace dvou izoforem PRODH byla také zaznamenana u tabaku (Ribarits et al. 2007).
Ukazuje se tedy, ze PRODH1 a PRODH2 maji odlisné fyziologické role, coz bude vyzadovat
dal§i zkoumani, aby bylo mozné plné pochopit vyhody prolinu v toleranci ke stresu. Funck a
kol. (2010) naznacuji, Ze degradace prolinu ve vaskulatufe muze rostliné poskytnout dilezitou
energii béhem expozice stresu (Funck et al. 2010). Ve skuteénosti bylo zjisténo, ze nékteré
tkané v rostlinach udrzuji oxidaci prolinu ve stresu. Pfi nizkém potencialu vody (sucho) bylo
zjisténo, ze exprese PRODHI ziistava vysoka v apexu kofene a v meridemu vyhonki u
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis), zatimco exprese PRODHI1 byla sniZzena v objemu nadzemni
¢asti rostliny (Sharma et al. 2011). Mutant PRODH1 v husenic¢ku rolnim (Arabidopsis)
vykazoval vyznamné nizsi spotfebu kysliku v apexu kofene, coz naznacuje, Ze katabolismus
prolinu je dalezitou drahou pro fizeni oxidaéni fosforylace (Sharma et al. 2011). Navic
apikalni oblast kofend jeémene pod stresem NaCl méla méné volné akumulace prolinu, i kdyZ
byly zvyseny aktivity transportéru L-prolinu a P5CS (Ueda et al. 2007). Transport a vyuZiti
prolinu se tedy muze lisit v riznych tkanich v zavislosti na energetické naro¢nosti riznych
oblasti rostliny.
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Druhy enzym katabolické drahy prolinu u Arabidopsis, PSCDH (P5CDH;
At5g62530), je up regulovan exogennim prolinem, i kdyZ je indukce PSCDH mnohem
pomalejsi nez indukce PRODH (Deuschle et al. 2008). Exprese PSCDH z vé&tsi ¢asti zistava
konstantni i béhem stresu. Otazkou PSCDH bylo to, zda hladiny exprese PSCDH snizuji
toxicitu prolinu, ktera je bézné pozorovana v rostlinach pii jeho vysokych hladinach
(Deuschle et al. 2008).

Predpoklada se, ze negativni ¢inky exogenniho prolinu jsou zptisobeny hromadénim P5C /
GSA v disledku nizké aktivity PSCDH (Verbruggen & Hermans 2008; Szabados & Savouré
2010). Bylo dokazano, ze P5C / GSA zvysuje intracelularni ROS (Nomura & Takagi 2004) a
reaguje s dalsimi metabolity (Farrant et al. 2001).

Vytazeni PSCDH u Arabidopsis Gsti ve vznik mutantnich rostlin, které jsou piecitlivélé
na exogenni prolin, zatimco rostliny nadmérné exprimujici PSCDH jsou tolerantng&jsi k 16¢bé
exogennim prolinem (Deuschle et al. 2004). Arabidopsis s omezenou aktivitou PRODH vsak
stale vykazuje citlivost na exogenni prolin, coz ndm naznacuje, Ze k toxicité prolind pfispivaji
dal§i mechanismy, jako je inhibice endogenni syntézy prolint (Hare & Cress 1997; Mani et
al. 2002; Szabados & Savouré 2010; Cecchini et al. 2011a).

Béhem faze zotaveni po stresu je prolin povaZovan za dtlezity zdroj energie (Hare &
Cress 1997; Szabados & Savouré 2010). Oxidaéni metabolismus prolinu v mitochondriich se
podili na oxidaé¢ni fosforylaci a syntéze ATP v regenerujicich se tkanich (Hare & Cress 1997).
V souladu s tim se béhem rehydratace zvySuje exprese PRODH a PSCDH (Kiyosue et al.
1996). Ukazalo se také, ze béhem zotaveni po stresu se v kultivovanych burikach rajéat
(Lycopersicon esculentum convar. VFNT-Cherry) naakumulovany prolin rychle odbourava
(Handa et al. 1986).

e PH'; P
HUCLEUS P2CPSCS HADRSENAD

Obrazek 2: Prolinem zprostiedkovana intraceluldrni redoxni regulace jako mnohostrannd konvergentni strategie riiznych
stresii. Rovnovdha exogennichlendogennich molekul nastavuje pozadovanou vnitini koncentraci prolinu.

Zdroj: https://www.tandfonline.com/doi/full/10.4161/psh.21949#
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3.3.5 Mechanismy obrany prolinu vii¢i stresu

Ackoliv molekularni mechanismy toho, jak pfesné prolin chrani buiiky béhem stresu, nejsou
zatim plné pochopeny, mtizeme s jistotou vysledovat souvislost s jeho chemickymi vlastnostmi
a ucinky na redoxni systémy, jako je glutathion (GSH). Funkce prolinu je pfti adaptaci na stres
Casto vysvétlovana jeho osmolytickymi vlastnostmi a schopnosti vybalancovat vodni stres
(Delauney & Verma 1993). Prostiedi, a zejména to s nepfiznivymi podminkami, vSak Casto
narusuje intracelularni redoxni homeostazu, coz vyzaduje mechanismy, které se mj. podileji na
vyrovnani oxida¢niho stresu. Proto byly také navrzeno, aby se do ochrannych mechanismii
prolinu zahrnovaly také stabilizace proteinti a antioxidaénich enzymu, ptfimé vychytavani ROS,
balance rovnovahy intracelularni redoxni homeostdzy (napt. pomér NADP*/NADPH a
GSH/GSSG) a bunééna signalizace, podporovand metabolismem prolinu. Potencidlni
mechanismy, kterymi prolin poskytuje ochranu proti stresu, jsou diskutovany déle.

3.3.5.1 Funkce osmolytu

Prolin je jednou z né&kolika malych molekul klasifikovanych jako osmolyt nebo
osmoprotektant (Csonka 1989). Dalsi biologicky vyznamné osmolyty jsou glycerol, trehaloza,
sorbitol, sachardza, taurin, sarkosin, glycin betain a trimethylamin N-oxid (Yancey et al. 1982).
Tyto osmolyty se hromadi v reakci na podminky sucha, soli a teplotnich extrémui. Osmolyty
pomahaji zmirilovat vodni stres a vyrovnavat tlak turgoru b&éhem stresu (Csonka 1989).
Osmolyty jsou také vynikajicimi kryoprotektory (Pemberton et al. 2012). Ukazalo se naptiklad,
ze prolin zvySuje mrazuvzdornost kvasinek (Morita et al. 2002; Takagi 2008) a rostlin (Yoshiba
et al. 1997; Hare et al. 1999; Szabados & Savouré 2010) a Ze je uzitecnym kryoprotektorem
proteinovych krystalii (Pemberton et al. 2012), larev much (Kostal et al. 2011; Kostal et al.
2012), rostlinnych bunek (Withers & King 1979) a lidskych kmenovych bunék (Freimark et al.
2011). Prolin je tedy jako osmolyt dilezitou molekulou, kterou pouzivaji riizné organismy k
boji proti stresu.

3.3.5.2 Energetickd homeostaza a NADP* / NADPH

Kromé dfive diskutovanych chemickych vlastnosti prolinu mohou mit na toleranci stresu
vliv také zmény v metabolickém toku prolinu. Uginky metabolismu prolinu na intracelularni
redoxni stav byly dobfe studovany Phangem et al. (1985), ktefi jako prvni navrhli, ze cyklus
prolin-P5C mohl pomoci udrzovat spravné hladiny NADP*/NADPH v cytosolu a Fidit oxida¢ni
pentozo-fosfatovou drahu (Phang 1985). Cyklovani prolinu a P5C pomoci PRODH a P5CR
vede k prenosu redukénich ekvivalentli z cytosolu do mitochondrii (Phang 1985; Miller et al.
2009). Elektrony jsou pfedavany do mitochondridlniho ETC pfimo z PRODH prostiednictvim
ubichinonu, coz vede ke zvySeni oxida¢ni fosforylace a produkce mitochondrialni ROS. Proto
se predpoklada, ze cyklus prolin-P5C pomahd udrzovat spravny pomér NADP+/NADPH
(Phang 1985; Miller et al. 2009). Cyklus prolin-P5C mize byt obzvlasté dalezity v ptipadé, kdy
zvy$ena aktivita PRODH neni vyvazena aktivitou PSCDH (Yoon et al. 2004; Miller et al. 2009).
V soucasné dob¢ neni znamo, jak se P5C dopravuje do nitra mitochondrii a zpét. Dobry piehled
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cyklu prolin-P5C a sirokych u¢inkd metabolismu prolinu poskytl pomérné nedavno (2012) ve
svém ¢lanku Phang (Phang et al. 2012).

3.3.6 Transport prolinu

Mezibuné&ény transport prolinu se nachazi mezi cytosolem, chloroplasty a mitochondriemi,
jak vyplyva z kompartmentalizace metabolismu prolinu. Bylo popsano, Ze pfijem prolinu v
mitochondriich je aktivnim procesem, ktery naznacuje existenci specifickych transportérd
aminokyselin (Yu et al. 1983). Tyto transportéry byly identifikovany v Arabidopsis thaliana
(Rentsch et al. 1996) a u pylu raj¢at (Schwacke et al. 1999). Nejméné tii transportéry (Pro T1,
Pro T2 a AAPS) prolinu byly identifikovany v Arabidopsis thaliana na zékladé technologie C-
DNA (Rentsch et al. 1996). Tyto transportéry patii do rodiny aminokyselinovych permeaz
(AKP) a jsou expresovany za stresovych podminek. Transportér Pro T1 je expresovan
vudypfitomné, avSak u rostlin Arabidopsis thaliana vystavenych solnému stresu, byly
zaznamenany vy$$i hladiny Pro T1 v kofenech, stoncich a kvétech. Mladé rostliny vykazovaly
nejvyssi expresi Pro T1 zejména ve floému stonku. Pfi vodnim a solném stresu byla
zaznamenana silnd exprese transportéru Pro T2, zatimco transkripty AAP6 byly detekovany
pfevazné v absorbcnich pletivech (kofenech, kaulescentnich listech) (Rentsch et al. 1996). U
nestresovanych rostlin halofytového druhu Limonium latifolium byl prolin sekvestrovan do
vakuol, zatimco v cytosolu rostlin v solném stresu byl detekovan vysoky obsah prolinu, coz
naznacuje novy vyznam prolinové biosyntézy, stejné tak jako transport pro akumulaci prolinu
(Gagneul et al. 2007).

3.3.7 Vyznam akumulace prolinu u rostlin

Prolin se akumuluje v mnoha rostlinnych druzich v reakci na environmentalni stres. A¢koli
o jeho metabolismu je znamo mnoho, n€které aspekty jeho biologickych funkci jsou stale
nejasné. Prolin muze pusobit jako signalni molekula pro modulaci mitochondrialnich funkei,
ovlivilovat bunécnou proliferaci nebo bunéénou smrt a spoustét specifickou genovou expresi,
ktera mlze byt nezbytna pro obnovu rostlin ze stresu. Ackoli regulace a funkce akumulace
prolinu jesté nejsou zcela pochopeny, inzenyrstvi metabolismu prolinu by mohlo vést k novym
prilezitostem ve zlepSeni tolerance rostlin vic¢i environmentdlnim stresim (Szabados &
Savouré¢ 2010).

Je zndmo, Ze se prolin hromadi v reakci na nékolik abiotickych strest a zvySend akumulace
prolinu a glycin betainu muZe snizit poskozeni vyvolané stresem rostlinnych bun¢k (Hasegawa
et al. 2000). Pfedpoklada se, ze tato akumulace je ochrannym mechanismem proti mnoha
nepfiznivym environmentalnim podnétim. Mnoho druhti rostlin pfirozené akumuluje glycin
betain a prolin jako hlavni organické osmolyty, kdyz jsou vystaveny riznym abiotickym
strestim, jako je sucho (van Heerden & Kriiger 2002; Ashraf & Foolad 2007; Seki et al. 2007).
Pti vyskytu vodniho deficitu, salinity, nizké teploty, pti vystaveni tézkym kovim, UV zateni
apod. je znama akumulace prolinu (Hare & Cress 1998). Kromé toho, Ze piisobi jako osmolyt
pro osmotickou Upravu, pfispiva prolin také ke stabilizaci subcelularnich struktur (napf.
membran a proteini), zachyceni volnych radikalt a pufrovani bunééného redoxniho potencialu
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za podminek vystaveni stresu (Ashraf & Foolad 2007). Mize také pisobit jako hydrotrop
kompatibilni s proteinem, dale dokaze zmirnit cytoplazmatickou acidézu a udrzet vhodné
poméry NADP*/NADPH kompatibilni s metabolismem (Hare & Cress 1997). U mnoha druhti
rostlin byla akumulace prolinu ve stresovych podminkach zasolenim korelovana se stresovou
toleranci a prokazalo se, ze koncentrace prolinu je obecné vyssi v rostlinach tolerantnéjsich k
soli, nez v rostlinach na sil citlivych (Fougére & Le Rudulier 1991). K akumulaci prolinu
obvykle dochazi v cytoplazmé, kde ptisobi jako molekularni chaperon stabilizujici strukturu
proteinti a jejich akumula¢ni pufr cytosolického pH a udrzuje redoxni stav bun¢k. Existuje také
nazor, ze jeho akumulace mtize byt soucasti stresového signalu ovlivitujiciho adaptivni reakce
(Nainawatee & Chowdhury 1995).

Je schopen chranit butiky pted poSkozenim, puisobenim jako osmotické ¢inidlo, tak i jako
tzv. ,,lapa¢ radikalt“. Prolin nahromadény béhem stresové epizody je degradovan, aby poskytl
zdroj energie, ktery bude pohanét rist, jakmile se stres zmirni. Prolinova homeostaza je dulezita
pro aktivni déleni bunék, jelikoz napomaha pfi dlouhodobém stresu udrzovat rist. Podtrhuje
také dulezitost expanze prolinového kanalu béhem ptechodu z vegetativniho na reprodukéni
rust a zahajeni vyvoje semene. Jeho tilohou v reprodukéni tkani je stabilizovat soubor semen a
produktivitu. K vyrovnani abiotického stresu, je dulezity vyvin strategie pro zvySeni
prolinového kanalu v reprodukéni tkani (Kavi Kishor & Sreenivasulu 2014).

Akumulace prolinu miZe snizit stresem indukovanou bunéénou acidifikaci nebo primarni
oxida¢ni respiraci pro poskytnuti energie potiebné k regeneraci (Hare & Cress 1997).

3.3.8 Vliv exogenni aplikace prolinu na rostliny

Pii vystaveni rostlin abiotickému stresu dochazi ke zpomaleni ¢i uplnému zastaveni jejich
rustu. Exogenni aplikace prolinu vSak poskytla rostlindm po vystaveni solnému stresu
osmotickou protekci a také zvysila jejich rust (Csonka & Hanson 1991; Yancey 1994). Roy et
al. (1993) uvedli, ze exogenné aplikovany prolin v nizké koncentraci zmirnil nepiiznivé G¢inky
solného stresu na ryzi (Oryza sativa) (Rhodes & Hanson 1993). Po pfidani prolinu do
kultivaéniho média v nizkych koncentracich byl u¢inn€ zmirnén pokles Cerstvé hmotnosti,
vyvolany solnym stresem, a také bylo snizeno peroxida¢ni poskozeni lipidovych membran
Vv jadte podzemnice olejné (Arachis hypogea). Vyssi koncentrace prolinu se naopak
neprokazaly byt prospésné (Jain et al. 2001). Studie od Ehsanpour & Fatahian (2003) uvedla,
ze exogenni aplikace prolinu na kultivaéni médium, které bylo vystaveno solnému stresu, vedla
ke zvySeni suché hmotnosti a také ke zvySeni obsahu volného prolinu v buinikdch kalusu
vojtésky (Medicago sativa). Ali et al. (2007) uvadgji, Zze exogenni prolin, aplikovany jako
postiikové oSetfeni v juvenilni nebo ve vegetativni fazi kukufice (Zea mays), vedl ke
zvySenému ristu v prostfedi vodniho deficitu. Prolin, aplikovany jako mofidlo semen pied
setim, zmirnil u pSenice seté (Triticum aestivum) nepiiznivé u¢inky vyvolané stresem z ditvodu
sucha, coz vedlo ke zvySeni charakteristik ristu a vynosu (Kamran et al. 2009). Exogenni
aplikace prolinu zapfi€inila zvy3eni riistu a udrZeni stavu Zivin podporou pifjmu K*, Ca*, Pa N
u rostlin kukufice (Zea mays), které byly vystaveny stresu prostiedi vodniho deficitu (Ali et al.
2008).

25



3.3.9 Vliv exogenniho prolinu na vztahy mezi rostlinami, vodou a fotosyntézou

Je znamo, Ze stres obecné méni vztahy mezi vodou a rostlinou (Barcelo & Poschenrieder
1990), coz mize ovlivnit absorpci vody, vzestup mizy, stomatalni funkci (Poschenrieder &
Barceld 1999) a zpomaleni biosyntézy chlorofylu (Singh & Tewari 2003) a nakonec vést ke
snizeni fotosyntézy. SniZeni vodniho potencialu v listech (LWP) je také spojeno se stresem.
Poruchy vztaht mezi rostlinami a vodou v dusledku expozice té€zkym koviim spousti akumulaci
prolinu. Tento G¢inek byl pozorovan napiiklad v reakci na Cd v salatu (Lactuca sativa) (Costa
& Morel 1994). Exogenni aplikace prolinu na bob obecny (Vicia faba) vyznamné zvysila LWP
béhem stresu ze zasoleni (Gadallah 1999). Doplnény exogenni prolin zmirnil sniZeni
fotosyntetické aktivity a vztahtt LWP pod solnym stresem V olivovniku (Olea europaea L. cv
Chemlali) a zmiriujici t¢inek prolinu byl zavisly na jeho koncentraci (ben Ahmed et al. 2010).
Je dobfe prokazano, Ze prolin chrani rostliny pfed stresem stabilizaci mitochondriadlniho
transportniho elektronového komplexu II (Hamilton & Heckathorn 2001), membran a proteint
(Paleg et al. 1984; Hare et al. 1998; Mansour 1998; McNeil et al. 1999; Holmstrom et al. 2000)
a enzymd jako je RUBISCO (Allen et al. 1997). Ve srovnani s jinymi osmolyty, jako je glycin
betain, byl exogenné aplikovany prolin vysoce u¢inny pii zmirfiovani stresu generovaného
NaCl v butikach tabaku (Nicotiana rustica) (Ashraf & Foolad 2007). Horni i dolni stomata bobu
obecného (Vicia faba) reagovaly na rizné koncentrace prolinu dodavané exogenné bud’ na
oddélené listy nebo neporusené listy (Rajagopal 1981). Stomata na abaxidlnich povrsich
vykazovaly vétsi odolnost nez ta na adaxialnich povrsich pfi exogennim oSetfeni prolinem.
Kromé toho byly nizsi koncentrace exogenniho prolinu pii zvySovani stomatdlni rezistence
jesté ucinngjsi nez u postiiku kyselinou abcisovou ABA (Rajagopal 1981). Ve studii Rajagopala
a Sinhy (1980), si exogenné aplikovany prolin udrZel turgiditu v listech rostlin jemene
(Hordeum vulgare) a pSenice (Triticum aestivum), které byly vystavené stresu (Rajagopal &
Sinha 1980).

3.3.10 Vliv exogenniho prolinu na oxida¢ni stres a antioxida¢ni systém

Rostliny nepfetrzité syntetizuji reaktivni formy kysliku (ROS) jako vedlejsi produkt
riznych metabolickych drah (Foyer et al. 1994). ROS hraji vyznamnou roli pfi zajistovani
ochrany pied skodlivymi patogeny (Alvarez & Lamb 1997; Doke 1997; Bolwell 2002). Jsou
také dualezité pifi tvorbé vodivych pletiv, procesu dfevnaténi a nékolika dalich vyvojovych
procesech (Tevini et al. 1991; Jacobson 1996; Fath 2002). Nadmérné hladiny ROS vsak vedou
k oxida¢nimu poskozeni rostlin, napf. poskozeni nukleovych kyselin, oxidaci bilkovin nebo
lipidt a degradaci chlorofylovych pigmentt (Fridovich 1986; Davies 1987; Imlay & Linn 1988;
Schutzendubel & Polle 2002). Generace ROS by proto méla zistat v mezich kompatibilnich s
rostlinami. Za normalnich podminek jsou ROS lapany riznymi antioxidaénimi obrannymi
slou¢eninami (Alscher et al. 1997). Pokud jsou v8ak rostliny vystaveny rtiznym biotickym a
abiotickym stresim, dochazi ke zvyseni tvorby ROS (Dat et al. 2000; Mano 2002; Mittler
2002a). Tato zvySena hladina ROS kromé zptsobeni vyse uvedeného poskozeni je také pfic¢inou
odtoku K* z buiiky (Shabala 2006).

Vyzkumy naznacuji, ze prolin je odpovédny za lapani ROS a dalSich volnych radikala
(Smirnoff & Cumbes 1989; Bohnert et al. 1995; Noctor & Foyer 1998; Niyogi 1999; Hong et
al. 2000; Okuma et al. 2004; Chen & Dickman 2005). Prolin, pokud je aplikovan exogenné na
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koteny husenicku rolniho (Arabidopsis), vede ke snizené hladin€ ROS, coz naznacuje potencial
prolinu sbirat ROS (Cuin & Shabala 2007). Dale exogenni aplikace prolinu také snizila ROS
indukovany odtok K* (Cuin & Shabala 2007). Hoque a kol. (2007) uvadéji, ze aktivity
antioxidacnich enzymt viz. katalaza (CAT), peroxiddza (POX) a superoxiddismutaza (SOD)
byly vyznamné zvySeny, kdyz byl prolin exogenné aplikovan v tabakovych suspenznich
kulturach vystavenych solnému stresu.

Dalsim dilezitym obrannym systémem rostlin na protekci bun¢k pted destruktivnim ROS
(tj. t8mi generovanymi v reakci na stres) je cyklus askorbat-glutathion (ASC-GSH) (Noctor &
Foyer 1998). Exogenni aplikace prolinu zvy$uje aktivitu enzymi v cyklu ASC-GSH. Aktivita
enzymt APX (askorbatperoxiddza), MDHAR (monohydro askorbatreduktaza) a DHAR
(dihydro askorbatreduktaza), které jsou slozkami cyklu ASC-GSH, byla vyznamné zvySena
exogenni aplikaci prolinu v tabakovych kulturdch vystavenych solnému stresu (Hoque et al.
2007). Kaul a kol. (2008) pomoci studii in vitro prokazali, ze exogenné aplikovany L-prolin se
ukazal jako uéinny lapa¢ volnych radikali (zejména ROS). Hong a kol. (2000) dospéli k zavéru,
ze role prolinu jako lapace volnych radikalt je dilezit&jsi pii zmirfiovani stresu nez jeho role
jako jednoduchého osmolytu. Islam a kol. (2009) prokazali, Ze prolin a betain proptjcuji
toleranci vii¢i stresu z kadmia v kultivovanych tabakovych bunikach zvySenim aktivity SOD a
CAT a také snizuji rychlost peroxidace lipidu.

3.3.11 Vliv exogenniho prolinu na rostliny vystavené stresu ze salinity

Vysoka salinita je hlavnim problémem, kterému ¢eli rostliny po celém svété, coz ma za
nasledek vazné metabolické poruchy, které snizuji produktivitu a vynos plodiny. Stres ze
salinity snizil rtist a obsah bilkovin v liru pfimoiském (Pancratium maritimum). Tento G¢inek
se v8ak vyznamné zvratil, kdyz byl exogenné dodan prolin (Khedr 2003). Kromé toho bylo
v liru ptimotském (Pancratium maritimum) pii exogennim doddvéani prolinu vyznamné
ptrekonano snizeni obsahu konjugatu ubikvitinu a inhibice antioxida¢nich enzymu katalazy a
peroxidazy (Khedr 2003). Ve studii provedené Gadallahem (1999), exogenni aplikace prolinu
zcela zmirnila poskozeni vyvolané salinitou u bobu obecného (Vicia faba). Poruchy membrany
vyvolané salinitou byly exogennim prolinem u bobu obecného (Vicia faba) také zmirnény
(Gadallah 1999). Ve stejné studii aplikace exogenniho prolinu zvysila obsah chlorofylu v
listech, relativni obsah vody v listech a celkovy rist rostlin. Exogenni aplikace prolinu také
zvysila procento kli¢ivosti a délku kofent u hrachu setého (Pisum sativum), vystaveného
solnému stresu (Bar-Nun & Poljakoff-Mayber 1977). Ve studii Ehsanpoura a Fatahiana (2003)
na buiikdch kalusu tolice vojtésky (Medicago sativa) vedl prolin, dodavany exogenné do
kultivaéniho média vystaveného solnému stresu, ke zvyseni suché hmotnosti a také zvysil obsah
volného prolinu v butikach kalusu (Ehsanpour & Fatahian 2003). Exogenni pfidani prolinu do
zivného média drasticky snizilo oxida¢ni poskozeni membran zpusobené salinitou v kosmatci
krystalovém (Mesembryanthemum crystalinum L.), coz méa za nasledek sniZenou hodnotu
peroxidace lipidd, ale i zvySeny obsah chlorofylu v listech rostlin stresovanych salinitou
(Shevyakova et al. 2009).
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3.3.12 Vliv exogenniho prolinu na rostliny vystavené stresu z radiace

Skodlivé zafeni, jako je UV-B (280-320 nm), je diileZitym environmentalnim faktorem,
ktery na vysSich urovnich neptiznivé ovliviiuje fotosyntézu a dalsi fyziologické procesy (Allen
et al. 1997; Rajendiran & Ramanujam 2003). V reakci na UV-B zafeni rostliny vyvijeji fadu
ochrannych mechanismt, napf. produkci screeningovych pigmenta UV-B a syntézu
ochrannych sloucenin v¢etné flavonoidi a prolinu (Tevini et al. 1991; Saradhi et al. 1995a; Day
& Vogelmann 1995). Volné radikaly vytvafené v reakci na expozici UV-B jsou prolinem
zachyceny (Saradhi et al. 1995a; Arora & Saradhi 2002). Studii Arory a Saradhi (2002) dale
podpofilo zjisténi, Ze juvenilni rostliny je¢émene setého (Hordeum vulgare), ptedem oSetfené
NaCl, byly odolngjsi vii¢i UV-B zafeni. Tato zvySena tolerance viuéi expozici UV-B byla
pravdépodobné zplsobena akumulaci prolinu, vyvolanou podminkami solného stresu (Fedina
et al. 2002). Krom¢ toho exogenni aplikace prolinu na juvenilni rostliny je¢mene setého
(Hordeum vulgare) nésledovana expozici UV-B méla za nasledek sniZeni poméru
chlorofyl/karotenoid, hodnoty vyvoje kysliku a fotochemické u¢innosti PS II a také zvysila
akumulaci prolinu (Fedina et al. 2003). Snizeny pomér chlorofyl/karotenoid exogenni aplikaci
prolinu byl zptisoben syntézou pigmenti, které poskytovaly ochranu buitkdm pied expozici
UV-B zaieni (Fedina et al. 2003).

3.3.13 Vliv exogenniho prolinu na rostliny vystavené teplotnimu stresu

Odchylka od optimalni teploty ma za nasledek vazné naruSeni riistu a vyvoje rostlin.
Tyto poruchy zahrnuji naru$eni membran v dusledku peroxidace lipidl, metabolické
modifikace, zmény obsahu bilkovin, enzymatické aktivity a unik elektrolyti a aminokyselin z
bunék. Aplikace chlazeni na tropické a subtropické rostliny, jako jsou fazole mungo (Vigna
radiata) a soja (Glycine max), vedla k vaznym fyziologickym a biochemickym dysfunkcim, z
nichz vétsina je zprostiedkovana aktivnimi druhy kysliku (Mittler 2002b).

Ochlazeni citlivych semen, kterd jsou nachylna k nizkym teplotdm b&hem rané faze
vstiebavani, ma za nasledek snizeni procenta kli¢ivosti (Bramlage et al. 1978; Leopold 1980;
Larcher 1981); Spatny riist juvenilnich rostlin a snizenou produktivitu rostlin (Larcher 1981).
Hare a kol. (2003) zjistili, ze kli¢ivost semen u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) byla
posilena exogenné aplikovanym prolinem (Hare et al. 2003). Kdyz byl prolin aplikovan
exogenné za stresu chladem, bylo také pozorovano zvyseni ristu rostlin (Fedina et al. 1993) a
produktivity plodin (Itai & Paleg 1982).

Studie odhalily, ze oxidaéni pent6zo-fosfatova draha (OPPP) hraje kli¢ovou roli pfi
spousténi kliceni semen u riznych druhu rostlin. Botha a kol. (1992) a Shetty (2004) navrhli,
ze existuje souvislost mezi OPPP a biosyntézou prolinu (Botha et al. 1992; Shetty 2004). To
dale potvrdili Posmyk & Janas (2007), ktefi nasli pozitivni korelaci pfi vystaveni stresu chladem
mezi obsahem endogenniho prolinu v semenech a pii kli¢eni (Posmyk & Janas 2007).

Potlacené kliceni semen mungo fazoli (Vigna radiata) pisobenim stresu teplotou 5 °C,
bylo piekonano, kdyz byla semena motfena prolinem. Dalsi exogenni aplikace prolinu méla
stimula¢ni G¢inek, zavisly na davce, na kliceni semen mungo fazoli (Vigna radiata) (Posmyk
& Janas 2007). Tento ucinek exogenniho prolinu byl pfi¢itdn stabilizaénimu potencialu
membrany (Matysik et al. 2002), ktery byl zménén z porézniho a propustného na stabilni a
nepropustny (Webster & Leopold 1977).
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Peroxidace lipidi, vyvolana ochlazovanim (Parkin & Kuo 1989), byla u¢inné pfekonana
aplikaci exogenniho prolinu u mungo fazoli (Vigna radiata) (Posmyk & Janas 2007). Exogenni
prolin pusobil jako aktivni lapa¢ kysliku, ¢imz ptekonal oxidacni stres, vyvolany chlazenim
(Posmyk & Janas 2007). Swaaij a kol. (1985) ur¢ili, ze aplikace exogenniho prolinu vedla ke
zvysené toleranci chladu v listech lilku (Solanum) (Swaaij et al. 1985). Exogenni oSetieni
prolinem také zvysilo obsah prolinu v listech, ¢imz zmirnilo stres vyvolany chladem. Kromé
toho, Ze exogenni prolin ptsobil jako lapa¢ volnych radikal a stabilizator membran, pusobil
také jako zdroj dusiku a uhliku, ¢imz zlepsil rist a regeneraci juvenilnich rostlin mungo fazoli
(Vigna radiata), vystavenych stresu chladem (Posmyk & Janas 2007).

3.3.14 Vliv exogenniho prolinu na ostatni metabolity a enzymy

Je znamo, Ze exogenni aplikace prolinu kromé& zvySeni aktivity antioxida¢nich enzymu
(CAT, POX a SOD) zvysuje aktivitu dalsich enzymu (Hoque et al. 2007). Aktivita nitrogenazy
ve hlizkach na kofenech sdjovych bobu (Glycine max) stresovanych suchem byla vyznamné
navysena po exogenni aplikaci prolinu. AvSak kdyZ byly testovany i jiné osmolyty, jako je
malat, nedo§lo v hlizkach stresovanych suchem k zadnému vyznamnému zvySeni aktivity
nitrogenazy (Pedersen et al. 1996). Je znamo, Ze prolin pusobi jako ochranny enzym b&hem
podminek abiotického stresu (Okuma et al. 2000; Sharma & Shanker Dubey 2005). Tento
ucinek je dale podporovan zjisténim, ze exogenni aplikace prolinu zmirnila stres zasolenim
zvySenim regulace proteind chranicich proti stresu v liru pfimotském (Pancratium maritimum)
(Khedr 2003) a snizenim oxidace lipidovych membran v tabaku (Okuma et al. 2004).

Je dobie znamo, ze stres vede ke zvySené akumulaci prolinu v kofenovych hlizkach.
Kohl a kol. uvadéji, Ze stres z vodniho deficitu vyvolal aktivitu enzymi prolinového
metabolismu, jako je prolin dehydrogenaza (PRODH) v bakteroidech, coz naznacuje, Ze prolin
muize byt importovan do symbiosomi jako substrat pro bakteroidy b&hem obdobi stresu (Kohl
et al. 1991). Toto zjisténi bylo dale potvrzeno pozorovanim, kdy poté co byl prolin aplikovan
exogenné na sojové (Glycine max) hlizky stresované suchem, byl relativné rychlej$im tempem
importovan pies symbiosomovou membranu a ddle metabolizovan bakteroidy a pouzit ke
zvySeni aktivity nitrosazy v hlizkach (Pedersen et al. 1996). Kromé toho prolin chranil enzymy
pied teplem, salinitou nebo stresem z chladu za podminek in vitro (Paleg et al. 1981; Krall et
al. 1989). Je to zpusobeno skute¢nosti, Ze trojrozmérnad struktura proteinti je Fizena
hydrofobnimi a hydrofilnimi iontovymi interakcemi a interakcemi mezi postrannimi fetézci
slozky aminokyselin. Prolin by mohl zasahovat do téchto vazeb postrannich fetézcti a vyvolat
konformaéni zmény v enzymovém proteinu, a tak ovlivnit jejich aktivitu (Schobert 1977; Paleg
et al. 1981).

Gadallah (1999) uvedl, Ze obsah rozpustnych cukrt, hydrolyzovatelnych cukri a
rozpustnych proteinii v bobu obecném (Vicia faba), ktery byl stresovan zasolenim, vyznamné
vzrostl, kdyZ byl prolin doddvan exogenné. Posmyk & Janas (2007) uvedli, Ze juvenilni rostliny
mungo fazoli (Vigna radiata) vystavené stresu chladem, vedly ke zvyseni obsahu fenolickych
latek po dodéni exogenniho prolinu. Fenolika jako endogenni prolin pisobi jako lapac¢ volnych
radikalu, ¢imz prekonava oxidacni stres (Janas et al. 2000; Shetty et al. 2001).
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3.3.15 Toxicita prolinu v restlinach

Navzdory piiznivym t¢inklim exogenni aplikace ma prolin toxické u¢inky Vv piipade, ze
je nadmérné akumulovan ¢&i aplikovan v nadmérnych koncentracich. Takové negativni G¢inky
exogenniho prolinu byly pozorovany u raj¢at (Solanum), kde byla pozorovana nerovnovéaha v
anorganickych iontech (Heuer 2003). Pokud byl prolin v nizké koncentraci (napt. 30 mM)
aplikovan exogenng, zmirnil G¢inky stresu ze zasoleni na ¢asny rist semen ryze seté (Oryza
sativa), zatimco pfi vyssich koncentracich (40-50 mM) prolin vedl k toxickym u¢inkim a
$patnému rastu rostlin (Roy et al. 1993). Ve studii Hare a kol. (2001) bylo prokazano, Ze prolin
aplikovany exogenné Vv nizké koncentraci zvySoval in vitro organogenezi u explantat
hypokotyld huseni¢ku rolniho (Arabidopsis) zatimco jeho rist byl pii vyssich koncentracich
inhibovan. Vysvétleni tohoto toxického uéinku exogenniho prolinu je pfi¢itano skutecnosti, ze
niz§i koncentrace aktivovaly cyklus syntézy cytosolického prolinu z glutamatu a
mitochondridlni degradace prolinu, ktery soucasné poskytoval NADP* k ¥izeni biosyntézy
cytosolického purinu a snizovani ekvivalenti mitochondrialni fosforylace ADP (Hare et al.
2003). Indukce exogennim prolinem genu husenic¢ku rolniho (Arabidopsis), ktery koduje prolin
dehydrogenazu (PRODH) (Kiyosue et al. 1996), je v souladu s touto hypotézou. Pii vyssich
hladinach exogenniho prolinu v§ak zpétnovazebna inhibice Al-pyrolin-5-karboxylat syntetizy
(P5CS) (Zhang et al. 1995; Garcia-Rios et al. 1997) blokovala biosyntetickou &ast tohoto cyklu,
a tim inhibovala organogenezi, jako u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis) (Hare et al. 2001). Byly
také pozorovany toxické uc€inky exogenniho prolinu, kde byl inhibovan rist suspenzni kultury
slané travy (Distichlis spicata), kdyz byl exogenné aplikovan prolin ve vysoké koncentraci.
Toto oSetieni také snizilo biosyntézu prolinu (Rodriguez & Heyser 1988).

Chen & Kao (1995) naznacili, Ze vysoké koncentrace prolinu napodobuji toxické u¢inky
kadmia u juvenilnich rostlin ryze seté (Oryza sativa). Nanjo a kol. (2003) hodnotili toxicitu
prolinu u mutantni pdh znacené T-DNA Vv huseni¢ku rolnim (Arabidopsis), ktera byla defektni
v prolin dehydrogenaze (At PRODH), zodpovédné za katalyzaci prvniho kroku katabolismu
prolinu. Tato mutace pdh byla piecitlivéla na exogenni L-prolin v koncentracich <10 mM,
zatimco plana varianta pii téchto koncentracich rostla normalné (Nanjo et al. 2003).

Kromé vy$e uvedenych toxickych G¢ink exogenniho prolinu bylo prokazano, ze pokud je
dodavan ve vysokych koncentracich destabilizuje DNA helix, snizuje bod tani DNA, zvySuje
citlivost na nukleazu S1 a zvySuje necitlivost na DNA-azul (Rajendrakumar et al. 1997)
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5 Metodika

V ramci pokusu byl sledovan vliv vodniho deficitu a soubé&Zzny vliv exogenni aplikace
prolinu u rostlin pSenice seté (Triticum aestivum) odridy Bohemia na obsah volného prolinu v
rostlinnych pletivech, s predpokladem moznosti vyuziti této latky proti stresu z vodniho
deficitu.

U modelovych rostlin psenice seté (Triticum aestivum) byla uskute¢néna foliarni aplikace
prolinu a simulovan vodni stres. Byl hodnocen obsah metaboliti rostliny (prolin) a sledovany
vybrané fyziologické parametry.

Béhem experimentu byly rostliny pSenice seté ,, Triticum aestivum* péstovany za tepelné
fizenych podminek a ¢asteéné fizenych svételnych podminek v experimentalnim skleniku
katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU v Praze. V dennich hodinach byla teplota
nastavena na 25 °C a v no¢nich hodinach na 18 °C. Rostliny byly péstovany v PVC boxech o
rozméru 37 cm x 27 cm x 14 cm. Vysev probéhl 17.8.2020 do zahradniho substratu A
(maximalné 10 % &astic nad 10 mm), pH ve vodném roztoku 5,5 — 6,5, substrat byl prosty
plevel a skidct, obsah spalitelnych latek ve vysuseném vzorku byl 55%, obsah Zivin: N: 80 —
120 mg.I, P20s: 50 — 100 mg.I%, Kz0: 100 — 150 mg.l". obsah rizikovych prvki podle
zakonného limitu v mg.kg'l susiny: Cd 1; Pb 100; Hg 1; As 10; Cr 100; Cu 100; Ni 50; Zn 200.
V pribéhu celého experimentu byla snaha o simulaci pribéhu jednotlivych agrotechnickych
postupi, které jsou pouzivany i v praxi. Po vysevu jednotlivych semen do 18 péstebnich nadob
ve sponu (4 fady x 7 sloupcii X 2 semena), byly rostliny pravidelné zavlazovany a dohnojovany
na vynosovy potencial. Ve fazi BBCH 27 prob¢hlo kraceni rostlin pfipravkem CCC a zaroven
tato aplikace ve sklenikovych podminkach méla podpofit odnozovani rostlin. Pfed zahajenim
pokusu, kterym byla exogenni aplikace prolinu, probéhlo dohnojeni substratd na piiblizny
odbérovy normativ pSenice seté, na vynosovy potencial 5t N, P, K a Mg. Poté nasledovalo
rozdéleni rostlin do jednotlivych skupin podle stresu a aplikace uc¢inné latky: jednotlivé
varianty, zavlaZzovana varianta bez aplikace prolinu (K), zavlazovana varianta s aplikaci prolinu
(KP), Varianta vystavena stresu suchem (S), stresovana varianta s aplikaci prolinu (SP). V
prubéhu pokusu byly stresované varianty v nékterych terminech zavlazovany, a to proto, aby
se pro zkoumané rostliny nestalo piili§ vysoké sucho letalnim. Cilem bylo rostliny dopéstovat
do faze metani.

Casovy harmonogram pokusu:

Vysev 17.8.2020

27.8.2020 - Aplikace CCC (3,75 g/1 1), mocoviny (70 g/1 1), MgSOs (50 g/1 1)
10.9.2020 - Foliarni aplikace mikroelementy prolinu (0,0115 g/100 ml = 1 mM roztok)
17.9.2020 - @ zalivka

24.9.2020 - 1. odbér 7 dni dehydratace

1.10.2020 — 2. odbér 14 dni dehydratace

2.10.2020 — 1 den rehydratace

8.10.2020 - 3. odbér 7 dni rehydratace
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5.1 Stanoveni obsahu volného prolinu

Pouzita metodika pro stanoveni koncentrace prolinu v rostlinném pletivu byla upravena z
ptivodni metodiky podle Batese (1973). Volny prolin je z rostlinného pletiva ziskan pomoci 3%
kyseliny sulfosalicylové. Tato bezbarva kyselina ptisobi jako efektivni proteinové srazedlo ve
vodném roztoku, do n¢hoz jsou vlozena rostlinnd pletiva a nasledné¢ jsou drcena. Pro detekci
prolinu je vyuzita reakce s ninhydrinem, jelikoz spole¢né vyviji barevnou latku schopnou
absorbovat elektromagnetické zafeni tzv. chromofor. K extrakci prolin-ninhydrinového
chromoforu se pouziva toluen, do kterého tato sloucenina velmi ochotné pfechazi. Spektrum
daného chromoforu je zjisténo ve spektrofotometru (Bates et al. 1973).

Vzorek listového pletiva (bez stredni zilky) o hmotnosti 0,5 g byl nejprve rozetien v 10 ml
3% kyseliny sulfosalicylové v tfeci misce. Homogenizovana smés byla prefiltrovana pres
Bychnerovu nalevku s filtraénim papirem. Dale byla vytvafena analyticka smés z 1 ml filtratu,
1 ml ninhydrinu a 1 ml kyseliny octové ve tfech opakovanich, ta byla dale promisena na
ttepacce po dobu 10 minut a posléze vaiena pii 80 az 90 °C po dobu 30 minut. Po uplynulé
dobé, ktera byla nezbytna pro dostate¢ny vyvoj barvy, jsme nechali vzorky zchladnout. Po
vychladnuti bylo do kazdé zkumavky se vzorkem piidano adekvatni mnoZstvi toluenu. To
¢inilo 3 ml a smés byla opét protiepana na tfepacce. Po oddé€leni fazi (cca 20 minut) byla
promé&iena absorbance horni vrstvy vzorki pti 520 nm na spektrofotometru UV-Vis, Evolution
210 a srovnana s kalibraéni kfivkou.

5.2 Listovy vodni potencial

Vzorky listll pro stanoveni potencidlu listové vody (yw) byly umistény do injekéni
stiikacky, utésnény Para filmem a zmrazeny na teplotu -24 ° C. Pfed samotnym méfenim byly
injekéni stifkacky udrzovany na laboratorni teploté, dokud se tkan zcela nerozmrazila. Vodni
potencial (MPa) byl stanoven na zaklad¢ nékolika kapek bun€k na terce filtracniho papiru
Whatman Grade 1 o praméru 1,5 cm a méfen pomoci pfistroje WP 4C Dew Point
PotentialMeter (Decagon Devices, Inc., USA). Méfeni téchto parametrii probihalo béhem tii
opakovani péti vzorki rostlin.

5.3 Listova vyména plyni

Cista asimilace CO, (A; pmol CO2 m? s), stomatalni vodivost (gs; mol m? s) a
transpirace (E; mmol m2. s%) byly méteny na 4. nebo 5. plné vzrostlych listech in situ pomoci
pfenosného systému pro vyménu plyni LCi Portable Photosynthesis System (ADC
BioScientific Ltd., Hoddesdon, Velka Britanie). Vymeéna plynu byla méfena od 9:00 do 11:00
stiedoevropského asu. Ozateni bylo 450 pmol m?2 s fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR),
teplota v méfici komofte byla 23 ° C a doba méfeni kazdého vzorku byl 15minutovy interval po
stanoveni podminek v ustileném stavu uvnitf méfici komory. Méfeni téchto parametrd
probéhlo vzdy na jednom listu z vybéru tii rostlin.
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5.4 Efektivita vyuziti vody

Definice G¢innosti vyuzivani vody (WUE) je pomér mezi efektivnim vyuzitim vody a
skuteénym odbérem vody neboli u¢innost vyuziti vody (WUE) oznacuje pomér vody pouzité v
metabolismu rostlin k vodé ztracené rostlinou pfi transpiraci. Charakterizuje v konkrétnim
procesu, jak efektivni je pouziti vody. Pro vypocet WUE byl pouzit pomér ¢isté asimilace CO2
(fotosyntézy) a transpirace.

5.5 Statistické analyzy

Pro analyzu rozptylu vodniho deficitu u sledovanych variant rostlin byla provedena
ANOVA. Hodnoty ANOVA a HSD pro kazdou proménnou byly analyzovany pomoci rozptylu
vodniho rezimu. Analyza byla provedena pomoci statistického programu STATISTICA 12
(StatSoft CR, s.r.0.) Vyznamné rozdily mezi primérem opakovani byly testovany pomoci
Tukeyho HSD testu.
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6 Vysledky

6.1 Obsah prolinu v biomase

F(6, 48)=106.83, p=0.0000
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Graf 1: Obsah prolinu (mg. g-1 FM) v biomase sledovanych rostlin: varianta K — kontrola, v. SP — stresovand varianta s aplikaci
prolinu, v. S — stresovand varianta bez aplikace prolinu, v. KP — kontrola s aplikaci prolinu

V grafu 1 je zobrazen dopad vodniho deficitu na obsah prolinu (mg. g* FM) v listech
sledovanych rostlin pSenice seté (Triticum aestivum). Z grafu jsou viditelné patmé rozdily
Vv obsahu prolinu mezi jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu deficitu vici variantam
kontrolnim. V po¢atku pokusu (pfi prvnim odbéru rostlin) byl u vSech variant po 7 dnech
dehydratace rozdil v hodnotach obsahu prolinu mezi jednotlivymi variantami nepriikazny.
S postupnym pusobenim vodniho deficitu doslo k narustu obsahu prolinu u stresovanych
variant. Pfi druhém odbéru, tj. po 14 dnech dehydratace, doslo ke statisticky vyznamnému
narustu obsahu prolinu u obou stresovanych variant. Varianta SP obsahovala az 8nasobek
hodnoty obsahu prolinu oproti kontrolni variant¢ KP a varianta S obsahovala az 15nasobek
hodnoty obsahu prolinu v listech oproti kontrolni varianté¢ K. Po néasledujicich 7 dnech
rehydratace se naméfeny obsah prolinu v listech vSech sledovanych variant navratil
k obdobnym hodnotam, které byly naméfeny pii prvnim odbéru.
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5.2 Vodni potencial

F(6, 81)=3.1030, p=.00871
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Graf 2: Vodni potencidl (MPa) sledovanych variant rostlin: varianta K — kontrola, v. SP — stresovand varianta s aplikaci prolinu,
v. S —stresovand varianta bez aplikace prolinu, v. KP — kontrola s aplikaci prolinu

V grafu 2 je zobrazen dopad vodniho deficitu na vodni potencial (MPa) v listech
sledovanych rostlin p3enice seté (Triticum aestivum). Z grafu jsou viditelné patmé rozdily
V hodnotach vodniho potencialu (MPa) mezi jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu
deficitu vac¢i variantdm kontrolnim. V pocatku pokusu (pfi prvnim odbéru rostlin) doslo
k priikaznému sniZeni vodniho potencialu u stresované varianty. U ostatnich variant nebyl po 7
dnech dehydratace statisticky vyznamny rozdil v hodnotach vodniho potencialu. S postupnym
pusobenim vodniho deficitu doslo pii druhém odbéru, tj. po 14 dnech dehydratace k vyraznému
snizeni vodniho potencialu u stresovanych variant. U varianty SP doslo ke snizeni vodniho
potencialu o polovinu oproti kontrolni variant¢ KP a u varianty S doslo k poklesu téméf o
dvojnasobek hodnoty vodniho potencialu v listech oproti kontrolni varianté K. Po nasledujicich
7 dnech rehydratace se naméfené hodnoty vodniho potencialu v listech v8ech sledovanych
variant navratily k obdobnym, statisticky rozdilné nevyznamnym hodnotam, které byly
naméfeny pii prvnim odbéru.
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5.3 Cista asimilace CO:

F(6, 1866)=109.31, p=0.0000
2

21

20

[] varianta

K
E3 varianta
S

EH varianta
KP
varianta
SP

14 21
den

Graf 3: Cistd asimilace CO2 (A; umol CO2 m-2. s-1) sledovanych variant rostlin: varianta K — kontrola, v. SP — stresovand
varianta s aplikaci prolinu, v. S — stresovand varianta bez aplikace prolinu, v. KP — kontrola s aplikaci prolinu

V grafu 3 je zobrazen dopad vodniho deficitu na &istou asimilaci CO2 (A; umol CO, m?s”
1y v listech sledovanych rostlin psenice seté (Triticum aestivum). Z grafu jsou viditelné patrné
rozdily v hodnotach A mezi vSemi jednotlivymi variantami. V poéatku pokusu (pfi prvnim
odbéru rostlin) po 7 dnech dehydratace byl naméfen statisticky vyznamny rozdil v hodnotach
asimilace CO2 mezi variantami kontrolnimi a variantami stresovanymi. S postupnym
plsobenim vodniho deficitu doSlo k vyznamnému sniZzeni hodnoty cisté¢ asimilace CO;
stresované varianty SP. Pii druhém odbéru, tj. po 14 dnech dehydratace, doslo ke statisticky
vyznamnému sniZeni ¢isté asimilace CO u variant K a SP (0 17 %). Po néasledujicich 7 dnech
rehydratace se hodnota ¢isté asimilace CO; vyrazné statisticky zvysila u varianty SP a dale se
zvysila u varianty S. Naopak u varianty KP se hodnota ¢isté asimilace CO2 vyrazné po 7 dnech
rehydratace snizila. K snizeni rychlosti fotosyntézy do$lo rovnéz u kontrolni varianty pfi
druhém a tfetim méfeni.
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5.4 Stomatalni vodivost

F(6, 1866)=205.33, p=0.0000
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Graf 4: Stomatdlni vodivost sledovanych variant rostlin (gs; mol m-2. s-1): varianta K — kontrola, v. SP — stresovand varianta
s aplikaci prolinu, v. S — stresovand varianta bez aplikace prolinu, v. KP — kontrola s aplikaci prolinu

V grafu 4 je zobrazen dopad vodniho deficitu na stomatalni vodivost (gs; mol m?2. s*)
v listech sledovanych rostlin pSenice seté (Triticum aestivum). Z grafu jsou viditelné patrné
rozdily ve stomatalni vodivosti mezi jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu deficitu
vuéi variantdm kontrolnim. V pocatku pokusu (pfi prvnim odbéru rostlin) byl po 7 dnech
dehydratace statisticky vyznamny rozdil v hodnotach stomatélni vodivosti mezi kontrolnimi a
stresovanymi variantami, kdy stresované varianty mély o cca 70% nizsi hodnotu gs oproti
kontrolnim variantam. S postupnym pusobenim vodniho deficitu doslo po 14 dnech
dehydratace (pfi druhém odbéru) ke sniZeni rozdilu mezi témito variantami, avSak hodnoty gs
u vech variant se statisticky snizily. Po nasledujicich 7 dnech rehydratace se pfi tietim odbéru
rostlin hodnoty gs stresovanych variant statisticky vyznamné, oproti hodnotdm z druhého
odbéru, zvysily. Hodnoty gs kontrolnich variant se na obdobné hodnoty taktéz zvysily.
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5.5 Transpirace

F(6, 1866)=241.87, p=0.0000
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Graf 5: Transpirace sledovanych variant rostlin (E; mmol m-2. s-1): varianta K — kontrola, v. SP — stresovand varianta s
aplikaci prolinu, v. S — stresovand varianta bez aplikace prolinu, v. KP — kontrola s aplikaci prolinu

V grafu 5 je zobrazen dopad vodniho deficitu na transpiraci (E; mmol m2. s?) v listech
sledovanych rostlin pSenice seté (Triticum aestivum). Z grafu jsou viditelné patmé rozdily
v transpiraci mezi jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu deficitu vi¢i variantam
kontrolnim. V pocatku pokusu (pfi prvnim odbéru rostlin) byl po 7 dnech dehydratace
statisticky vyznamny rozdil v hodnotach transpirace mezi kontrolnimi a stresovanymi
variantami, kdy stresované varianty méli cca o 50% niz§i hodnotu E oproti kontrolnim
variantam. S postupnym ptsobenim vodniho deficitu doslo po 14 dnech dehydratace (pfi tfetim
odbéru) ke zvétSeni rozdilu mezi témito variantami, avSak hodnoty E u vSech variant se
statisticky sniZzily. Po nasledujicich 7 dnech rehydratace se pfi tfetim odbéru rostlin hodnoty E
stresovanych variant statisticky vyznamné, oproti hodnotdm z druhého odbéru, zvysily.
Hodnoty E kontrolnich variant mezi 2. a 3. odbérem viceméné¢ stagnovaly.
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5.6 Efektivita vyuZiti vody

F(6, 1866)=186.25, p=0.0000

g -
8t 0
7t =
6f H
w =
g =
5| S
4t =
H [ varianta
3t H K
H 3 varianta
= S
2 H [ HH varianta
14 21 KP
varianta
den SP

Graf 6: Efektivita vyuZiti vody (WUE) sledovanymi variantami rostlin: varianta K — kontrola, v. SP — stresovand varianta s
aplikaci prolinu, v. S — stresovand varianta bez aplikace prolinu, v. KP — kontrola s aplikaci prolinu

V grafu 6 je zobrazen dopad vodniho deficitu na efektivitu vyuziti vody (WUE) v listech
sledovanych rostlin pSenice seté (Triticum aestivum). Z grafu jsou viditelné patrné rozdily
V hodnotdch WUE mezi jednotlivymi variantami vystavenymi vodnimu deficitu viéi variantam
kontrolnim. V poc¢atku pokusu (pfi 1. odbéru rostlin) byl po 7 dnech dehydratace statisticky
vyznamny rozdil v hodnotich WUE mezi kontrolnimi a stresovanymi variantami, kdy
stresované varianty méli 0 45 % (S) a 39 % (SP) vétsi hodnotu WUE oproti kontrolnim
variantam. S postupnym pasobenim vodniho deficitu doslo po 14 dnech dehydratace (pii 2.
odbéru) ke statisticky vyznamnému rozdilu mezi stresovanymi variantami. Do§lo ke zvétSeni
rozdilu mezi témito variantami, kdy byla hodnota WUE varianty S o 55 % vyssi, nez byla
hodnota SP. Po néasledujicich 7 dnech rehydratace se pii 4. odbéru rostlin hodnoty WUE vsech
variant ustalily na obdobné, statisticky nevyznamné rozdilné hodnoty. U stresovanych variant
tohoto bylo docileno statisticky vyznamnym poklesem hodnot WUE.
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7 Diskuze

Pfi experimentu byl sledovan vliv foliarni aplikace prolinu na rostliny pSenice seté
(Triticum aestivum) v podminkach vodniho deficitu. Bylo pozorovano nékolik parametrd, na
které mohl mit obsah prolinu z teoretického hlediska uréity vliv.

Vyskyt sucha a jeho rozsifovani souvisejici se zménou klimatu (Sourour 2017) a
neefektivnim vyuzivanim vodnich zdrojii po celé Zemi vytvofilo soucasnou problematiku
pozorovani vlivu abiotickych strestt — hlavné vodniho deficitu, na metabolismus rostlin a jejich
obranné mechanismy proti stresovym podminkam (Farooq et al. 2009). Bylo zji$téno, ze
rostliny v ramci odpovédi na vodni deficit akumuluji mimo jiné pravé prolin, jehoz vlastnosti
je osmoprotekcee rostlinnych bunék (Kavi Kishor & Sreenivasulu 2014).

7.1 Obsah prolinu

Schopnost prolinu chranit rizné organismy bc¢hem stresu zahrnuje celou fadu
molekularnich mechanismi, z nichz kazdy této schopnosti pfispiva odlisné v zavislosti na
fyziologickych a metabolickych souvislostech. Rozpoznavani mechanismi, jak prolin
ovliviiuje reakci na stres a redoxni homeostazu, je také komplikovano skuteénosti, ze je prolin
proteinogenni aminokyselina. Je tedy tieba peclivé odlisit uéinky metabolismu prolinu béhem
stresu od potencialnich dopadi na syntézu bilkovin, které mohou narusovat bézné bunééné
procesy a preziti bunék (Kavi Kishor 2015).

Akumulace prolinu je b&Znou fyziologickou reakci na riizné stresy. Transgenni piistupy
potvrdily ptiznivy Gcinek nadprodukce prolinu béhem stresu. Nebylo v§ak dosazeno shodného
nazoru ohledné piesnych roli akumulace prolinu (Bandurska & Jozwiak 2011). Rovnovaha
mezi biosyntézou a degradaci prolinu je navic povazovana za nezbytnou pro stanoveni
osmoprotektivnich funkei prolinu (Fedina et al. 2002).

Rada autort se ve svych na sob& navzajem nezavislych studiich shoduje na tom, Ze
Vv pfipadé vystaveni rostlin nepfiznivym environmentalnim podminkdm v sobé akumuluji
prolin (Bohnert et al. 1995; Hasegawa et al. 2000; Heerden & Kriiger 2002; Ashraf & Foolad
2007; Seki et al. 2007). Nami provedeny experiment toto tvrzeni potvrzuje, viz Graf 1. Bylo
vsak pozorovano snizeni akumulace prolinu u stresované varianty psenice SP oproti varianté S,
ktera byla oSetfena exogenné prolinem, coz miZze souviset s aktivaci enzymt degradujicich
prolin. Externé dodany prolin k transgenni Arabidopsis vSak inhiboval enzym P5CS, ktery
miiZe blokovat biosyntézu prolinu (Szabados & Savouré 2010)

7.2 Vodni potencial

Pii vystaveni abiotickym strestiim si rostliny vyvinou rizné adaptivni mechanismy pro
udrZeni tlaku bunééného turgoru (Zhang et al. 2017). Jednim z nejuéinnéjsich mechanismu je
osmoticka regulace hromadénim znaéného mnozstvi osmoprotektantt, jako je prolin (Qayyum
etal. 2011).
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Aminokyselina prolin byla oznac¢ena jako osmolyt, ktery se hromadi béhem nedostatku
vody, pfispiva jako osmoregulant a umoziuje rostlinam bojovat proti tomuto stresu (Csonka
1989)

SniZeni osmotického potencialu v reakci na vodni stres je dobi'e zavedeny mechanismus,
kterym se mnoho rostlin pfizptisobuje nizké dostupnosti ptidni vody (Krizmani¢ et al. 2003).

Z Grafu 2 vyplyva, Ze vodni potencial variant sledovanych stresovanych rostlin S a SP byl
vodnim deficitem ovlivnén. Varianta SP v prib&hu pokusu oproti stresované varianté
nenabyvala tak nizkych hodnot osmotického potencialu jako varianta S. Tento trend mize byt
V pocatecni fazi pokusu a tim umoznila rostling efektivnéji vyuzivat vodu, diky ¢emuz nedoslo
k tak velkému sniZeni osmotického potencialu jako ve varianté S. Kahlaoui a kol. (2018) dosel
u lilku rajéete k podobnym zavéram.

7.3 Vyména plyni

Podle Evanse a kol. (1994), zmé&na anatomickych charakteristik listd mize zménit slozky
difaze vodivosti CO2 ze substomatalnich dutin do mist karboxylace, a tak pfispét k udrzeni
konkrétnich fotosyntetickych rychlosti, a to navzdory nizké vodivosti stomatu pii zasazeni
stresem ze sucha. Podobné ukézaly méfeni fotosyntézy listd pii vysoké koncentraci CO, v
nékolika Cz rostlindch pii nasyceném svétle, kdy se fotosyntetickd kapacita vyznamné
nesnizila, dokud nedosahl nedostatek listové vody kritické hodnoty. Tedy pokles ¢istého piijmu
CO:z listy pfi mirném stresu suchem je ptisuzovan zejména uzavieni pruduchi (Morgan 1984).

Z vyse uvedenych poznatk miZeme usuzovat, Ze v naem experimentu (viz Graf 3) obé
stresované varianty rostlin uzaviely své priduchy jiz pti prvnim odbéru, a proto se mezi nimi
nevyskytovaly Zadné markantni rozdily v jejich ¢isté asimilaci CO2. Naopak vyznamny nartst
rychlosti asimilace CO; se dostavil pfi tietim odbéru u varianty SP. Da se soudit, ze tento
signifikantni narast byl podpofen z divodu foliarni aplikace prolinu. Dawood a kol. (2014)
sledoval podobny vliv exogenni aplikace prolinu.

Vliv aplikace prolinu na stomatalni vodivost gs nebyl prokazan, jelikoz se hodnoty gs mezi
stresovanymi variantami S a SP nijak vyznamné neliily, viz Graf 4. Jiné studie poukazuji na
trend zvySovani stomatalni vodivosti u variant s exogenni aplikaci prolinu napf. u rajcete
(Heuer 2003) a fazolu (Dawood et al. 2014).

Mirného rozdilu u stresovanych variant se dostalo transpiraci E, kdy po tietim odbéru byla
naméiena hodnota vys§i u varianty SP nezli u varianty S, viz Graf 5. Bene$ova a kol. (2012)
dosahla ve své studii podobnych vysledki. Klimesova a kol. (2017) ve své praci konstatuje, ze
rostliny stimulované i nestimulované, jez byly po celou dobu ve vlahové jistoté, mély celkové
stabiln&jsi hodnoty transpirace nez rostliny pod vlivem vodniho deficitu.

7.4 Efektivita vyuZiti vody

Efektivita vyuziti vody (WUE) na urovni listd, je dana souhrou mezi pfechodnou
aktivitou fotosystému, koncentraci CO2 v substomatalni dutiné a stomatéalni aktivitou (Farquhar
et al. 1989). Mnozstvi vody transpirované na danou jednotku asimilace CO2 je zajimavym
fyziologickym méfitkem. WUE méiime jako pomér Cisté fotosyntézy a transpirace listu (A/E)
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= WUE. Pomeér veli¢iny fotosyntéza (A) ku transpiraci (E) ndm udava hodnotu, kolik uhliku
byla rostlina schopna vyvazat na mnoZzstvi odpafené vody a tato veli¢ina se nazyva efektivita
vyuziti vody WUE (Santrii¢ek, 2010). V naem zidjmu bylo pozorovat asimilaci CO; a
transpiraci pii stresu suchem na rostliny a zaroven vliv aplikace prolinu na sledované rostliny.
Uzavieni priduchi, které je obecné negativni reakci (bez ohledu na pieziti za silného sucha),
muze byt fizeno fadou determinantd, jako je vnitini koncentrace COz v listu, bunécné rozpustné
latky, specifické ionty, pH a kyselina abscisova, produkovana v listech (Araus et al. 2002).

Z Grafu 6 je patrné, ze v nasem experimentu dosahla nejvétsi hodnoty efektivity vyuziti vody
varianta S, ¢ehoz dosahla nejvétsim pomérem asimilace CO2 a transpirace. Tento vysledek se
da pravdépodobné vysvétlit nejefektivnéjsim uzavienim priduchl a tim i nejmensi ztratou
vody. BeneSova (2012) se ve své studii dopracovala obdobnych vysledki. Hejnéak a kol. (2003)
ve své studii uvedli, Ze intenzita WUE by se s vysi zatizeni rostlin stresem méla snizovat.
Ovsem z vysledki v této praci je patrné, ze intenzita WUE spiSe nartstala.
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8 Zavér
Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv vodniho deficitu a exogenni aplikace prolinu

u rostlin pSenice seté (Triticum aestivum), odrady Bohemia, na obsah volného prolinu v listech
a na zakladni fyziologické parametry.

1. V experimentu bylo dokazano, ze rostliny po exogenni aplikaci prolinu v podminkach
vodniho deficitu akumuluji prolin. K niz§i akumulaci prolinu doslo u stresované varianty
pSenice s exogenni aplikaci prolinu (SP), naopak u varianty stresované bez aplikace prolinu
doslo k vyssi akumulaci prolinu (S).

2. Pisobenim vodniho deficitu dochazi k sniZovani vodniho potencialu v listech. Rostliny
vystavené stresu po exogenni aplikaci prolinu dosahovaly vyssich hodnot vodniho potencialu
oproti stresovanym rostlinam.

3. Exogenni aplikace prolinu zvysila rychlost fotosyntetické asimilace CO2 u stresovanych
rostlin béhem opétovné rehydratace a regenerace nasledujici po piisobeni vodniho deficitu.
Obdobny trend byl pozorovan rovnéz u transpirace. Vliv aplikace prolinu na stomatalni
vodivost gs nebyl prokéazan, jelikoZ se hodnoty gs mezi stresovanymi variantami S a SP nijak
vyznamné nelisily. V experimentu dosahla nejvétsi hodnoty efektivity vyuziti vody (WUE)
varianta S, coZ bylo zpisobeno nejvétsim pomérem asimilace CO> a transpirace.

4. Na zékladg stanoveni obsahu prolinu v listech a vyhodnoceni zakladnich fyziologickych
parametrii 1ze konstatovat, ze exogenni aplikace prolinu pozitivné ovliviiuje fyziologicky stav
rostliny béhem pisobeni vodniho stresu a nasledné regenerace a snizuje tak jeho dopady na
rostlinu, coz je v souladu se stanovenou hypotézou experimentu.
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