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Vliv exogenni aplikace prolinu a glycin betulinu na obsah
prolinu u Triticum durum v podminkach vodniho stresu

Souhrn

Tato bakalaiska prace se zamétuje na vliv exogenni aplikace dvou kompatibilnich solutii
na obsah prolinu u ,,Triticum durum “ v podminkach vodniho stresu. V praci byl kladen duraz
na vodni stres, stresové reakce a adaptace rostlin na vodni stres. Dale byly popsany kompatibilni
soluty — prolin a glycin betulin. V ramci pokusu byl sledovan vliv vodniho deficitu a soub&ézny
vliv exogenni aplikace prolinu a glycin betulinu u rostlin pSenice tvrdé ,, Triticum durum®,
odrida Haristide. na obsah volného prolinu v rostlinnych pletivech, za pfedpokladu moznosti
vyuziti téchto latek jako protistresovych. Béhem experimentu byly rostliny pSenice tvrdé
»Iriticum durum® péstovany za tepelné fizenych podminek a ¢astecné tfizenych svételnych
podminek v experimentilnim skleniku katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU
v Praze. Byly sledovany odlisné varianty rostlin z hlediska foliarni aplikace kompatibilnich
soluti, rozdélené mezi stresované a zavlazované. Zavlazovana varianta bez aplikace
(K), zavlazovana varianta s aplikaci prolinu (KP), zavlazovana varianta s aplikaci glycinu
(KQG), zavlaZzovana varianta s aplikaci obou latek soubézné (KPG). Varianta vystavena stresu
suchem (V), stresovand varianta s aplikaci prolin (VP), stresovana varianta s aplikaci glycinu
(VG) astresovana varianta s aplikaci glycinu i prolinu soubézné (VPG). V pribéhu pokusu
byly stresované varianty v nékterych terminech zavlazovany, a to proto, aby pro zkoumané

rostliny nebylo pfili§ vysoké sucho letalni. Cilem bylo rostliny dopéstovat do faze metani.

Nejvyssich hodnot obsahu volného prolinu v nadzemni biomase dosahla varianta
VG — vodni stres s foliarni aplikaci betulin glycinu, niz§iho obsahu prolinu dosahla varianta
VPG — vodni stres s foliarni aplikaci kombinace prolin a glycin betulin, a nejniz§ich hodnot
dosahly varianty VP — vodni stres s folidrni aplikaci prolinu a V — samotny vodni stres. Tyto
dvé varianty dosahovaly similarnich hodnot. Obsahy volného prolinu v kofenech dosahuji

stejnych efektd, jako hodnoty volného prolinu v nadzemni biomase pokusnych rostlin.

Jedina vyjimka tvoii obsah volného prolinu u kontrolnich rostlin ve varianté
KP — zavlazovand varianta s aplikaci prolinu, u které doSlo k transportu volného prolinu

Z nadzemni biomasy do kotent.

Kli¢ova slova: vodni stres, prolin, glycin betulin, pSenice tvrda



Effect of exogenous application of proline and glycine
betulin on proline content of Triticum durum in water
stress conditions

Summary

This bachelor thesis focuses on the effect of exogenous application of two compatible
solutes on proline content in "Triticum durum™ under water stress conditions. The emphasis
was put on water stress, stress responses and adaptation of plants to water stress. Furthermore,
compatible solutes - proline and glycine betain have been described. The effect of water
deficiency and the simultaneous effect of exogenous application of proline and glycine betain
in durum wheat plants "Triticum durum®, Haristide variety, was observed. on the content of free
proline in plant tissues, providing that they can be used as anti-stress agents. During
the experiment, "Triticum durum" plants were grown under thermally controlled conditions and
partially controlled light conditions in an experimental greenhouse of Department of Botany
and Plant Physiology, Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources, University of Life
Sciences in Prague. Different plant variants were observed for foliar application of compatible
solutes, divided to stressed and irrigated. Irrigated variety without application (K), irrigated
variety with proline application (KP), irrigated variety with glycine application (KG), irrigated
variety with application of both (KPG). Stressed only variety (V), stressed variety with proline
application (VP), stressed variety with glycine application (VG), stressed with application
of both (VPG). In the course of the experiment, stressed variants were irrigated in a few terms
to prevent lethal drought for the plants studied. The aim was to grow the plants into
BBCH 49 - 51 phase.

The highest content of free proline in aboveground biomass was achieved by the
VG variety, a lower proline content was achieved by the VPG variety, and the VP and
V varieties reached the lowest values. These two varieties achieved simillar values. Free proline
contents in roots achieve the same effects as free proline values in the above-ground biomass

of experimental plants.

The only exception is the content of free proline in control plants in the KP variety,

in which free proline was transported from above-ground biomass to roots.

Keywords: water stress, proline, glycine betaine, triticum durum
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1 Uvod

Dusledkem soucasnych zmén klimatu vzniklo velmi diskutované téma dne$ni

doby — nedostatek vody. D4 se ptedpokladat, ze tento nedostatek bude mit ¢im dal vyznamné;jsi
vliv i v oblastech, ve kterych tento problém doposud nebyl zaznamenan. Na naSem tzemi
se tento nedostatek jiz také zacina projevovat, a to hlavné v oblasti jizni Moravy. Diky
nartastajici lidské populaci, kterd se za posledni dvé stoleti znasobila az téméf sedmkrat,
se poptavka po potravinach a zemédélské produkci razantné zvysila. Tento problém se bude
muset diive ¢i pozdéji fesit.

Zemédelska produkce na celém svété podléha rostoucim environmentalnim omezenim,
zejména suchu a zasoleni, vzhledem k jejich velkému rozsahu dopadu a Sirokému rozsifeni.
Tradicni Slechtitelské programy Se snazi zvysit toleranci abiotického stresu. Maji urcity uspéch,
avSak jsou omezeny multigenovou povahou ryst. Tolerantni rostliny jako Craterostigma
plantagenium, Mesembryanthemum crystallinum, Thellungiella halophila a dalsi vytrvalé
rostliny, by mohly byt cennym nastrojem pro nalezeni extrémni pfirodni tolerance. V poslednim
desetileti byla Arabidopsis thaliana, geneticka modelova rostlina, Siroce Vyuzivana k rozlusténi
molekularni podstaty stresové tolerance. Arabidopsis se také ukazal byt mimoradné dileZzity
pro hodnoceni funkci jednotlivych gent, spojenych se stresem v disledku dostupnosti knock-

out mutantil a jejich ptistupnosti pro genetickou transformaci (Bartels & Sunkar 2005).

Béhem celého Zivotniho cyklu jsou rostliny vystaveny riznym typim environmentalnich
stresu, mezi které patii salinita, vodni deficit, teplotni extrémy, toxicka koncentrace kovovych
iontli a UV zéfeni. Tyto faktory zivotniho prostiedi omezuji rist a produktivitu rostlin v rizné
mife, v zavislosti na zdvaznosti stresu. Jednou ze stresovych reakci v rostlinach je stimulovana
produkce reaktivnich forem kysliku (RFK), napt. OH, Oz, H202 atd. Tyto formy zpisobuji
znaéné Skody peroxidaci membranovych lipidovych slozek a také pfimou interakei s riznymi
makromolekulami. Buriky si pfizptsobily rizné mechanismy, aby udrzely hladinu RFK pod
kontrolou. Nicméné nizka koncentrace RFK se podili i na mechanismu pienosu signalu
(Foyer & Noctor 2005). Tyto RFK jsou zachycovany nizkomolekularnimi antioxida¢nimi
metabolity, napf. glutathionem, kyselinou askorbovou, a-tokoferolem a antioxida¢nimi
enzymy, napt. kataldzou, askorbat peroxiddzou a superoxid dismutasou. Pi riznych stresovych
podminkach vSak tvorba generace volnych radikalti ptevysuje celkovy bunécny antioxidacni

potencial vedouci k oxidacnimu stresu, ktery pfispiva k neptiznivym G¢inklim na rist rostlin.



Pti odezvé na rizné stresy rostliny akumuluji velka mnozstvi riiznych typ kompatibilnich
solutd (Serraj & Sinclair 2002). Kompatibilni soluty jsou vysoce rozpustné organické
slouCeniny s nizkou molekularni hmotnosti, které jsou obvykle netoxické ve vysokych
bunéénych koncentracich. Tyto soluty poskytuji rostlinam ochranu pied stresem tim,
ze prispivaji k bunécné osmotické tprave, detoxifikaci RFK, ochran¢ membranové integrity
a stabilizaci enzymu/proteind (Ashraf & Foolad 2005). Ty zahrnuji prolin, sacharézu, polyoly,
trehalosu a kvartérni amoniové slouceniny (KAS), jako je glycin betain, alinin betain, prolin

betain a pipekolat betain (Ashraf & Harris 2004; Rhodes & Hanson 1993).



2 Cil prace

Vodni deficit je v soucasné dob¢ velmi aktudlni téma a nadéale bude nabyvat na vyznamu.
Vodni stres vyrazné ovliviiuje fyziologické procesy a redukuje vynos. Prolin je vyznamny
osmoprotektant, ktery je schopen zadrzovat vodu v bunkdch a stabilizovat membrany
V podminkéch osmotického stresu. Dale je zdrojem uhliku, dusiku a redukujicich ekvivalenta
po odeznéni stresu. Cilem prace je sledovat vliv foliarni aplikace prolinu a glycin betulinu

na obsah prolinu v listech a kofenech psenice tvrdé, péstované v podminkach vodniho deficitu.
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3 Literarni reSerse

3.1

3.2

Stres u rostlin (definice, charakteristika a déleni)

Stres rostlin 1ze byt obecné definovan jako nepfiznivé puisobeni environmentalnich vliva
na rostlinu. Na toto pasobeni lze nahlizet z nékolika sméri, kde prvni z nich vychazi
Z prosté mechaniky, kdy ¢im vetsi silou (v tomto piipad¢ stresem) na rostlinu piisobime,
tim silngjsi odezvu zaznamenavame. Z toho plyne, Ze ¢im vétsi stres, tim vétsi poskozeni
organismu. Druha teorie vypovida, ze stres je jakakoli zména okolniho prostiedi, ktera
muze neptiznivé ovlivnit ¢i zpomalit vyvoj rostliny (Levitt 1980) Podle tfetiho sméru
na stres nahlizime jako na jakékoli biologické zatizeni, které zpomali ¢i zcela zastavi

biologicky vyvoj organizmu (Selye 1973).

Dale Ize jako stres oznadit situaci, kdy se zivotni podminky razem vyznamné odchyli
od béznych optimalnich podminek k zivotu, jedna se o0 stav nebo reakci na konkrétni

situaci celého organizmu (Larcher 2001).

Stresory u rostlin lze kratce rozdé€lit na abiotické a biotické. Abiotické stresory rostlin
ovliviiuje Zivotni prostiedi, a zahrnuji nevhodné svétlo, sucho, ptemokieni, ziviny, teplo,
zimu, salinitu apod. Zatimco biotické stresory, jak je jiz o€ividné z ndzvu, jsou

biologického razu, a zptisobuji je patogeny a bylozraveci.

Stresova reakce u rostlin

Rostliny mohou na ptisobeni stresori zareagovat, ¢i se adaptovat riznymi zpusoby.
Obecnou reakci na biotické stresory, je snaha o identifikaci patogenu a néslednou
produkci obrannych latek k jeho likvidaci (Agrios 2005). Obranou proti stresu miize
byt adaptace rostlin na abiotické stresory, kterd je zavisld na aktivaci fady reakci
na molekuldrni Grovni, zapojenych do urceni stresového faktoru pfi pfenosu signalu
a exprese genl. To ma za nésledek zvySeni tolerance k danému stresoru (Shao et al.
2007). Levitt (1980) navrhl, ze adaptace se mize dosahnout bud’ vyhnutim se stresu, kdy
hovofime o tzv. stresové avoidanci, ¢i vytvofenim vnitini tolerance (neboli rezistence)
Levitt 1980). Piterkova a kol. (2005) dale uvedla, Ze stresova avoidance ptedstavuje
zpusob obrany, zahrnujici mechanickou bariéru rostliny, jez ma pievdzn¢ dlouhodoby
charakter, napf. silna kutikula na listech, rezervoary vody nebo vyrazna impregnace

bunééné stény (Piterkova a kol. 2005)
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3.3 Adaptace na vodni stres

Rostliny Ize rozdélit na dveé skupiny, podle jejich strategie vodniho hospodateni
jako reakci na stres. Prvni skupinou jsou homoiohydrické rostliny, do kterych fadime
rostliny cévnaté. Jejich mechanismem je snaha udrzet pfiznivy obsah vody
V protoplazmé¢, zmirnit Skodlivé vlivy stresu na butiky a docilit tak vysokého vodniho
potenciadlu. Druhou skupinu ptedstavuji poikilohydrické rostliny, do nichz
zafazujeme mechorosty. Poikilohydrie zna¢i neschopnost kontroly ztraty vody
do okolniho prostiedi (Wood 2005)

Mezi mechanismy uniku z prostiedi, ohrozeného vodnim stresem, patii
urychleny fenologicky vyvoj, ddle prodlouzend dormance a vyvojova plasticita.
Rychly vyvoj jednoletych rostlin je b&Zny u rostlin, rostoucich v oblastech
s dlouhodobé nizkymi srazkami, napf. Stfedozemi. Tento mechanismus avoidance
byl nalezen u mnoha ptipada jednoletych poustnich rostlin (Mulroy & Rundel 1977)
Jiné druhy rostlin dokazi pteckat neptiznivé obdobi ve formé organu, piezivajiciho
V podzemi, a vyhnout se tak potencionalnimu poskozeni z vodniho deficitu. Patii
mezi né bulvy a hlizy s velkou zasobni kapacitou vody. U vytrvalych rostlin dochéazi
pii  vodnim deficitu kjevu opadu listi, Ccili  k vyvojové plasticité
(Nilsen & Orcutt 1996).

Schopnost tolerance nizké dostupnosti vody umoznuje rostliné pokracovat
v metabolickych procesech i béhem obdobi vodniho deficitu. Dochazi ke kombinaci
zpusobii ke zmirnéni poklesu vodniho potencialu v pletivech, a tim k udrZeni
metabolické aktivity. Mezi mechanismy udrzeni turgoru pii nizkém vodnim
potencialu patfi osmotické pfizplisobeni, zména elasticity bunécné stény, pokles
bunééného objemu a snizeni podilu vody v symplastu. Dalsi zptisob tolerance
nizkého vodniho potencidlu vede k neudrzeni turgoru v rostling, a naslednym
vyschnutim bungk a rostliny celkové (Nilsen & Orcutt 1996).

V piipadé tolerance sucha rostliny s vysokym vodnim potencidlem jde o zpiisob,
kdy rostlina odolava strestim z nedostatku vody prostiednictvim udrzovani vysokého
vodniho potencialu v pletivech. Tento zplsob vyZaduje striktni hospodateni rostliny
s objemem vody. To zahrnuje snizeni listové plochy, jejich vodivosti ¢i snahu
0 sniZeni jejich teploty. Toho rostlina dosdhne pti vytvoreni silné kutikuly, ¢i funkci
praducht. Zaroven je potfebné zvysit akumulaci vody, ¢ehoz rostlina dosahne

zvétsenim hustoty kotend, ¢i tvorbou sukulentnich organt (Nilsen & Orcutt 1996).
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3.4 Vodni stres

Vodni stres je jednim z hlavnich faktort omezujicich rist rostlin a jejich produktivitu.
Rostliny vystavené vodnimu deficitu podstupuji ¢etné fyziologické a metabolické zmény. Jeden
piistup k porozuméni schopnosti rostlin snaset environmentalni stres, je rozpoznat stresem
indukované zmény. M¢éfeni, tykajici se odezvy rostlin na vodni stres, jsou povazovany jako
potencionalni kritéria pro stanoveni tolerance deficitu. Deficit vody prokazal indukci snizeni
osmotického potencidlu plodin za i¢elem udrZeni jejich turgoru. Tohoto poklesu osmotického
potencialu Ize dosahnout akumulaci rozpusténych latek (solutit), nebo snizenim objemu bun¢k,
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 disledku vystaveni rostlin pSenice vodnimu stresu (Johnson et al. 1984). Na druhou
stranu bylo zjiSténo, Ze snizovani cukru a dalSich soluti (K a CI) vyznamné pfispiva

k osmotické upravé u tii kultivart pSenice tvrdé (Rascio et al. 1994).

Chlorofyl je zdkladni katalyzator fotosyntézy, ktery je vyznamné ovliviiovan vodnim
stresem. Vyjma tolerantnich odriid pSenice, zplisobilo sucho celkovy pokles obsahu pigmentt,
véetné chlorofylu na odrtidach citlivych na sucho (Loggini et al. 1999). Regulatory rtstu rostlin
jsou $iroce pouzivany u polnich plodin k riiznym tac¢elim. Retardanty rtstu rostlin byly pouzity
ke kontrole polehavani u intenzivné obhospodafovanych obilnin omezenim vysky rostlin
(Stobbe et al. 1992). Osetieni kyselinou abscisovou (ABA) zpusobila akumulaci prolinu
Vv listech je¢mene (Stewart 1980). Relativni obsah vody, vlhkost listd, obsah chlorofylu
a vytézek zrn byly zvySeny oSetfenim rostlin cycocelem (regulétor riistu a vyvoje) U destove

zalévané pSenice (Bhat et al. 1990).

3.5 Kompatibilni soluty (Prolin, Glycin betain)

Kdyz se rostliny setkdvaji s nepfiznivymi environmentalnimi podminkami spojenymi
s vysokymi hladinami soli, suchem nebo nizkou teplotou, chrani se rostlinné bunky pied
stresem vysokych koncentraci intracelularnich soli akumulaci riznych malych organickych
metabolitd, které jsou souhrnné oznacovany jako kompatibilni soluty (Bohnert et al. 1995).
Kompatibilni soluty jsou definovany jako malé molekuly, které jsou velmi dobfe rozpustné

ve vode a jsou rovnéz jednotné neutrdlni, pokud jde o poruchy bunéénych funkci, 1 kdyz jsou
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pritomny ve vysokych koncentracich (Yancey et al. 1982). Vlastnosti kompatibilnich soluti
umoznuji udrzovat tlak turgoru pii vodnim stresu, coz je vnitini vlastnost hlavnich forem
abiotického stresu, jako je naptiklad solny stres a stres chladem. Kromé toho mohou nékteré
kompatibilni soluty slouzit jako uc¢inné ochranné latky, stabilizaci struktur a funkci urcitych

makromolekul (Santoro et al. 1992; Papageorgiou & Murata 1995).

Mnoho rostlin akumuluje organické osmolyty v reakci na ulozeni environmentéalnich
stresii, které zplsobuji bunécnou dehydrataci. Ackoli se adaptivni tloha téchto sloucenin
pii zprostfedkovani osmotické Upravy a ochrané subcelularni struktury stala centralnim
dogmatem u fyziologie stresu, diikaz ve prospéch této hypotézy je do zna¢né miry korelacni.
Transgenni rostliny upravené pro akumulaci prolinu, mannitolu, fruktanu, trehalosy, glycin
betainu nebo ononitolu vykazuji nepatrné zlepSeni tolerance soli a sucha. I kdyZ tyto studie
neodmitaji kauzativni vztahy mezi hladinami osmolyti a stresovou toleranci,
je nepravdépodobné, Ze by absolutni koncentrace osmolytt v téchto rostlinach zprostiedkovaly
osmotickou Upravu. Metabolické ptinosy akumulace osmolytii mohou rozsitit klasicky ptijaté
role téchto sloucenin. Pti opétovném posouzeni funkéniho vyznamu slucitelné akumulace
rozpusténych latek se navrhuje, Ze syntéza prolinu a glycinu betainu mize pufrovat bunécny
redoxni potencial. Poruchy v snimani hex6z u transgennich rostlin, které byly Slechtény pro
produkci  trehalosy, fruktani nebo mannitolu, mohou byt dulezitym faktorem,
k pozorovanym fenotypiim tolerantnim vici stresu. Mohou byt také zahrnuty souvisejici G¢inky
na alokaci fotoasimildtu mezi kofenovymi a nadzemnimi tkanémi rostlin. V soucasné dobé
je nejasné, zda transport osmolytd mezi subcelularnimi kompartmenty ¢i rdznymi organy
predstavuje piekazku, ktera omezuje toleranci stresu na urovni celé rostliny. Pokud vsak
ma metabolismus osmolytil dopad na hexosovou ¢i redoxni signalizaci, miZe byt tedy dileZzity

pro ptenos signalu na dlouhou vzdalenost skrze rostlinu (Hare & Cress 2002).

Mnoho druhil rostlin pfirozené akumuluje glycin betain a prolin jako hlavni organické
osmolyty, kdyz jsou vystaveny rtiznym abiotickym stresim, jako je sucho (van Heerden
& Kriiger 2002; Ashraf & Foolad 2007; Seki et al. 2007). Predpoklada se, ze tato akumulace
je ochrannym mechanismem proti mnoha nepfiznivym environmentalnim podnétim.
V rostlinach je glycin betain syntetizovan v chloroplastech (Hanson & Scott 1980; Rhodes
& Hanson 1993). Je znamo, Ze se prolin hromadi v reakci na nékolik abiotickych stresi
azvySena akumulace prolinu a glycin betainu mlZe snizit poskozeni vyvolané stresem

rostlinnych bun¢k (Hasegawa et al. 2000).
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Prolin a glycin betain zvysily aktivitu antioxidacnich enzymu a poskytly toleranci ke stresu
kadmiem v kultivovanych tabadkovych bunikach (Mansour 1998; Islam et al. 2009). Pti solném
stresu glycin betain a prolin snizily poranéni membrany, zlepsily piijem K”, rist a zvysily obsah
chlorofylu (Gadallah 1999). Glycin betain miuize chranit fotosynteticky aparat pied poskozenim
vyvolanym stresem (Alia et al. 1998; Chen & Murata 2002; Sakamoto & Murata 2002),
stabilizovat komplex vyvijejici kyslik (OEC) a chranit jej, stejné jako PSIL, proti tepelnému
stresu (Papageorgiou & Murata 1995; Allakhverdiev et al. 1996).

3.6 Prolin

Prolin se hromadi v mnoha rostlinnych druzich v reakci na environmentalni stres. Ackoli
0 jeho metabolismu je znamo mnoho, nékteré aspekty jeho biologickych funkci jsou stale
nejasné. Prolin mize pasobit jako signalni molekula pro modulaci mitochondridlnich funket,
ovliviiovat bunéénou proliferaci nebo bunécnou smrt a spoustét specifickou genovou expresi,
kterd 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 vici stresim zivotniho prostredi (Szabados

& Savouré 2010).

Je schopen chranit buriky pfed poSkozenim, ptisobenim jako osmotické ¢inidlo, tak i jako
lapac radikalii. Prolin nahromadény béhem stresové epizody je degradovan, aby poskytl zdroj
energie, ktery bude pohanét rist, jakmile se stres zmirni. Prolinova homeostaza je dilezita
pro aktivni déleni bungk, jelikoz napomaha pti dlouhodobém stresu udrzovat rust. Podtrhuje
také dillezitost expanze prolinového kanalu béhem piechodu z vegetativniho na reprodukéni
rust a zahajeni vyvoje semene. Jeho ulohou v reprodukéni tkani je stabilizovat soubor semen
a produktivitu. K vyrovnani abiotického stresu, je duleZity vyvin strategie pro zvySeni

prolinového kandlu v reprodukéni tkani (Kavi Kishor & Sreenivasulu 2014).

Jev akumulace prolinu je znam pii vyskytu vodniho deficitu (Hare & Cress 1998), salinity,
nizké teploty, pfi vystaveni téZkym kovim, UV zafeni apod. Kromé toho, Ze plsobi jako
osmolyt pro osmotickou upravu, pfispiva prolin ke stabilizaci subcelularnich struktur
(napf. membran a proteind), zachyceni volnych radikalti a pufrovani bunéného redoxniho
potencialu za stresovych podminek (Ashraf & Foolad 2007). Mize také pusobit jako hydrotrop

kompatibilni s proteinem, zmiriiovat cytoplazmatickou acidéozu a udrzovat vhodné pomeéry
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NADP* / NADPH kompatibilni s metabolismem (Hare & Cress 1997). U mnoha druhii rostlin
byla akumulace prolinu pii solném stresu korelovana se stresovou toleranci a bylo prokazéano,
ze jeho koncentrace je obecné vyssi v rostlindch tolerantnéjSich k soli, nez v rostlinach na sul
citlivych (Fougere & Le Rudulier 1991). K akumulaci prolinu obvykle dochazi v cytoplazmé,
kde ptisobi jako molekularni chaperon stabilizujici strukturu proteint a jejich akumulaéni pufr
cytosolického pH a udrzuje redoxni stav bunék. Existuje také nazor, ze jeho akumulace mtize
byt soucasti stresového signalu ovliviujiciho adaptivni reakce (Nainawatee & Chowdhury
1995).

Akumulace prolinu mize snizit stresem indukovanou bunécnou acidifikaci nebo primarni

oxidac¢ni respiraci pro poskytnuti energie potiebné k regeneraci (Hare & Cress 1997).

3.7 Prolinova biosyntéza, signalizace a transport

Prolinova biosynteticka draha 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 drdha zptsobuje vyznamnou akumulaci prolinu béhem
osmotického stresu a je predominantni. (Bartels & Sunkar 2005). Prolin se syntetizuje
Z kyseliny glutamové pies meziprodukt A'-pyrrolin-5-karboxylat (PSK). Reakce
je katalyzovana A'-pyrrolin-5-karboxylatsyntetazou (P5KS) a A'-pyrrolin-5-
karboxylatreduktazou (PSKR). P5KS je kodovan dvéma geny, zatimco PSKR je u vétSiny druhii
rostlin kodovan pouze genem jednim (Strizhov & Abraham et al. 1997). Katabolismus prolinu
se vyskytuje v mitochondriich pomoci chronologického plisobeni prolin dehydrogenazy (PDH)
nebo prolin oxidazy (POX) produkujici P5K z prolinu a P5SK dehydrogenaza (PSKDH)
konvertuje P5K na glutamat. Dva geny koduji PDH, zatimco jediny gen PSKDH byl
identifikovan v huseni¢ku (Arabidopsis) a tabaku (Nicotiana tabacum) (Deuschle & Funck
2001). Transkripce PDH je aktivovana rehydrataci a prolinem, ale je potlacena dehydrataci,

¢imz se zabranuje degradaci prolinu béhem abiotického stresu (Kiyosue & Yoshiba 1996).

V alternativni ornithin-dependentni cesté mize byt prolin syntetizovan z ornitinu, ktery
je transaminovan na P5K pomoci orinithin-8-aminotransferazy. (Verbruggen & Hermans,
2008) Ornithin-dependentni draha je dulezitda u mladych rostlin, hlavné pii vyvoji sazenic
a v nékterych rostlinach pro akumulaci prolinu indukovanou stresem. (Armengaud & Thiery,

2004) Akumulace prolinu byla navrzena tak, aby pfispivala k toleranci stresu v mnoha
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ohledech. Jelikoz prolin plisobi jako molekularni chaperon, je schopen udrzovat integritu
proteinu a zvysovat aktivity riznych enzymi. (Rajendrakumar & Suryanarayana, 1997) Cetné
studie uvadeji prolin jako antioxidant, coz naznacuje jeho tlohu jako lapace RFK a singletového

zhasedla kysliku (Matysik & Alia 2002).

Bylo zjisténo, Zze volnd akumulace prolinu je jednou z nejrychlejSich reakci rostlin
pSenice na vodni stres (Tan & Halloran 1982; Rascio et al. 1994). V kukufici byly hladiny
prolinu zvyseny az 100krat v reakci na vodni stres (Voetberg & Sharp 1991), zatimco v ¢iroku
se volny prolin nijak vyznamné¢ nenaakumuloval, az dokud rostliny nebyly siln¢ stresovany

a viditeIn¢ zvadl¢é (Waldern et al. 1974).

Exogenni aplikace prolinu snizuje hladiny RFK u hub a kvasinek, ¢imz zabranuje
programované smrti bunék (Chen & Dickman 2005), a také zabraiuje peroxidaci lipida
v bunikach tas vystavenych tézkym kovim (Mehta & Gaur 1999). Preduprava prolinu také
zmirnila toxicitu Hg?* u ryze (Oryza sativa) prostiednictvim vychytavani RFK, jako
je napiiklad H2O2 (Wang & Zung et al. 2008). Poskozujici u¢inky RFK na fotosystém II (PSII)
mohou byt redukovdny prolinem v izolovanych tylakoidnich membranach (PSII)

(Alia & Mohanty 1997).

Vnitini obsah prolinu mize byt uréen biosyntézou, katabolismem a transportem mezi
buikami a riznymi bunéCnymi kompartmenty. Piedpoklada se, ze biosyntetické enzymy
(P5KS1, P5KS2 a PSKR) jsou lokalizovany v cytosolu, zatimco mitochondridlni lokalizace
je pfedurcena pro enzymy zapojené do katabolismu prolinu (jako jsou PDH1 / ERDS, PDH2,
P5SKDH a OAT) (Szabados & Savouré¢ 2010).
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Obr. 1

Metabolismus prolinu u vysSich rostlin. Pevné ¢ary predstavuji biosyntetickou drahu,
zatimco katabolické drahy jsou znazornény carkované. BAC - zakladni aminokyselinovy
transportér (pro vyménu argininu a ornitinu); Glu - glutamat; G / P - mitochondrialni glutamat
/ prolin antiportér; KG - a-ketoglutarat, P - mitochondrialni prolinovy transportér;
Pi - anorganicky fosfat; ProT - prolin transportér; ? - neznamé transportéry (Szabados
& Savoure 2010).

Mezibunéény transport prolinu se nachazi mezi cytosolem, chloroplasty
a mitochondriemi, jak vyplyvd z kompartmentalizace metabolismu prolinu. Bylo popsano,
ze pfijem prolinu v mitochondriich je aktivnim procesem, ktery naznaCuje existenci
specifickych transportéri aminokyselin (Yu et al. 1983). Tyto transportéry byly identifikovany
v Arabidopsis thaliana (Rentsch et al. 1996) a u pylu rajéat (Schwacke et al. 1999). Nejméné
tii transportéry (Pro T1, Pro T2 a AAP6) prolinu byly identifikovany v Arabidopsis thaliana
na zakladé technologie C-DNA (Rentsch et al. 1996). Tyto transportéry patii do rodiny

18



aminokyselinovych permedz (AKP) a jsou expresovany za stresovych podminek. Transportér
Pro T1 je expresovan vSudypfitomné, avSak u rostlin Arabidopsis thaliana vystavenych
solnému stresu, byly zaznamenany vyssi 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 zaznamendna silna exprese transportéru Pro T2, zatimco transkripty AAP6 byly
detekovany pievazné v absorb¢nich 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 naznafuje novy vyznam prolinové biosyntézy, stejné tak jako transport pro

akumulaci prolinu (Gagneul et al. 2007).

Metabolismus prolinu byl v rostlinach studovan jiz vice nez 40 let, nicméné malo
je znamo o signalnich drahach zapojenych do jeho regulace. Biosynteticka draha prolinu
se aktivuje, zatimco jeho katabolismus je béhem dehydratace potlacen a rehydratace reguluje
v opa¢ném sméru (Strizhov et al. 1997; Deuschle et al. 2001; Verbruggen et al. 1996; Yoshiba
etal. 1995). Chen et al. indikoval, Zze akumulace prolinu v oddélenych listech ryze po vystaveni
prebytku médi byla zplsobena proteolyzou a zvySenou aktivitou Al-pyrrolin-5-
karboxylatreduktazy ¢i ornitin-8-aminotransferazy, ¢ili enzymy metabolismu prolinu. Bylo
také zjiSténo, Ze syntéza prolinu, indukovana médi, a akumulace v oddé€lenych listech ryze, byla
zprostifedkovana kyselinou abscisovou (ABA) (Chen et al. 2001). Zhang et al. uvedl, Ze syntéza
prolinu indukovand médi je spojena s tvorbou NO. Ve zminéné studii autofi uvedli, Ze expozice
Chlamydomonas reinhardtii vzristajici koncentraci médi vedla ke zvySené syntéze prolinu
a souc¢asnému zvySeni intracelularni hladiny NO. Autofi argumentovali, Ze tato intracelularni
tvorba NO se podilela na médi-indukované akumulaci a signalizaci prolinu. Tento pojem byl
do zna¢né miry zaloZen na skute¢nosti, Ze aplikace nitroprusidu sodného (silného donoru NO)
zvysila aktivitu a mnozstvi transkriptu P5SKS (klicového enzymu biosyntézy prolinu) v fasach
(Algae) osettenych médi. Tato aktivita a mnozstvi P5SKS byla blokovana, pokud byl pouzit
lapac NO misto donora NO (Zhang et al. 2008). Dale bylo u fetizkovky (Scenedesmus) popsano,
ze exogenni prolin ptsobi detoxikaci RFK generovaného pii odezvée na oSetfeni tézkym kovem
(Cu nebo Zn), spise nez zlepSenim antioxida¢niho obranného systému (Tripathi & Gaur 2004).
Podobné Wang et al. také prokazal, Ze ochranného u€¢inku prolinu pted toxicitou Hg u ryze bylo

dosazeno detoxikaci RFK, generované v odezvé na osetieni kovy (Wang et al. 2009).
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3.8 Vliv exogenniho prolinu na rist rostlin za méniciho se prostredi

Kdyz jsou rostliny vystaveny abiotickému stresu, tak prozivaji inhibici ristu nebo jeho
retardaci. Exogenni aplikace prolinu vSak poskytla osmoprotekci a také zvysila rtst rostlin
vystavenych pusobeni solného stresu (Csonka & Hanson 1991). Roy et al. (1993) uvedl,
ze prolin, aplikovany exogenné pfi nizké koncentraci, zmirnil nepfiznivé Gcinky salinity u ryze
(Roy et al. 1993). Pokud byl piidan do kultiva¢niho média pii nizkych koncentracich, ¢inné
zmirnil pokles Cerstvé hmotnosti, vyvolany salinitou a také snizil peroxidacni poskozeni
lipidovych membran u mletého jadra podzemnice olejné (Arachis hypogea). Naopak vyssi

koncentrace prolinu se neprokazaly byt nijak ptinosné (Jain et al. 2001).

V podobné studii Ehsanpour & Fatahian uvedli, ze exogenni aplikace prolinu
na kultivacni médium vystavené pisobeni solnym stresem vedlo ke zvySeni suché¢ hmotnosti
a také ke zvyseni obsahu volného prolinu v kalusovych buiikach vojtésky (Medicago sativa)
(Ehsanpour & Fatahian 2003). Pii aplikaci exogenné na nezrala embrya kukuftice (Zea mays)
pusobeni prolinu stimulovalo jejich somatickou embryogenezi (Armstrong & Green 1985).
Ali etal. (2007) uvedli, Ze exogenni prolin, aplikovany jako oSetfeni rozpraSovanim pti vysadbé
semen a ve vegetativnim stadiu kukufice (Zea mays), mé za nasledek zvysSeny rist v prostiedi

vodniho deficitu (Ali et al. 2007).

Osetieni prolinem, aplikovanym pfed vysevem na semena jako mofidlo, zmirnilo
nepiiznivé ucinky vyvolané stresem ze sucha u pSenice seté (Triticum aestivum), coz vyustilo
ve zvyseni rustové a vynosové charakteristiky rostliny (Kamran et al. 2009). Exogenni aplikace
prolinu zvySovala rist a také udrzovala stav zivin podporou piijmu K*, Ca*, P a N u rostlin
kukutice (Zea mays) vystavenych stresu ze sucha (Bot et al. 2008). Exogenni aplikace prolinu
zmirnila inhibi¢ni u¢inky kadmia na rist kultivovanych bun¢k tabaku Bright Yellow-2 (BY-2)

(Islam et al. 2007).
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Prolinem zprostfedkovana intracelularni redoxni regulace jako mnohostranna konvergentni
strategie odliSnych stresti. Rovnovaha exogennich a endogennich molekul uréuje poZzadovanou

vnitini koncentraci prolinu (Islam et al. 2007).

3.9 Glycin betain (betulin glycin)

Glycin betain jakozto N, N, N-trimethylglycin, je amfoterni sloucenina, ktera je v Sirokém
rozsahu fyziologickych hodnot pH nabojove neutrdlni. Je extrémné rozpustny ve vode, avsak
obsahuje nepolarni uhlovodikovou skupinu, ktera se sklada ze tifi methylovych skupin.
Molekularni vlastnosti glycin betainu (dale jen GB) umozZiuji interakci s hydrofilnimi
I hydrofobnimi doménami makromolekul, jako jsou enzymy a proteinové komplexy. Studie
in vitro ukazaly, ze GB neni pouze netoxicky bunéény osmolyt, ktery zvysuje intracelularni
osmolaritu, pokud je bufika vystavena hyperosmotickym stavim vyvolanym stresem. Bylo
dobfe zdokumentovano, Ze in vitro GB stabilizuje struktury a aktivity enzymil a proteinovych
komplext a udrzuje integritu membran proti Skodlivym u¢inkim nadmérné soli, chladu, tepla

a mrazu (Gorham 1995).
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I piestoze bylo mnoho pozornosti vénovano piisobeni mechanismi GB, dosud nebyly
stanoveny podrobné udaje. Byly vsak navrzeny dvé vzajemné se vylucujici hypotézy
pro mechanismus, kterym GB stabilizuje makromolekularni struktury. Z vysledkt biofyzikalni
analyzy, Arakawa & Timasheff (1983) navrhli, ze GB je pfednostn¢ vyloucen z kontaktu
s proteinem, tim padem kolem povrchu proteinu muze byt udrzovan hydrata¢ni obal (vrstvy
vazané vody). Tato ,,preferencni hydratacni aktivita® stabilizuje nativni strukturu proteinu
(Arakawa & Timasheff 1983). Naproti tomu Schobert (1977) pfisuzovala stabiliza¢ni G¢inek
GB své piimé interakci s proteinem. Podle Schobertové se hydrofobni ¢ast GB vaze
na hydrofobni domény proteinu, od kterych se, pokud nastane vodni deficit, vdzand voda
snadno uvolni (Schobert 1977). Timto zptsobem GB umoziiuje hydrofobnim doménam
proteinu, aby se staly dostupnéj$imi pro vodu, coz piedchazi proteinu v denaturaci, ktera
by jinak byla zptsobena dehydrataci. Doposud vsak nebyl ptedlozen nevyvratitelny dikaz ani
jedné teorie. Tato problematika byla neddvno ptezkoumdna z pohledu ochranného ucinku

GB na fotosynteticky aparat, autory Papageorgiou & Murata (1995).

3.10 Biosyntéza Glycin betainu

Zda se, Ze v ptirodé distribuce GB nijak nesouvisi s taxonomii, jelikoz se GB nachazi
v Siroké Skale prokaryot, eukaryotickych mikroorganismi, vysSSich rostlin a zvifat
(Rhodes & Hanson 1993). Ve znamych biologickych systémech je GB syntetizovan
prostiednictvim dvou odlisSnych cest ze dvou odliSnych substratii: cholinu a glycinu. Konverze
cholinu na GB byla studovana v fadé organismu a cesta zahrnuje jeden nebo dva enzymy

Vv zavislosti na zpusobu oxidace cholinu. (Obr. 3 (a))

Dvou-enzymova cesta je velmi roz$ifend, vyskytuje se pfirozené u riznych rostlin,
zvitat a mikroorganismi. V této cesté je GB vytvofen jako vysledek dvoukrokové oxidace
cholinu prostfednictvim toxického meziproduktu betaine aldehydu. U vysSich rostlin jsou
reakce katalyzovany CMO (Cholin monooxygenaza) a BADH (Betain-aldehyd
dehydrogendza), které se nachazi ve stromatu chloroplasti. Biosyntéza GB je indukovatelna
stresem, a koncentrace GB in vivo se u rostlinnych druht 1isi v rozsahu od 40 do 400 pmol
(g DW) ! v tzv. pfirozenych akumulatorech za stresovych podminek (Rhodes & Hanson 1993).
Nekteré bakterie, napiiklad Escherichia coli, jsou schopné produkovat GB z cholinu, skrze
pusobeni dvou dehydrogenaz: membranové vazané CDH (Cholin dehydrogenaza) a BADH
(Lamark et al. 1991). Bunky zvifat mohou syntetizovat GB prostiednictvim stejné CDH /
BADH cesty (Wilken et al. 1970).
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Naproti tomu, jedno-enzymova cesta byla dosud rozpoznana pouze v ptidnich bakteriich
rodu Arthrobacter. Cela reakce je katalyzovana COD, oxidazou generujici H20
(Ikuta et al. 1997).

Draha od glycinu k GB byla objevena teprve neddvno a dosud byla rozpoznana pouze
ve dvou extrémné halofilnich mikroorganismech, Ectothiorhodospira halochloris
a Actinopolyspora halophilia (Obr.3 (b)); Nyyssold et al. 2000). U téchto mikroorganismu
je GB generovan z glycinu prostiednictvim tfi po sobé nasledujicich N-methylaci, které jsou
katalyzovany dvéma S-adenosylmethionin-dependentnimi methyltransferdzami, GSMT
a SDMT. Geny pro vSechny enzymy podilejicimi se na riznych cestach, byly naklonovany
a jsou k dispozici pro metabolické inzenyrstvi rostlin, které ptirozené¢ GB neakumuluji, ¢imz

jsou obdateny potencialni schopnosti tuto dilezitou slouceninu syntetizovat.
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Obr. 3

Dvé hlavni cesty syntézy GB. (a) Syntéza GB z cholinu. V této cesté je cholin oxidovan
na GB prostfednictvim dvou krokové reakce [oznacené (1) a (2)], ve kterych je zapojen jeden
¢i dva enzymy. U vyssich rostlin je reakce (1) katalyzovana CMO a reakce (2) je katalyzovana
BADH. U savci a nékterych bakterii (napt. E. coli) se pfeména cholinu na GB podoba pteméné
u rostlin. Vyjimku tvoii reakce(1), pti niz CDH nahrazuje CMO. (b) Syntéza GB z glycinu.
GB je generovan jako vysledek tfi po sobé néasledujicich N-methylaci glycinu. Enzymy GSMT
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a SDMT maji ¢astecné prekryvajici se funkce, katalyzujici prvni dvé [oznacené jako (1) a (2)]

a posledni dvé [oznacené jako (2) a (3)] methylace.

3.11 Metodika

V ramci pokusu byl sledovan vliv vodniho deficitu a soubézny vliv exogenni aplikace
prolinu a glycin betulinu u rostlin psenice tvrdé ,, Triticum durum*, odriida Haristide. na obsah
volného prolinu v rostlinnych pletivech, za pfedpokladu moznosti vyuziti téchto latek jako

protistresovych.
PSenice tvrda ,, Triticum durum odrida Haristide

PSenice ,, Triticum® je skupina jednod€loznych rostlin z ¢eledi lipnicovitych ,,Poaceae*
s ptiblizné 20 druhy, zahrnujici $lechténé i plané rostouci druhy pSenic. PSenice jsou jedny
z nejstarsich kulturné péstovanych rostlin, pochazejici z jihozapadni Asie. PSenice maji duté
stéblo, deélené kolénky. Kvétenstvim je lichoklas, slozeny z klasku, v nichz se nachazeji obilky
s vyraznou podélnou ryhou. Z klaski muze vyrastat 2 az 5 kvétd. Plodem je obilka, ktera
zustava az do zralosti volna, a nesrusta s pluchou ani pluskou. Plucha je hladka a pluska byva

blanita. Tento druh patfi mezi pSenice, které se nazyvaji nahé (Slavik & St&panska 2004).

Odrada Haristide je polorana odrida pSenice tvrdé, presivkového typu, ktera
je nadprumérné odolna vici padlim travnim a rzim. Stfedni odolnost projevuje viéi fuzariozam
v klasu a branicnatce na listech, a vyssi odolnost vii¢i brani¢natce v klasu. Rostliny jsou vysoké,
sttedné odolné vuci poléhani. Pii dodrzeni presivkoveé technologie je pfezimovani velmi dobré

(Slavik & Stépanska 2004).

3.12 ZalozZeni a pribéh pokusu

V pokusu bude sledovan vliv vodniho deficitu na obsah prolinu v listech a kotenech po
foliarni aplikaci prolinu, glycin betulinu a kombinace prolin + glycin betulin rostlin pSenice

tvrdé ,, Triticum durum.

Bé&hem experimentu byly rostliny pSenice tvrdé ,, Triticum durum® péstovany za tepelné
fizenych podminek a castecné fizenych svételnych podminek v experimentidlnim skleniku
katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU v Praze. Teplota byla nastavena na 25 °C
ve dne a 18 °C v noci. Rostliny byly péstovany v PVC kontejnerech (o rozméru 37 cm x 27 cm
x 14 cm). Vysev probéhl 24.4.2018 do zahradniho substratu A (maximalné 10 % castic nad 10

mm), pH ve vodném roztoku 5,5 — 6,5, substrat je prosty plevelt a sktidcti, obsah spalitelnych
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latek ve vysuseném vzorku je 55%, obsah zivin: N: 80 — 120 mg.I"t, P,Os: 50 — 100 mg.I?,
K20: 100 — 150 mg.I". obsah rizikovych prvki podle zdkonného limitu v mg.kg? susiny:
Cd 1; Pb 100; Hg 1; As 10; Cr 100; Cu 100; Ni 50; Zn 200.

V pribéhu celého experimentu jsme se snazili simulovat pribéh jednotlivych
agrotechnickych postupt, které jsou pouzivany i v praxi. PO vysevu jednotlivych rostlin
do péstebnich nadob ve sponu (28 rostlin na kontejner, 4 fady po 7 rostlinach), byly rostliny
pravidelné zavlazovany a dohnojovany na vynosovy potencial. Ve fazi BBCH 27 prob¢hlo
kraceni rostlin ptipravkem CCC a zéaroven tato aplikace ve sklenikovych podminkach méla
podpoftit odnozovani rostlin. Pfed zahajenim pokusu, kterym bylo aplikovani osmoticky
aktivnich solutti, probéhlo dohnojeni substrati na piiblizny odbérovy normativ psenice tvrdé,
na vynosovy potencial 5 t N, P, Ka Mg. Poté¢ 1.6.2018 nasledovalo rozdéleni rostlin
do jednotlivych skupin podle stresu a aplikace G¢inné latky: jednotlivé varianty, zavlazovana
varianta bez aplikace (K), zavlaZzovana varianta s aplikaci prolinu (KP), zavlazovana varianta
s aplikaci glycinu (KG), zavlazovana varianta s aplikaci obou latek soubézné¢ (KPG). Varianta
vystavena stresu suchem (V), stresovana varianta s aplikaci prolin (VP), stresovana varianta
s aplikaci glycinu (VG) a stresovana varianta s aplikaci glycinu i prolinu soubézné (VPG).
V priibéhu pokusu byly stresované varianty v n€kterych terminech zavlazovany, a to proto,

aby pro zkoumané rostliny nebylo pfili§ vysoké sucho letalni. Cilem bylo rostliny dopéstovat

do faze metani.
Casovy harmonogram jednotlivych odbéri a aplikaci

24.4.2018 Vysev

9.5.2018 zakladni vyZiva roztok Haugland 200 ml/nadoba a foliarni aplikace

mikroelementy

21.5.2018 vyziva NPK + Mg 200 ml/nadobu, mikroelementy a foliarni aplikace

mikroelementy

23.5.2018 zakracovani aplikace CCC 0,75 ml/10 m2
28.5.2018 NPK + Mg 100 ml/nadoba
1.6.2018 rozdéleni do jednotlivych variant: zavlazovana varianta bez aplikace (K),

zavlazovana varianta s aplikaci prolinu (KP), zavlazovana varianta

s aplikaci glycinu (KG), zavlazovand varianta s aplikaci obou latek
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soubézn¢ (KPG). Varianta vystavena stresu suchem (V), Stresovana
varianta s aplikaci prolin (VP), stresovana varianta s aplikaci glycinu

(VG) a stresovana varianta s aplikaci glycinu i prolinu soubézné (VPG).

4.6.2018 zahdjeni stresu — preruseni zalivky u stresovanych variant u kontrolnich
rostlin zalivka 400 ml/nadoba destilovana voda + odbér (K. KP, KG,
KPG)

7.6. 2018 3. odbér (K. KP, KG, KPG, V, VP, VG, VPG)

8.6.2018 foliarni aplikace mocoviny 7 % roztok kvalitativni pfihnojeni

11.6.2018 4. odbér (K. KP, KG, KPG, V, VP, VG, VPG)

14.6.2018 5. odbér (K. KP, KG, KPG, V, VP, VG, VPG), nasledn¢ zalivka u stresu
vodou 200 ml/nadoba

18.6.2018 6. odbér (K. KP, KG, KPG, V, VP, VG, VPG), nasledn¢ zalivka u stresu
vodou 200 ml/nadoba

22.6.2018 7. odbér (K. KP, KG, KPG, V, VP, VG, VPG) — ukonéeni pokusu

3.13 Stanoveni obsahu volného prolinu

PouZita metodika pro stanoveni koncentrace prolinu v rostlinném pletivu byla upravena
z puvodni metodiky podle Batese (1973). Volny prolin je z rostlinného pletiva ziskan pomoci
3% kyseliny sulfosalicylové. Tato bezbarva kyselina plisobi jako efektivni proteinové sraZzedlo
ve vodném roztoku, do né¢hoZ jsou vloZena rostlinna pletiva a ndsledné jsou drcena. Pro detekci
prolinu je vyuZzita reakce s ninhydrinem, jelikoz spole¢né vyviji barevnou latku schopnou
absorbovat elektromagnetické zafeni tzv. chromofor. K extrakci prolin-ninhydrinového
chromoforu se pouZziva toluen, do kterého tato sloucenina velmi ochotné pfechazi. Spektrum

daného chromoforu je zjisténo ve spektrofotometru (Bates et al. 1973).

Vzorek listového pletiva (bez stfedni Zilky) o hmotnosti 0,5 g byl nejprve rozetfen v 10 ml
3% kyseliny sulfosalicylové v tfeci misce. Homogenizovand smés byla prefiltrovana pres
Bychnerovu nélevku s filtranim papirem. Dale byla vytvafena analytickd smés z 1 ml filtratu,
I ml ninhydrinu a 1 ml kyseliny octové ve tfech opakovanich, ta byla dale promisena
na ttepacce po dobu 10 minut a posléze varena pii 80 az 90 °C po dobu 30 minut. Po uplynulé
dobé¢, nezbytné pro vyvoj barvy, jsme nechali vzorky zchladnout. Po vychladnuti bylo do kazdé

zkumavky se vzorkem piiddno adekvatni mnoZzstvi toluenu. To ¢inilo 3 ml a smés byla opét
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protfepana na tiepacce. Po odd¢€leni fazi (cca 20 minut) byla proméifena absorbance horni vrstvy

vzorkl pfi 520 nm na spektrofotometru UV-Vis, Evolution 210 a srovnédna s kalibra¢ni kiivkou.
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4 Vysledky

4.1 Obsah prolinu v nadzemni biomase pokusnych rostlin
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Graf 1: Obsah prolinu v nadzemni biomase rostlin pod vlivem vodniho stresu

V grafu 1 je zobrazen vliv vodniho stresu na obsah prolinu v nadzemni ¢asti (shoots)
pSenice tvrdé. Z grafu jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi variantami v obsahu prolinu.
Na pocatku pokusu (3. termin méfeni) byl obsah prolinu obdobny u vSech variant. S postupnym
rozvojem vodniho stresu u variant s aplikaci prolinu a glycin betulinu dochazi v porovnani
S kontrolou k nartstu obsahu prolinu. Pfi 5. terminu méfeni je patrny pokles obsahu prolinu
na uroveil kontrolni varianty. Pfi nasledujicim terminu méfeni je patrny opétovny nartist obsahu
prolinu u v§ech pokusnych variant. Nejvice prolinu bylo obsazeno u varianty s aplikaci glycinu.

V poslednim terminu méfeni obsah prolinu u vSech variant opé€t klesa.
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4.2 Obsah prolinu v nadzemni biomase kontrolnich rostlin
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Graf 2: Obsah prolinu v nadzemni biomase kontrolnich rostlin
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V grafu 2 je zobrazen obsah prolinu v nadzemni ¢asti (shoots) kontrolnich rostlin

pSenice tvrdé. Z namétenych hodnot je patrné, ze mezi variantami nevznikly rozdily v obsahu

prolinu.
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4.3 Obsah prolinu v kofenech pokusnych rostlin
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Graf 3: Obsah prolinu v kotenech rostlin pod vlivem vodniho stresu

V grafu 3 je zobrazen vliv vodniho stresu na obsah prolinu v kofenech rostlin (roots)
pSenice tvrdé. Z grafu jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi variantami v obsahu prolinu.
Pfi 3. méfeni (3. den vodniho stresu) byl obsah prolinu u v§ech variant obdobny. Pti 4. méteni
se u variant glycin a prolin + glycin mirné zvysil obsah prolinu oproti kontrole, zatimco
U varianty prolin vyrazné narostla hodnota obsahu prolinu — az trojnasobné. Pii 5. méfeni
se obsah prolinu u variant glycin a prolin + glycin téméf shodoval s kontrolni variantou, naopak
u varianty prolin obsah vyznamné klesl na pfibliznou hodnotu kontrolni varianty. 6. méfeni
ukazalo zvySeny obsah prolinu u varianty glycin oproti ostatnim variantdm, naopak mirné nizsi
hodnotu obsahu prolinu, nez v kontrolni varianté bylo naméteno u varianty prolin. Posledni
7. méteni ukézalo pokles obsahu prolinu u vSech variant, na hodnoty o malo niZsi, nez pfi

méfreni 5.
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4.4 Obsah prolinu v kei‘enech kontrolnich rostlin
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Graf 4: Obsah prolinu v kotenech kontrolnich rostlin

V grafu 4 je zobrazen vliv vodniho stresu na obsah prolinu v kofenech kontrolnich
rostlin (roots) pSenice tvrdé. Z grafu je patrné odchyleni obsahu prolinu od ostatnich variant
V kotenech rostlin u varianty prolin. Toto zvySeni obsahu lze sledovat od 5. do 6 méteni, poté

obsah prolinu klesl na uroven ostatnich variant.
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5 Diskuze

5.1 Obsah prolinu v rostlinach Triticum durum

U rostlin pSenice tvrdé, Triticum durum, byl pii experimentu sledovan vliv ptisobeni
foliarni aplikace kompatibilnich solutti prolin a betulin glycin na obsah prolinu v nadzemni
biomase pokusnych rostlin a v jejich kotfenech, kdy byly tyto rostliny zaroven vystaveny

vodnimu stresu.

Vodni deficit patii mezi abiotické stresové faktory, které maji v globalnim meéftitku
vyznamné negativni dopady na zemédélskou produkcei, véetné péstovani rostlin. Tento stresovy

faktor se projevuje jiz na celém tizemi CR.

Voda je nezbytnou soucasti metabolickych procesi a vytvaii prostiedi pro jejich pribéh.
Jeji omezené mnozstvi tedy vede ke sniZzeni metabolické aktivity a tim 1 omezeni syntézy

bilkovin, nezbytnych pro rtst (Ashraf & Harris 2005)

Bohnert et al. (1995) ustanovil na zéklad¢€ své studie zavér, pokud se rostliny setkavaji
s nepiiznivymi environmentalnimi podminkami spojenymi s vysokymi hladinami soli, suchem
nebo nizkou teplotou, chrani se rostlinné buiky pfed stresem vysokych koncentraci
intracelularnich soli akumulaci riznych malych organickych metabolitli, které jsou souhrnné
oznacovany jako kompatibilni soluty. Na jeho myslenku navazali ve svych pracich van Heerden
& Kriiger (2002), Ashraf & Foolad (2007), a Seki et al. (2007), z jejichz vzajemné nezavislych
studii vyplynul fakt, kdy mnoho druhti rostlin pfirozené akumuluje glycin betain a prolin jako

hlavni organické osmolyty, pokud jsou vystaveny abiotickému stresu jako je sucho.

Hasegawa et al. (2000) uvedli, ze se prolin hromadi v reakci na nékolik abiotickych
stresti. ZvySena akumulace prolinu a glycin betainu mize snizit poSkozeni vyvolané stresem

rostlinnych bunék.

Ve své studii Ali et al. (2007) uvedli, Ze exogenni prolin, aplikovany rozprasovanim pii
vysadbé semen a ve vegetativnim stadiu kukufice (Zea mays), mél za nasledek zvysSeny rist
v prostiedi vodniho deficitu. Zaroven i Bot et al. (2008) ve své praci pozd¢ji uvedli, ze exogenni
aplikace prolinu zvySovala rist a podporu pifijmu zivin u rostlin kukufice (Zea Mays),

vystavenych vodnimu stresu.

Vyse uvedené poznatky teoreticky potvrzuji hypotézu tohoto pokusu, kdy se po uvedeni

rostlin do vodniho stresu skute¢né v urCitych stadiich rstu rostlin postupné zvysuje obsah
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prolinu pii foliarni aplikaci prolinu a glycin betulinu v nadzemni biomase pokusnych rostlin

a Vv jejich kotenech.

Gorham (1995) uvedl, ze molekularni vlastnosti glycin betainu umoznuji interakci
S hydrofilnimi i hydrofobnimi doménami makromolekul, jako jsou enzymy a proteinové
komplexy. Tento pokus bohuzel nemlze potvrdit hypotézy pusobeni mechanismi glycin
betulinu na stabilizaci makromolekularnich struktur dle Arakawy & Timasheffa (1983), ¢i dle

Schobertové (1977), avSak nelze je ani vyvratit.

Zajimavym faktem se prokdzal nezvySeny obsah volné¢ho prolinu v nadzemni biomase
nestresovanych kontrolnich rostlin a zaroveni transport volného prolinu do kofenové c¢asti

u varianty ,,KP*.

U stresovanych rostlin dochazi u variant s foliarni aplikaci kompatibilnich solutl

k okamzitému narustu obsahu prolinu oproti kontrolni varianté.

V nadzemni biomase a kofenové ¢asti stresovanych rostlin dochazi k patrnym vykyvim
obsahu volného prolinu. Existuje moznost, Ze za timto jevem stoji biosyntetické drahy prolinu

¢i jeho katabolismus.

Lze fici, Ze tento pokus vykazuje osmoprotektické vlastnosti glycin betulinu, ktery
hydrofobnim doménam proteinti véetné prolinu umoziuje stat se dostupnéjsimi pro vodu. Toto
tvrzeni by byvalo $lo potvrdit vysledkem 6. méfeni u pokusnych rostlin, kdy se obsah prolinu
vV nadzemnich castech i v kofenech pokusnych rostlin u varianty ,,VG* oproti varianté
,» V¢ vyrazné zvysil. Pficinou tohoto jevu v§ak mohla byt zalivka, nutna pro pieZiti rostlin, ktera
byla aplikovéana po 5. terminu méfeni. K objasnéni této hypotézy by vSak bylo nutné uskutec¢nit

dal$i experimenty.

Po aplikaci 2. zachovné zalivky po 6. terminu méteni doslo k poklesu obsahu prolinu
V nadzemni biomase a v kofenech vSech pokusnych rostlin, ke kterému mohlo dojit z ditvodu
dozravani rostlin z mlécné do voskové zralosti. AvSak to je jen hypotéza, ke které je nutné

uskutecnit dalsi pokusy.
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6 Zavér
Cil této prace spocival v experimentu, pii kterém byl sledovan vliv foliarni aplikace dvou
kompatibilnich solutii: prolinu, glycin betulinu a jejich kombinace na obsah prolinu v nadzemni

biomase a kotenech rostlin psenice tvrdé, Triticum durum, péstovanych v podminkach vodniho

deficitu.

Sledovanym parametrem byl obsah volného prolinu v riizné¢ oSetfovanych variantach
rostlin psenice tvrdé. Rozdé€leni rostlin do jednotlivych skupin podle stresu a aplikace ucinné
latky: jednotlivé varianty, zavlaZzovand varianta bez aplikace (K), zavlaZzovana varianta
s aplikaci prolinu (KP), zavlazovana varianta s aplikaci glycinu (KG), zavlaZované varianta
s aplikaci obou latek soubézné (KPG). Varianta vystavena stresu suchem (V), stresovana
varianta s aplikaci prolin (VP), stresovana varianta s aplikaci glycinu (VG) a stresovana varianta

s aplikaci glycinu i prolinu soubézné (VPG).

Cilem bylo sledovat hodnoty obsahu prolinu u jednotlivych variant rostlin psenice tvrdé,

s ohledem na jejich rust ve vodnim stresu.

6.1 Zavér obsahu prolinu v nadzemni biomase pokusnych rostlin

Nejvyssich hodnot obsahu volného prolinu v nadzemni biomase dosahla varianta
VG — vodni stres s foliarni aplikaci betulin glycinu, niz§iho obsahu prolinu dosahla varianta
VPG — vodni stres s folidrni aplikaci kombinace prolin a glycin betulin, a nejnizsich hodnot
dosahly varianty VP — vodni stres s folidrni aplikaci prolinu a V — samotny vodni stres. Tyto

dvé¢ varianty dosahovaly similarnich hodnot.

K objasnéni divodu nejvysSiho obsahu volného prolinu u varianty VG je tfeba
uskutecnit dalsi experimenty.
6.2 Zavér obsahu prolinu v kofenech pokusnych rostlin

Obsahy volného prolinu v kofenech dosahuji stejnych efektli, jako hodnoty volného

prolinu v nadzemni biomase pokusnych rostlin.

Jedind vyjimka tvofi obsah volného prolinu u kontrolnich rostlin ve varianté
KP — zavlazovana varianta s aplikaci prolinu, u které doslo k transportu volného prolinu

Z nadzemni biomasy do kofent.
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