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ABSTRACT

Micropropagation of plants in vitro is fast and effective way to obtain proliferation of new
plant material. However, in vitro cultivated plants may suffer from high light stress when
transfered from in vitro conditions. In our study, we focused on orchid plants Potinara hybr.
cultivated in vitro and their sensitivity to short-term light stress. The plants were cultivated in
temporary immersion system (TIS) RITA®. This system enables complete or partial
submersion of plants with liquid nutritive medium. In our experiment, plants were submerged
7 times during 24 hours for 5 minutes. Plants were cultivated one month before beginning of
the experiment. We investigated the short-term effects of several different light intensities of
photosynthetic active radiation (PAR) on the formation of the antioxidative substrate
glutathion . Plants were cultivated under low light intensities of PAR (15 umol. m™. s™).
During short-term experiment, the plants were exposed to either 800 or 1400 pmol.m™.s™ of
high light PAR. This exposition lasted for 1 hour. High light-exposed plant material was then
subsequently harvested in 20 minute intervals for consequent glutathione analyzes.
Concentration of glutathione reduced and oxidized form was measured in plant extract by
HPLC. Glutathione thiols were labeled with monobromobimane. When low PAR exposition
was used, glutathione concentration showed small increase after 20 minutes, then decrease
after 40 minutes and subsequent rapid increase after 60 minutes of the high light exposition.
The response of plants to the higher high light PAR (1400 pmol.m™.s™) exposition was that
the glutathione concentration was much lower after the first 20 minutes and rapid increase of
its concentration was measured after 40 and 60 minutes after the high light treatment.

UvVoD

Svétlo je jednim z nezbytnych faktorii pro zdravy rist a vyvoj rostlin. Pokud jsou vSak davky
fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR) vyssi, neZ je nezbytné pro Gc¢innou fixaci CO,, nastane
nerovnovaha mezi spotfebou redukované formy NADPH pro fixaci CO, a pottebou
regenerované¢ho akceptoru elektronit NADP v elektrontransportnim fetézci fotosystému I (PS
I) (Foyer and Noctor, 2000). Ve fotosystémech se zacinaji hromadit volné elektrony, které
jako alternativni akceptor vyuzivaji O, coZ nasledné vede ke vzniku reaktivnich forem
kysliku (Demming-Adams and Adams, 1992). Mezi hlavni fotoochranné mechanismy,
kterymi se rostliny vyrovnavaji s nadbytkem této absorbované energie fotonil, patii tepelna
disipace pomoci xantofylového cyklu a detoxifikace reaktivnich forem kysliku antioxida¢nim
systémem (Logan et al., 1998).

Antioxida¢ni systém je tvofen enzymatickymi aneenzymatickymi antioxidanty (Asada,
1999). Pocatecnim produktem redukce kysliku je superoxid, ktery je nasledné pifeménén
na peroxid vodiku. Ten je v askorbat-glutathionovém cyklu, lokalizovaném v chloroplastech
a cytosolu, rozlozen na vodu a kyslik (Noctor et al., 1998). Tento cyklus je tvofen n€kolika
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enzymy a jejich substraty, askorbatem a glutathionem. Antioxidacni ochrana a s ni souvisejici
redoxni reakce hraji hlavni roli v aklimaci rostlin k podminkam prostiedi, a tim se glutathion
stavd vhodnym kandidatem stresového markeru (Noctor et al., 1998). Aktivni formou
glutathionu je jeho redukovana forma GSH, ktera po reakci s radikalem ptejde do oxidované
disulfidické formy GSSH, ktera muze byt regenerovdna na GSH enzymem glutathion
reduktazou za spotteby molekuly NADPH (Hausladen and Alscher, 1993).

V této praci jsme sledovali vliv kratkodobého pusobeni vysokych intenzit fotosynteticky
aktivniho zateni (PAR) na koncentraci glutathionu u rostlin kultivovanych in vitro
v bioreaktorech RITA®. Bioreaktory RITA® predstavuji kultivaéni systémy vyuZivajici
docasné zaplavovani kultur a umoziujici béhem pomérné kratké doby namnozit dostatecné
mnozstvi rostlinného materialu vyuzitelného pro dalsi experimenty. Béhem kultivace v tomto
typu bioreaktoru dochédzi diky vyméné vzduchu v kultivaéni nddobé k eliminaci morfo-
logickych malformaci zplsobenych hyperhydricitou, kterd je Castd u trvale submerznich
kultur (Alvard et al., 1993).

MATERIAL A METODY

Rostlinny material a kultivacni podminky

Pro tento experiment byly pouzity kli¢ici protokormy orchideje Potinara hybr. kultivované
v docasné zaplavovaném bioreaktoru RITA®. Pouzivali jsme 7 intervalll zaplavovani rostlin
tekutym médiem po dobu 5 minut v pribéhu 24 hodin. SloZeni anorganickych soli média bylo
podle autori Murashige a Skoog (1962) s polovi¢ni koncentraci makroelementt. Slozeni
vitaminl bylo podle Gamborgova B5 média (Gamborg ef al., 1968). V médiu byla obsazena
2% sacharosa a zddné exogenni rustové regulatory. Rostliny byly kultivovany za konstantnich
podminek 16h svétlo/8h tma, pfi intenzitd osvétleni 10 — 15 umol fotond na m™ s™. Teplota
kultivace se pohybovala kolem 20 °C.

Kratkodobé viivneni experimentalnich rostlin

Rostliny byly vystaveny po dobu jedné hodiny dvéma rlznym intenzitdm fotosynteticky
aktivniho zafeni (PAR) a to konkrétnd 800 nebo 1400 pmol fotonti na m™ s”. Jako zdroj
vysokych intenzit zafeni poslouZil panel se supersvitivymi LED diodami, ovladany fidici
jednotkou s moznosti regulace intenzity zatreni (obr. 1). Intervaly odbéru rostlinného materialu
byly zvoleny 20, 40 a 60 minut po expozici rostlin. Po odbéru byly rostliny okamzité
zamrazeny v tekutém dusiku a poté vloZzeny do mraziciho boxu, kde byly ulozeny pfi teploté
- 20 °C pro pozdégjsi analyzu.

Zpracovani rostlinného materialu a stanoveni koncentrace glutathionu
Zamrazeny material byl lyofilizovan (MAXI DRY; Heto-Holten, Dansko) a nasledné

rozemletim homogenizovan na kulovém mlynku (Retsh MM 2000; Némecko). Pro stanoveni
celkového a oxidovaného glutathionu byla pouzita metodika podle Krannera (Kranner, 1998).
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Obr. 1. Ovlivnéni rostlin vysokymi hodnotami PAR.

Rostlinny material byl extrahovan v 0,1 M HCl. Zamezeni reakce fenolickych a thiolovych
skupin béhem extrakce bylo zajisténo pridavkem polyvinylpolypyrrolidonu. Celkovy
i oxidovany glutathion byl stanoven pomoci znaceni thiolovych skupin monobromobimanem
(mBBr) a jejich naslednou detekci na HPLC (Waters, USA) s detektorem fluorescence
(detekce pii 480 nm). Oxidovany glutathion byl stanoven po blokaci redukovanych molekul
glutathionu N-ethylmaleimidem (NEM) a jejich nasledném vymyti toluenem. Oxidované
molekuly byly pied oznacenim mBBr redukovany dithiothreitolem (DTT). Koncentrace
redukovaného glutathionu (GSH) byla urcena jako rozdil naméfené koncentrace celkového
(GSH,) a oxidovaného glutathionu (GSSH).

VYSLEDKY A DISKUZE

Po expozici rostlin vysokym hodnotam PAR (800 nebo 1400 pumol fotoni na m>. s™) mély
naméiené koncentrace glutathionu pro ob& hodnoty intenzity stejné trendy vyvoje
ve sledovaném &ase (obr. 2). V ptipadé ozéafeni rostlin intenzitou 800 pmol fotond na m™ s
doslo vprvnich 20 minutdich po expozici k mirnému narGstu koncentrace celkového
glutathionu (GSH), ve 40. minuté byl naméten pokles oproti kontrolni varianté. Tento pokles
koncentrace celkového glutathionu byl v piipadé expozice rostlin zafenim o intenzit¢ 1400
umol fotont na m?s™ zaznamenan jiz po prvnich 20 minutach. V 60. minuté expozice u obou
vysokych intenzit PAR jiz naméfené koncentrace GSH. pickracovaly jeho mnozstvi
u kontrolni neozafené varianty. Rychly pokles GSH, v pocatecnich fazich expozice vysokou
intenzitou PAR lze povazovat jako obecnou odpovéd rostlin na stres a nasledny postupny
vzriust jeho obsahu je mozné vysvétlit jako aklimacni reakei rostlin na zplsobenou
fotoinhibici doprovazenou fotooxidativnim stresem, ktery byl vyvolan vysokymi hodnotami
PAR (Logan et al., 1998). Podobny pokles GSH. kratce po expozici rostlin vysokym
hodnotam PAR namétili také Bartak e al. (2003) u liSejniku U. antarctica. Rovnéz Burrit a
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MacKenzie (2003) u rostlin Begonia sp. kultivovanych ve stinu a poté prenesenych na plné
slunce namétili pocatecni pokles GSH,, a nasledné doslo k jeho riistu podobn¢ jako v naSem
experimentu.

2500 m celkovy GSHc

2000 -+
s
S 1500 -
@
(=)
]
E
o 1000 -
o
c
]
==

500 A I

0 . .
LL20 LL40 LL6O HL20 HLAG  HL6O

Obr. 2. Zmény koncentrace celkového glutathionu (nM/g) v rostlinach orchideji Potinara hybr. v zavislosti na
intenzité pouzitého osvétleni a dobé expozice. Koncentrace je vztazena na 1 g suché hmotnosti rostlin. Chybové
Gisecky piedstavuji smérodatnou odchylku ze tfi opakovani. K - kontrola (10 — 15 pumol fotonéi na m*s™), LL —
intenzita 800 fotond na m? s, HL — 1400 fotont nam™ s™. Cisla 20, 40, 60 jsou jednotlivé intervalu odbéru
béhem expozice rostlin PAR.
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Obr. 3. Zmény koncentrace redukované a oxidované formy glutathionu (nM/g) v rostlinach orchideji Potinara
hybr. v zavislosti na intenzité pouzitého osvétleni a dobé expozice. Koncentrace je vztazend na 1 g suché
hmotnosti rostlin. Chybové usecky piedstavuji smérodatnou odchylku ze tfi opakovani. K - kontrola (10 — 15
pmol fotonti na m™*s™), LL — intenzita 800 pumol fotont na m™ s, HL — 1400 pumol fotond na m?s™. Cisla 20,
40, 60 jsou jednotlivé intervalu odbéru béhem expozice rostlin PAR. Redukovanou formu se pro LL40, HL20
a HL40 nepodafilo z diivodu nizké koncentrace naméfit.
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K nartstu obsahu oxidované¢ formy glutathionu (GSSH) doSlo od prvniho méfené¢ho
okamziku. V ptipadé expozice rostlin PAR 800 pmol fotoni na m” s byl nartist nejvetsi
v prvnich 20 minutach, u intenzity PAR 1400 pmol fotont na m™s™ se koncentrace GSSH
zvySovala postupné (obr. 3).

S rostouci koncentraci GSSH jsme ptedpokladali pokles redukované formy (GSH), coz se
také potvrdilo, s vyjimkou 60. minuty odbéru pti PAR 1400 pmol fotond na m™s™. V tomto
vzorku byla koncentrace GSH naméiena vyS$i nez u kontrolni varianty. Ve 40. minut¢ PAR
800 pmol fotond na m™s™ a ve 20. a 40. minut& expozice PAR 1400 pmol fotoni na m™s™
nebyla redukovanid forma glutathionu detekovana, pravdépodobné z divodu velmi nizké
koncentrace.

ZAVER

Hodnoceni ziskanych dat a piredevsim jejich srovnani s vysledky dalSich autort je pomérné
obtizné, nebot’ vétSina praci sleduje vyvoj koncentrace glutathionu v delSim casovém
intervalu expozice nez je jedna hodina, kterou jsme pouZili v naSem kratkodobém
experimentu. Vysledky dlouhodobych experimentii pfinaSeji informaci o zméné konstitutivni
koncentrace glutathionu, tedy ptitomné i1 pii nepisobeni stresoru. Nase kratkodobé méteni
sledovalo spiSe pocatecni pribéh aklimacni reakce, pfi nahlém plsobeni vysokych davek
PAR. I presto se da z naméfenych dat usuzovat, Ze glutathion hraje dilezitou roli pii odpovédi
rostlin na vysoké davky PAR. Pfi srovnavani vysledkli naSeho experimentu je vSak rovnéz
nutné piihlédnout ke skutecnosti, Ze nami sledované kli¢ni rostliny orchideji byly pted vlastni
expozici kultivované za velmi nizkych PAR intenzit a vzhledem k pouZité metodé kultivace
mély spiSe heterotrofni metabolismus, ve srovnani s materialem experimenti ostatnich autort.
I pfes vySe zminéné metodické rozdily namétfena data ukazuji, ze glutathion hraje
nezanedbatelnou roli pfi reakci rostlin na stres, v nasem ptipad€ Slo o stres z nadmérné
ozéatenosti. Antioxida¢ni ochrana rostlin glutathionem nespociva pouze ve schopnosti rostlin
regenerovat GSSH na GSH, ale i ve schopnosti zvySovani celkové hladiny GSH..
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