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I) CIL METODIKY

Cilem metodiky bylo vyvinout rutinni metodu, ktera by zjednodusila a urychlila
postup pri stanoveni odolnosti rostlin viici vyssim teplotdm. Snahou bylo eliminovat
jednu z hlavnich nevyhod klasickych (,,ion-leakage”) metod stanoveni termostability
rostlin spocivajici v nutnosti aplikace stresu vyssi teplotou a v potfebé nalezeni
optimalni kombinace vyse teploty a doby jejitho ptisobeni. Pfedklddand metodika
umoznuje stanoveni termostability rostlinného materidlu bez jakychkoliv dalsich
procedur a manipulaci s testovanym vzorkem. Metodika vyuZiva linedrniho ohfevu
rostlinného vzorku, béhem kterého je souc¢asné mérena tzv. minimalni chlorofylova
fluorescence Fo a mérna vodivost média, ve kterém je vzorek ponoren. Mérfené
parametry odrazeji vysokoteplotni stabilitu jak plazmatické, tak tylakoidni
membrany chloroplasti. Kméfeni predkladanou metodikou byl navrZzen a
zkonstruovan pfistroj PlanTherm (Photon Systems Instruments, Brno), ktery je

v soucasné dobé komercné dostupny.

II) VLASTNI POPIS METODIKY
11.1 Uvod

V dtsledku globalnich klimatickych zmén dochdzi v posledni dobé ke zvySovani
prameérné rocni teploty a k castéjSimu vyskytu teplotnich extrémi. V této souvislosti
nabyva na vyznamu problematika odolnosti rostlin vii¢i ptisobeni vyssich teplot.
Snahou Slechtiteli a zemédélct je ziskdni odriid s vysokou termostabilitou, at uz
pomoci klasického Slechténi nebo pomoci genovych manipulaci. Dal$i moznosti
zvySovani termostability rostlin je aplikace specidlnich latek (naptiklad glycin

betainu nebo fytohormont).

Potfeba zvySovani termostability rostlin klade vyssi naroky na metodiku jejiho
stanoveni. V soucasné dobé je odolnost rostlin vici vys$sim teplotdm nejcastéji
uréovana pomoci metody '“ion-leakage": rostlinny materidl je umistén do
deionizované vody, vystaven pusobeni vyssi teploty a poté je zméfena mérna
vodivost. Hodnota mérné vodivosti odpovida mnozstvi iontfi, které se z rostlinného
materidlu uvolni pfes bunééné membrany, jejichz celistvost je porusena zminénym
vysokoteplotnim ptsobenim. Mérna vodivost je zpravidla vyjadfovana v %
maximalni mérné vodivosti, kterd se méfi po povareni nebo zmrazeni a rozmrazeni
vzorku (Prasil a Zamecnik 1990), pri kterém dochdzi k tplné dezintegraci bunéénych

membran a maximalnimu vytoku iontt do média.



Jednim z hlavnich nedostatkii metody "ion-leakage" je nutnost vybéru
vhodnych teplot a doby jejich ptisobeni, coZ vyZaduje pfedbéZzna testovaci méfeni a
metoda je tudiz ¢asové narocna. Ve vétsiné srovnavacich studii je vybirana pouze
jedna vyssi teplota a jedna doba ptisobeni, které se v jednotlivych studiich zpravidla
lisi, coz stéZuje pfipadné znemoZnuje srovnani rostlinného materialu testovaného
v raznych studiich. Dal$im nedostatkem metody ,ion-leakage” je riziko zapojeni
aklimacnich procesti vici vysoké teploté, coz muze zkreslit uréeni konstitutivni
teplotni odolnosti. Zejména pfi delSim vysokoteplotnim ptlisobeni lze ocekavat
rozdilné zastoupeni aklimacnich procesii u srovnavanych druhti, odrtd ¢i genovych

linii a zkresleni vysledk.

Cilem pfedklddané metodiky bylo vyrazné zjednodusit a urychlit klasickou
metodu ,ion-leakage” pro stanoveni vysokoteplotni stability rostlin. Pomoci pfistroje
PlanTherm (Photon Systems Instruments, Brno), ktery byl za timto i¢elem vyvinut a
zkonstruovan, a ktery vyuziva linearniho ohfevu vzorku, 1ze stanovit vysokoteplotni
odolnost rostlinného materidlu bez predchoziho ptsobeni vyssi teploty (toto
pusobeni je nahrazeno pravé linedarnim ohfevem). Béhem linearniho ohfevu je
soucasné méfrena minimdlni chlorofylova fluorescence Fo listového vzorku a mérna
vodivost média, ve kterém je vzorek ponofen. Pfedklddand metodika umoZzniuje diky
méfeni téchto dvou parametri stanoveni vysokoteplotni stability jak plazmatické,

tak tylakoidni membrany chloroplastti béhem jednoho linearniho ohfevu.

I1.2 Vliv vyssich teplot na rostliny

Reakce rostlin na vyssi teploty je velmi komplexni (napf. review Mittler a kol. 2012),
pfiéemz zdavisi na vysi teploty, dobé ptisobeni a rychlosti narfistu teploty. Pfi
plisobeni vyssich teplot dochdzi v rostlinach k anatomickym, fyziologickym a
biochemickym zméndm, které ovliviiuji rdast a vyvoj rostlin a mohou vést
k vyraznému poklesu vynosu u plodin. Velmi vysoké teploty zptsobuji uz po
nékolika minutdch vyrazné az letdlni poskozeni rostlinnych bunék v dtsledku
degradace bunécnych membran a biomolekul. Pfi stfedné vysokych teplotach
dochdzi k inhibici funkce a k poSkozeni struktury proteinti a k nartstu fluidity
bunéénych membran spojenému s nartistem jejich propustnosti pro ionty (napr.
Horvath a kol. 2012). Zmény propustnosti membran pro ionty jsou podstatou ,ion-
leakage” metod (napt. Ibrahim a Quick 2001).

Jednim z procest nejcitlivejsich k ptisobeni vyssich teplot je fotosyntéza, a to

jak jeji primarni fdze probihajici na tylakoidnich membrandach, tak faze fixace CO2
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probihajici ve stromatu chloroplasta. Citlivost fotosyntézy k vyssi teploté je
vyuzivana ktestovani termotolerance rostlin pomoci méfeni fotosyntetickych
parametrti. Jako velmi efektivni se jevi neinvazivni monitorovani (na celych listech)
ucinnosti primdrnich reakci fotosyntézy pomoci parametrii fluorescence chlorofylu
(napf. Maxwell a Johnson 2000). Napfiklad nartist tzv. minimalni fluorescence Fo p¥i
linedrnim ohfevu list(i, ktery odradzi pokles fotochemické ticinnosti fotosystému II v
tylakoidnich membranach chloroplasti, byl nékolikrat uspésné pouzit k
monitorovani vysokoteplotni stability rostlin (napf. Bilger a kol. 1984, Havaux 1992,
Lazar a Ilik 1997).

V rostlinach existuji mechanismy, které jim umoZznuji pfezit ptsobeni vyssich
teplot. MiiZeme je rozdélit na fenologické a morfologické adapta¢ni mechanismy,
které wurcuji pfirozenou (konstitutivni) termotoleranci rostlin, a na aklimaéni
mechanismy, které jsou podstatou tzv. indukované (ziskané) termotolerance. Mezi
nejdiilezitéj$i mechanismy indukované termotolerance patfi syntéza tzv. ,heat-
shock” proteinti (napf. review Kotak a kol. 2007) a zmeéna sloZzeni bunécnych
membran, které vedou k udrzeni funkce proteinti a membran a tedy k zachovani

zdkladnich bunécnych procest i pti zvySené teploteé.

I1.3 Princip metody

Predkladand metodika stanoveni odolnosti rostlin vii¢i vyssim teplotdm je zaloZena
na linedrnim ohfevu rostlinného vzorku ponofeného v médiu (deionizovana voda).
Rychlost linearniho ohfevu je volena mezi 1 — 2 °C za minutu v teplotnim rozsahu 25
— 65 (75) °C. Pfi linedrnim ohfevu je kontinudlné méfena minimalni chlorofylova
fluorescence Fo rostlinného vzorku (listu) a mérnd vodivost média, ve kterém je
vzorek umistén. Parametr Fo odraZi termostabilitu tylakoidnich membran, zmény
v mérné vodivosti pak termostabilitu plazmatické membrany. S nartistem teploty
dochazi k typickému pribéhu Fo (tzv. FTC) charakterizovanému dvéma kritickymi
teplotami (Tci, Tc2 - Obr. 1), ktery odrazi postupny pokles tcinnosti fotochemickych
procest a stabilitu tylakoidnich membran (Havaux 1992, Lazar a Ilik 1997).
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Obr. 1 Typicka zavislost intenzity fluorescence Fo (FTC) a mérné vodivosti (CTC) na teploté pii
linedrnim ohfevu listu je¢mene v deionizované vodé. Sipky oznaluji kritické teploty Tci, Tcz a Tck.

Rychlost ohfevu byla 1 °C min.

Meérna vodivost s rostouci teplotou nejprve mirné roste, pfi urcité (kritické)
teploté (Tck) pak dochazi k jejimu vyraznému nartstu (CTC — Obr. 1), ktery odrazi
masivni uvolnovani iontt zrostlinnych bunék do média v diisledku poskozeni
plazmatické membrany. Zminénd kriticka teplota Tck odpovida teploté druhého
maxima FTC - Tc, které je davano do souvislosti s denaturaci proteinovych
komplexti obsahujicich chlorofyl a uvolnénim chlorofyli (Lipova a kol. 2010). Je
pravdépodobné, Ze vysokoteplotni dezintegrace pigment-proteinovych komplexti v
chloroplastech souvisi s hypotonickym Sokem zptsobenym vysokoteplotni
dezintegraci plazmalemy v deionizované vodé. Béhem jednoho linearniho ohfevu
listu je tedy moZzné ziskat trojici kritickych teplot charakterizujicich termostabilitu
funkce a integrity tylakoidnich membran (Tci, Tc2) a termostabilitu plazmatické
membrany (Tcx). Pfi pouZiti stejné rychlosti ohfevu mohou byt tyto kritické teploty
pouzity jako indikatory vysokoteplotni stability rostlin. Priibéh kfivek CTC a FTC a
hodnoty kritickych teplot zaviseji na rychlosti linearniho ohfevu, pfi srovnavani

rtiznych rostlinnych vzorkt je tedy nutné pouZit stejnou rychlost ohfevu.



I1.4 Postup méfeni

Postup méfeni je velmi jednoduchy. Ke stanoveni odolnosti rostlin viéi vyssim
teplotam je pouzit pfistroj PlanTherm (Photon Systems Instruments, Brno; Obr. 2),
ktery umozniuje soucasné méfeni minimalni chlorofylové fluorescence Fo a mérné
vodivosti média pfi linedrnim ohfevu. V ovlddacim programu k pfistroji je tieba
nastavit rychlost ohfevu (zpravidla 1 — 2 °C za minutu) a teplotni rozsah (zpravidla
25-70°C).

Obr. 2 Pfistroj PlanTherm (Photon Systems Instruments, Brno) pouzity ke stanoveni vysokoteplotni

stability rostlin.

Pfed méfenim minimalni fluorescence Fo je rostliny nutné zatemnit minimalné
na 15 min. Pokud je méfena pouze mérna vodivost, neni nutné rostliny zatemnovat.
Z listu se poté oddéli segment o velikosti pfiblizné 5 x 20 mm; v pfipadé mensSich
list — napt. Arabidopsis — je mozné pouzit cely list. Vzhledem k principu metody neni
u segmentti nutné zachovavat stejnou feznou plochu: v pfipad€, ze je fezna plocha
vétsi a tudiZ anik iontli z bunék na fezu do meédia vétsi, pocatecni hodnota mérné
vodivosti je vétsi, nicméné hodnota kritické teploty Tcx, na zakladé které je

posuzovana vysokoteplotni stabilita rostliny, neni ovlivnéna.



Obr. 3 Drzak vzorku s listovym segmentem pouzivany piistrojem PlanTherm.

Obr. 4 Drzak vzorku slistovym segmentem umistény v hlavici s vodivostnim cidlem a kyveta

s deionizovanou vodou pfed vlozenim do méficiho prostoru pfistroje PlanTherm.

Oddéleny segment je vloZen do drzaku vzorku (Obr. 3), ten do hlavice
s vodivostnim senzorem (Obr. 4) a hlavice pak do kyvety s deionizovanou vodou,
ktera se vlozi do méficiho prostoru pristroje. Nasledné je spusténa automaticka
meéfici procedura. Priibéh méfeni Ize sledovat v ovladdacim programu, ve kterém se
zobrazuje: hodnota mérné vodivosti v zdvislosti na teploté, hodnota minimalni
fluorescence Fo v zavislosti na teploté a hodnota teploty v zavislosti na case (Obr. 5).

Program umoznuje automatické vyhodnoceni kritické teploty Tcx (Obr. 5 - nahote)
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jako teploty v Case, ve kterém ma kfivka zavislosti mérné vodivosti na teploté
maximalni kfivost. Kfivost K v ¢ase t je pocitana z casové zavislosti naméfené meérné

vodivosti podle vztahu:

_ x(t
K(t) = )

G2’

a lze ji také pri meéfeni sledovat v ovlddacim programu (Obr. 5). Po vyjmuti
zméfeného vzorku, oplachnuti drzdku vzorku, vodivostniho c¢idla a kyvety a po
vyméne deionizované vody v kyveté je aparatura pripravena k méfeni dalsiho
vzorku. Pfi rychlosti ohfevu 2 °C za minutu z 25 °C na 70°C trva procedura 22,5

minuty.
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Obr. 5 ,Printscreen” ovladacitho programu pfistroje PlanTherm son-line znazornénim meérné
vodivosti v zdvislosti na teploté (zelené), derivace mérné vodivosti podle casu (svétle modre)
s vyznacenim maxima odpovidajictho kritické teploté Tck, minimalni fluorescence Fo v zavislosti na

teploté (tmavé modre) a teploty v zavislosti na case (zluté).



IL.5 Priklady vyuziti

I1.5.2 Stanoveni miry indukované odolnosti rostlin viici vyssim teplotam

Metodika se osvédcila pfi posuzovani miry indukované odolnosti rostlin vii¢i vyssim

teplotam. Pfi ptisobeni vyssich teplot zpravidla dochazi k aklimaci rostlin na vyssi

teplotu, kterd je spojend s narlistem termostability bunécnych membran. Nartst

termostability membran se projevi posunem kritickych teplot v kfivkach FTC a CTC

k vy$§im hodnotam. Cim vyssi je mira aklimace, tim vétsi posun 1ze pozorovat.

intenzita fluorescence

divost

v

meérna vo

F, (rel. j.)

(uS cm'1)

3500

3000
2500-.
2000-.
1500-.
1000-.

500 -

{ ——25°C (7 dni)

——25°C (4 dny) + 35°C (3 dny)

C1

- - — -
-‘__—

250 -

200 -

150 -

100 -

50 4

25 30 35 40 45 50

25 30 35 40 45 50
teplota (°C)

Obr. 6 Krivky zavislosti intenzity fluorescence Fo (FTC) a mérné vodivosti (CTC) na teploté pfi

linearnim ohfevu (rychlosti 1°C min') primarnich listd jeCmene jarniho kontrolnich rostlin

(péstovanych pfi teploté 25 °C, ¢erné) a rostlin aklimovanych na zvysenou teplotu (35 °C) po dobu 3

dna (Cervené).
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Na Obr. 6 jsou uvedeny ktivky FTC a CTC u kontrolnich a aklimovanych
rostlin je¢mene jarniho: rostliny ptvodné péstované pfi 25 °C byly po 3 dny
vystaveny ptisobeni zvySené teploty 35 °C. K méfeni byly pouzity primarni listy.
Z Obr. 6 je zfejmé, ze v tomto konkrétnim pfipadé se aklimace rostlin jecmene na
zvysenou teplotu projevila posunem kritickych teplot Tci, Tcz a Tex priblizné o 2 —
3°C, coz odrazi zvyseni termostability jak tylakoidnich membran, tak membrany

plazmatické.

Pio KM Ged Gob Bon Gok Sev Gle Hal Kauz Ch.S. Sad Gar Sve Mee
47,5 47,5
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Obr. 7 Hodnoty Tci a Tck pfed (Cerné sloupce) a po aklimaci rostlin (¢ervené sloupce) vybranych
odrid pSenice na zvySenou teplotu. Prvni skupina odrtid (ozimé psSenice - leva cast grafu) byla
vystavena zvySené teploté 33 °C, druha skupina (prava cast grafu) teploté 30 °C po dobu 3 dnii.
Meéfeno na druhych listech rostlin ve fazi 4. — 5. listu. Pio — Piopio 4 (Mexiko), KM — KM 55-09 LG
(CR), Ged — Gedania (Polsko), Gob — Gobustan (Azerbajdzan), Bon — Bona Vita (Slovensko), Gok —
Goksu (Turecko). Sev — Sever (Portugalsko), Gle — Glenlea (Kanada), Hal — Halberd (Rakousko), Kauz
— Kauz ,,S” (34) (Mexiko), Ch. S. — Chinese Spring (Cina), Sad — Sadovo I (Bulharsko), Gar — Gargano
(Italie), Sve — Svevo (Itdlie), Mee — Meering (Rakousko). Uvedeny priiméry a SD (n = 5). ***, ** * -
statisticky vyznamny rozdil mezi neaklimovanymi a aklimovanymi rostlinami dané odridy na

hladiné vyznamnosti 0,001; 0,01 a 0,05; n. s. — nesignifikantni rozdil.
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Na Obr. 7 jsou prezentovany hodnoty Tci a Tek rostlin vybranych odriid
pSenice pred aklimaci a po aklimaci na zvysSenou teplotu. Experiment probihal ve
dvou modifikacich: prvni skupina odriid (ozimé pSenice - leva cast grafu) byla
vystavena zvysené teploté 33°C (puvodni péstebni teplota byla 25°C), druha skupina
(prava cast grafu) teploté 30°C (ptivodni péstebni teplota byla také 25°C) po dobu 3
dnti. Kméfeni byly pouZity 2. listy. Je zfejmé, Ze aklimace rostlin na zvySenou
teplotu byla i v tomto pfipadé doprovdzena nartstem obou kritickych teplot (Tci i

Tcx), ktery byl u prevazné vétsiny testovanych odrtd statisticky vyznamny.

Aklimace rostlin pSenice se projevila také zménou relativni konduktivity
méfené metodou ,ion-leakage”: zvySeni termostability plazmatické membrany
zmirnilo jeji poskozeni vyvolané plisobenim vyssi teploty (50 °C), vytok iontl
z bunék do média byl tedy mensi a relativni konduktivita byla tudiz u aklimovanych
listi nizs$i v porovndni s listy méfenymi pfed aklimaci. Na Obr. 8 jsou znazornény
uvedené zmény relativni konduktivity spole¢né se zménami kritické teploty Tcx u
odrtid ozimé pSenice z Obr. 7. Pfi stanoveni relativni konduktivity metodou ,,ion-
leakage” byla pouzita 80-ti minutova inkubace listovych vzorkid ve zvysené teploté
50 °C. Z Obr. 8 je patrna tendence, Ze ¢im vice relativni konduktivita vlivem aklimace

poklesla, tim vice narostla Tcx.

T T 1 T T
Obr. 8 Zmeény Tck a relativni konduktivity
2,0 1 . B 4 méfené metodou ,ion-leakage” zptlisobené
. aklimaci rostlin vybranych odriid ozimé psSenice
na zvysenou teplotu. Rostliny byly vystaveny
-~ 15 | . ; 4 zvySené teploté 33 °C po dobu 3 dnii a pii
°_ | . stanoveni relativni konduktivity metodou ,,ion-
I—é M . 1 leakage” byly listy inkubovany 80 min pfi teploté
© 104 L 4 50 °C. Méfeno na druhych listech rostlin ve fazi
C ’
O . 4. - 5. listu. Uvedeny priiméry a SD (n=3 - 5).
e ——
NI L
0,5 |
0,0 — T T T T T " T T T T 1

60 -50 -40 -30 -20 -10 O
zména rel. konduktivity (%)
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Z vysledkti vyplyva, Ze predklddand metodika mtize nahradit metodu ,ion-
leakage”, pficemz se znacné zjednodusi celkova méfici procedura. Problém metody
,ion-leakage” spocivajici v nutnosti vybéru vhodné teploty a doby vysokoteplotniho
pusobeni se prohlubuje pravé v pripadé testovani aklimace rostlin na vyssi teploty:
tim, Ze se pifi aklimaci méni termostabilita membrdn, méni se i , optimalni”
parametry metody ,ion-leakage”: doba a teplota vybrand a pouzitd pro

neaklimované vzorky nemusi byt vhodna pro vzorky aklimované.

I1.5.2 Stanoveni miry konstitutivni odolnosti rostlin viici vyssim teplotam

Metodiku lze pouzit také ke stanoveni konstitutivni (pfirozené) odolnosti rostlin viici
vyS$im teplotdm bez nutnosti aplikace stresu vyssi teplotou. Na Obr. 9 jsou
prezentovany hodnoty Tci a Tex u 9 typt rostlin Arabidopsis thaliana, u kterych byla
zjiSténa rtiznad mira tolerance k nizkym teplotam (Hannah a kol. 2006). I kdyz byly
rostliny vypéstovany pfi stejnych podminkach, hodnoty Tci a Tex se u jednotlivych
typt liSily, coz svéddi o jejich rtzné toleranci také k vyss$im teplotam. Typy
Arabidopsis jsou v Obr. 6 sefazeny podle miry konstitutivni tolerance vii¢i nizkym
teplotam (Te — nejvyssi tolerance, C24 — nejniz8i tolerance): 1ze vysledovat, Ze u
vétsiny typt s vétsi toleranci k nizkym teplotdm (Te, Nd, Cvi) byly hodnoty Tc1 a Tex
vyssi (a tedy tolerance k vy3sim teplotdm vétsi) neZ u vétsiny typh s nizsi toleranci
k nizkym teplotdm (Ler, Co, C24). Z Obr. 9 je zfejmé, Ze hodnoty Tc1 a Tex si v rdmci
daného typu Arabidopsis odpovidaly: pokud byla vyssi (nizsi) hodnota Tci, byla vyssi
(nizsi) i hodnota Tck. Tato skutecnost poukazuje na spojitost mezi termostabilitou

tylakoidni a plazmatické membrany.

I1.6 Zavér

Prezentované vysledky ziskané pouzitim predkladané metodiky demonstruji
pouzitelnost metodiky pro stanoveni termostability rostlin a moznost jejiho pouziti
misto klasické metody ,ion-leakage”. Pouziti pfedklddané metodiky je vyhodné
zejména v pfipadé testovani indukované termostability rostlin. Pfi aplikaci zvySené
teploty zpravidla dochdzi k aklimaci rostlin véetné nartistu termostability membran,
coz komplikuje vybér vhodné teploty a doby vysokoteplotniho ptisobeni pouzivany

v metodé ,ion-leakage”.
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Obr. 9 Hodnoty Tci a Texk naméfené u 9 typa Arabidopsis thaliana s rtiznou mirou konstitutivni
tolerance (sefazeno zleva doprava od nejvétsi po nejmensi miru tolerance) vici nizkym teplotdm
(Hannah a kol. 2006): Te — Tenela, Finsko; Rsch — Rschew, Rusko; Nd — Niederzenz, Némecko; Cvi —
Cape Verde Islands; Col-0 — Columbia 0, odvozena od Guckingham, Némecko; Ler — Landsberg erecta,
Polsko; Can — Canary Islands; Co — Coimbra, Portugalsko; C24 - Portugalsko. Rostliny byly
vypéstovany za stejnych podminek. Uvedeny priiméry a SD (n = 4).

1) SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU*

V soucasné dobé je odolnost rostlin viici vyssim teplotdm nejéastéji uréovana pomoci
metody "ion-leakage": rostlinny materidl je umistén do deionizované vody, vystaven
definovanému ptisobeni vyssi teploty (napf. 50 °C) a poté je zmeéfena mérna
vodivost, kterd odrazi miru propustnosti bunécnych membran pro ionty. Aby bylo
mozné porovnavat riizné vzorky mezi sebou, je potieba mérnou vodivost vyjadrit v
% maximalni meérné vodivosti, ktera se méfi po povafeni nebo zmrazeni a
rozmrazeni vzorku, pfi kterém dochazi k tiplné dezintegraci bunéénych membran a

maximalnimu vytoku ionttt do média.

Metoda “ion leakage” mé fadu nedostatk(i. Prvnim z nich je pomérné velka
¢asova narocnost méfeni: po ptisobeni vyssi teploty je nutné cekat desitky minut az
hodiny na ustaleni rovnovahy ionti mezi pletivem a médiem (Prasil a Zamecnik

1990, 1998). Casovou néroénost metody déle zvysuje procedura tiplné dezintegrace
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membran zminéna vyse. Casové nejnarocnéjsi je vsak nalezeni vhodnych vyssich
teplot a doby jejich ptsobeni u konkrétniho rostlinného materidlu, které vyzaduje
fadu pfedbéZnych testovacich méfeni. To pfedstavuje problém zejména v pfipadé
testovani indukované termostability rostlin, kdy se v rdmci aklimace rostlin na vyssi
teploty méni termostabilita membran a vy3si teplota a doba jejiho ptisobeni, ktera je
optimalni u neaklimovanych vzorkt, nemusi byt vyhovujici u vzorki aklimovanych.
Ve vétsiné srovnavacich studii je z dtivodu ¢asové narocnosti vybirdna pouze jedna
vysSi teplota a jedna doba ptisobeni. V rtaznych studiich se vybrané doby a teploty

pusobenti 1isi, coZ znesnadnuje porovnavani rostlin pouzitych v téchto studiich.

Dal$im nedostatkem metody ,ion-leakage” je riziko zapojovani aklimacnich
procesti ptsobicich v rostlindch proti ucinkéim ptisobeni vyssi teploty, coZz muze
zkreslit urceni konstitutivni teplotni odolnosti. Rozdilné zastoupeni aklimacnich
procesu lze ocekavat u srovnavanych druhti, odrid ¢i genovych linii zejména pri

delSich vysokoteplotnich ptisobenich.

Predklddand metodika vyrazné zjednodusuje a urychluje klasickou metodu
,ion-leakage” pro stanoveni vysokoteplotni stability rostlin. Principidlné ,novym
postupem” je pouziti linedrniho ohfevu média s rostlinnym vzorkem a méfeni
parametri odrazejicich poSkozeni membran v pribéhu tohoto linedrniho ohfevu.
Béhem ohtevu z pokojové teploty (25 °C) na teplotu kolem 65 °C dochazi k naruseni
celistvosti plazmatické membrany a vyliti iont z cytoplazmy bunék do ohfevného
meédia (deionizované vody). Nepfetrzitym méfenim mérné vodivosti média béhem
ohfevu lze zjistit (kritickou) teplotu, pfi které dochazi k masivnimu uvolnéni iontti z
rostlinnych bunék odrazejicimu vysokoteplotni dezintegraci plazmatické membrany.
Pfi stejné rychlosti ohfevu lze pouzit naméfenou hodnotu kritické teploty jako
indikator vysokoteplotni stability rostlin. Vyhodou tohoto pfistupu je skutecnost, Ze
kazdy vzorek lze charakterizovat jednim parametrem - kritickou teplotou
dezintegrace plazmalemy, ktery je moZzno pro dané péstebni podminky a rychlost
linedrniho ohfevu tabelovat. Tabelované hodnoty mohou slouzit k naslednym

srovnavacim studiim.

Metodika umozZnuje stanoveni termostability rostlinného materidlu bez
jakychkoliv dalSich procedur a manipulaci s testovanym vzorkem a eliminuje tak

zakladni nedostatky klasickych ,ion-leakage metod:

1. Neni nutné aplikovat stres vyssi teplotou a tudiZ hledat optimalni

kombinaci vySe teploty a doby jejiho ptisobeni.
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2. Pfi pouZiti stejnych parametri linearniho ohfevu lze srovnat kritickou
teplotu odraZejici termostabilitu r@izného rostlinného materidlu véetné srovnani

kontrolnich vzorkt a vzorkt aklimovanych na vyssi teplotu.

3. Béhem linedrniho ohfevu je doba ptisobeni vyssich teplot na rostlinny
material relativné kratkd, ¢imz je potlaceno riziko zapojeni aklimacnich procesti a da
se predpokladat, Ze slozka termostability indukovana vysokoteplotnim ptisobenim

béhem méfici procedury bude (na rozdil od metod , ion-leakage”) minimalni.

Dalsi vylepSeni metodiky oproti klasickym , ion-leakage” metoddm spociva v tom, Ze
béhem linearniho ohfevu je spolecné s mérnou vodivosti mozné méfit minimalni
chlorofylovou fluorescenci Fo, jejiZ zmény odrazeji vysokoteplotni stabilitu tylakoidni
membrany chloroplasti. Pfedklddana metodika tedy umoziiuje stanoveni
vysokoteplotni stability jak plazmatické, tak tylakoidni membrany chloroplastii

béhem jedné méfici procedury.

IV) POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je uréena zejména pro vyzkumnad, zkusebni a Slechtitelskd pracovisté, ktera
se zabyvaji odolnosti rostlin vtci vysSim teplotdm. Metodika ma potencidl
zjednodusit a urychlit vyhleddavani a Slechténi novych odrad ekonomicky
vyznamnych plodin, které budou disponovat zvySenou odolnosti viici vysSim
teplotdm. Metodiku lze také efektivné vyuzit pfi testovani latek, jejichz aplikace

ovliviiuje termostabilitu rostlin.

V) EKONOMICKE ASPEKTY

Predpoklddany ekonomicky pfinos pfedkladané metodiky spocivd zejména ve
zjednoduSeni a zmenSeni casové narocnosti testovani termostability rostlin

v porovnani s klasickymi metodami ,,ion-leakage”, které umozni:

1) efektivnéjsi testovani, vybér a Slechténi odrid se schopnosti aklimace na

vy$si teploty;
2) testovani a vybér latek zvysujicich termostabilitu rostlin;

3) snizeni ekonomickych ztrat danych poklesem vynosu v dasledku ptisobeni

vysokych teplot.
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Doba potfebnd na otestovani jedné odriidy klasickou metodou ,ion-leakage” je
odhadovana na 16 hodin. V pfipadé pouziti predklddané metodiky je mozno tuto
dobu snizit na priblizné 2 hodiny (pfi 4 - 5 opakovanich), coZ pfi cené prace kolem
150 K¢ na hodinu (vychazejici z primérné hrubé mzdy 24 953 Kc¢) predstavuje
usporu ve vysi kolem 2000 K¢ Procedura je velmi jednoducha a po spusténi
automatickd, takze pracovnik provadéjici méfeni se mtize po dobu méfeni vénovat
jiné ¢innosti. Nezanedbatelnd bude i tspora energie z diivodu ohfevu jen velmi
malého objemu vody v porovnani s velkymi objemy termostatovanymi pfi klasické
metodé ,ion-leakage”. Vzhledem k vySe uvedené vyrazné tispore Casu se investice
vlozena do prfistroje PlanTherm v zdkladni verzi umoznujici méfeni CTC ve vysi

6 600 Euro vrati po otestovani méné nez 100 vzorkd.

(Cena verze pristroje métictho CTC i FTC je 9 900 Euro).
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