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ANOTACE 
Dobrovolná, D. Výzkum tolerance ovocných plodin na sucho v in vitro podmínkách. 
Hradec Králové, 2021. Bakalářská práce na Přírodovědecké fakultě Univerzi ty 
Hradec Králové. Vedoucí bakalářské práce Zuzana Kovalíková. 59 s. 

Klimatické modely do budoucna předpovídají častější výskyt období sucha. Sucho 
představuje pro rost l innou produkci závažný problém. Pro udržení potravinové 
bezpečnosti bude nutné přijmout opatření, která důsledky kl imatu na zemědělskou 
produkci zvrátí. Pěstování odolných rostlinných odrůd je možným řešením. 

V bakalářské práci byly hodnoceny vybrané morfologické (čerstvá a suchá 
hmotnost, obsah vody, plocha listů), fyziologické (obsah chlorofylů a karotenoidů) 
a biochemické parametry (reaktivní formy kyslíku (ROS), obsah malondialdehydu 
(MDA) a prolinu) u vybraných 5 odrůd jabloní ('Malinové holovouské', 'Fragrance', 
'Rubinstep', 'Idareď, 'Car Alexander') a 5 odrůd třešní ('Regina', 'Napoleonova', 
'Kaštánka', 'Sunbursť, 'P-HL-C' ) . Tržní odrůdy jabloní a třešní byly převedeny do in 
vitro kultur. Stres byl navozen přidáním polyethylenglykolu (PEG) do kultivačních 
médií. 

Stres ze sucha negativně ovl ivni l produkci čerstvé a suché hmoty, obsah vody, 
l istovou plochu a obsah chlorofylů u obou ovocných druhů. Stres navozený 
přídavkem PEG způsobil oxidační stres. Zvýšené hodnoty ROS způsobily peroxidaci 
buněčných membrán a produkci M D A . Hodnoty M D A byly celkově vyšší u odrůd 
jabloní. Navozený stres dále způsobil změny koncentrací prol inu u odrůd jabloní 
a třešní. Hodnoty prol inu byly celkově vyšší u odrůd třešní. 

Na základě výsledků analýz byly určeny odrůdy potenciálně odolné vůči stresu ze 
sucha. Výsledky byly porovnány s dřívějšími charakteristikami odrůd z hlediska 
odolnosti suchu. 
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ANNOTATION 
Dobrovolná, D. Drought tolerance research of fruit crops in in vitro conditions. 
Hradec Králové, 2021. Bachelor Thesis at Faculty of Science University of Hradec 
Králové. Thesis Supervisor Zuzana Kovalíková. 59 p. 

Climate models predict more frequent drought per iod in future. Drought is 
a serious problem, which affects plant productivity. Taking measures, which 
reverse the impact of climate changes on agricultural production, is necessary to 
keep global food safely. Possible solution is searching for tolerant plant cultivars. 

In the Bachelor Thesis selected morphological (fresh and dry weight, water 
content, leaf area), physiological (chlorophyll and carotenoids content) and 
biochemical (reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde (MDA) and proline 
content) parameters of selected five apple ('Malinové holovouské', 'Fragrance', 
'Rubinstep', 'Idared', 'Car Alexander') and five cherry ('Regina', 'Napoleonova', 
'Kaštánka', 'Sunburst', 'P-HL-C') cultivars were evaluated. The market cultivars of 
apples and cherries were transferred to in vitro culture. Osmotic stress was 
simulated by increasing polyethylene glycol (PEG) concentration in medium. 

PEG induced drought stress affected negatively the fresh and dry mass production, 
water content, leaf area and chlorophyll content in both fruit species. Drought 
stress caused oxidative stress. Increased ROS production resulted in peroxidation 
of cell membranes and M D A production. M D A content was overall higher in apples 
than in cherries. PEG induced drought stress also caused changes in proline 
concentration in apple and cherry cultivars. Proline content was overall higher in 
cherries than in apples. 

Potentially drought stress tolerant cultivars were determined based on the results 
of analysis. The results were compared w i t h previous characteristics of cultivars. 

KEY WORDS 
drought, osmotic stress, polyethylene glycol, in vitro culture, apples, cherries 
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ÚVOD 
Stres ze sucha, který vzniká v důsledku nedostatku atmosférických srážek, 
představuje pro rost l innou produkci ve lmi závažný problém. Voda je považována 
za nejvíce limitující faktor ze všech zdrojů nezbytných pro růst a metabolismus 
rostl in. Všechny životní procesy mohou v rostlinách probíhat pouze za 
dostatečného nasycení buněk vodou. Vzhledem ke klimatickým změnám, které 
vedou k oteplování planety, nárůstu počtu období beze srážek a snižování zásob 
povrchových a podzemních vod, bude v budoucnu problém pokrýt spotřebu vody 
pro rost l innou závlahu (IPCC 2018). Celosvětová populace se navíc neustále 
rozrůstá a je pravděpodobné, že do roku 2050 dosáhne 9 mi l iard . A b y bylo možné 
uživit tak velkou populaci, bude nezbytné zvýšit produkci potravin, tedy 
i rost l innou produkci . Jedním z možných řešení bude šlechtění nových rostlinných 
odrůd s vyššími výnosy, které budou lépe snášet abioticky a biotický stres 
(Godfray et al. 2010). 

Při vodním stresu dochází v rostlinných buňkách k narušení vodní bilance a ke 
v z n i k u vodního deficitu. S vodním stresem úzce souvisí osmotický stres, tedy 
vytékání vody z buněk v důsledku rozdílných osmotických koncentrací mezi 
vnitřním prostředím buněk a vnějším prostředím. Vodní a osmotický stres jsou 
příčinami morfologických, fyziologických a biochemických změn v rostlinách. 

Snížení buněčného turgoru je prvotní reakcí rostl in na stres ze sucha. Rostl iny 
vadnou, a snižují tak transpirační plochu. Udržení plné turgescence buněk je 
základní podmínkou pro zachování růstu rostl in. Při poklesu turgoru v důsledku 
vodního deficitu se průduchy zavírají, a dochází k přerušení příjmu oxidu 
uhličitého (CO2). Fotosyntéza se zastavuje, růst buněk je přerušen. Dochází 
k zastavení zvětšování listové plochy. Rostl iny reagují na stres z nedostatku vody 
také snížením produkce čerstvé a suché hmoty (Farooq et al. 2009). 

Stresované rostl iny produkují reaktivní formy kyslíku (ROS). Jedná se o látky, které 
nepříznivě působí na buňky. Poškozují především lipidy, proteiny a nukleové 
kyseliny. Následkem degradace buněčných membrán je hromadění 
malondialdehydu (MDA) (Zhong et al. 2018). M D A lze proto využít jako indikátor 
stresu ze sucha. 

Vodní stres způsobuje změny obsahu asimilačních pigmentů (chlorofyl a, chlorofyl 
b, karotenoidy). Silně stresované rostl iny snížením obsahu chlorofylu v listech 
absorbují menší množství fotonů, a sníží tak produkci reaktivních forem kyslíku 
(Khoyerdi et al. 2016). Vzhledem k antioxidační aktivitě karotenoidů může dojít ke 
zvýšení jejich koncentrace (Young e ta l . 2018). 

Cílem bakalářské práce bylo vyhodnoti t vybrané morfologické (čerstvá a suchá 
hmotnost, obsah vody, plocha listů), fyziologické (obsah chlorofylů a karotenoidů) 
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a biochemické parametry (reaktivní formy kyslíku, obsah M D A a prolinu) 
u vybraných 5 odrůd jabloní ('Malinové holovouské', 'Fragrance', 'Rubinstep', 
'Idareď, 'Car Alexander') a 5 odrůd třešní ('Regina', 'Napoleonova', 'Kaštánka', 
'Sunbursť, 'P-HL-C' ) . Tržní odrůdy jabloní a třešní byly převedeny do in vitro 
kultur. Stres byl navozen přidáním polyethylenglykolu (PEG) do kultivačních 
médií. Na základě výsledků byly určeny odrůdy potenciálně odolné vůči stresu ze 
sucha. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1 . 1 Sucho, důsledky sucha 

Voda je pro život rostl in nezbytná. Všechny životní procesy v rostlinách probíhají 
jen při dostatečném množství vody v buňkách. Voda umožňuje optimální průběh 
biologických procesů v rostlinách (fotosyntéza, respirace, apod.), představuje 
univerzální rozpouštědlo, ve kterém se rozpouštějí organické i anorganické látky, 
transportní látku, složku makromolekul , látku s významným vl ivem na tepelný 
režim rostlin, stavební látku rostl in (dodává dva základní biogenní prvky) i životní 
prostředí pro vodní rost l iny (Kincl et Krpeš 2000). Pletiva rostoucích rostl in 
obsahují 80 až 95 % vody. V buňkách dřeva, které se skládá především z mrtvých 
buněk, je obsah vody nižší. U bělového dřeva se pohybuje v rozmezí 35 až 75 % 
vody. Nejméně vody obsahují semena rostlin, u kterých voda tvoří 5 až 15 % 
hmoty. Před začátkem klíčení musí semena absorbovat velké množství vody (Taiz 
et Zeiger 2006). Při snížení obsahu vody v listu na 60 % dochází k nevratnému 
poškození buněčných struktur (Procházka et al. 1998). 

Vodní deficit, který vzniká v důsledku nedostatku atmosférických srážek, 
označujeme jako sucho. Rozlišujeme sucho meteorologické, zemědělské, 
hydrologické a socioekonomické. Meteorologické sucho lze charakterizovat jako 
nedostatek atmosférických srážek oproti normálu. Srážkové úhrny se 
v jednotlivých oblastech značně liší (tropický deštný les, poušť), a nelze tedy 
stanovit univerzální hodnotu srážkových úhrnů, která by značila sucho. 
Meteorologické sucho je příčinou dalších druhů sucha. Zemědělské sucho vyjadřuje 
nedostatek půdní vláhy pro růst hospodářských plodin. Hydrologické sucho značí 
nedostatek povrchové a podzemní vody. Negativní v l iv sucha na l idskou 
společnost, tedy dopady sucha na zemědělství, lesnictví, vodohospodářství, 
dostatek pitné vody, energetiku, turistický ruch apod. vyjadřuje socioekonomické 
sucho (Wilhite 2005; Brázdil et Trnka 2015). 

A s i vůbec největší dopady sucho představuje pro zemědělství a lesnictví. Vláhový 
deficit snižuje rost l innou produkci a i v oblastech s relativně dobrou dostupností 
vody snižuje sucho zemědělské výnosy o 10 až 15%. Sucho nepříznivě ovlivňuje 
kvali tu půdy a podílí se na zasolení půd, větrné erozi a dehumifikaci . Teplá a suchá 
období vedou k oslabování stromů a podporují šíření invazních organismů 
(kůrovcové kalamity). Nezanedbatelné jsou též výdaje za vodu pro zavlažování 
(Brázdil et Trnka 2015). Odhaduje se, že jedna třetina světové rostlinné produkce 
je pěstována na zavlažované půdě (Tester et Langridge 2010). Podle Českého 
statistického úřadu (ČSÚ) (2010) měla v České republice zavlažovaná půda 
rozlohu 19 196 ha. Největší plocha zavlažované půdy připadala na zeleninu 
a jahody (25,0 %), brambory (17,3 %) a ovocné sady (15,3 %). Zdrojem vody byla 
podzemní a povrchová voda zvláštních zdrojů, nebo zdrojů mimo podnik, tedy 
veřejný vodovod, recyklovaná odpadní voda z čistíren, atd. Zavlažovalo se 
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postřikem, povrchovým zavlažováním (podmok, přeron, výtopa) a mikrozávlahami 
(kapková, bodová závlaha). 

1 .2 Stres - definice stresu, fáze stresové reakce 

Rostliny neustále interagují s vnějším prostředím. Přijímají a vylučují látky 
a energii, rostou a vyvíjejí se. Životními pochody ovlivňují prostředí, ve kterém se 
nacházejí. Vnější prostředí současně ovlivňuje rostliny. Rostlinám poskytuje 
k životu nezbytné světlo, teplo, oxid uhličitý, kyslík, živiny, vodu a minerální látky. 
V důsledku nepřetržitě se měnících podmínek vnějšího prostředí se u rostl in 
vyvinula řada mechanismů a adaptací, které rostlinám umožňují udržet 
rovnovážný stav, homeostázu. Jestliže se ale charakter prostředí mění příliš rychle, 
s velkou intenzitou a rostl ina se jeho proměnám nedokáže přizpůsobit, dochází 
v rostlinách k narušení biologických procesů, poruchám růstu a vývoje, 
poškozování orgánů a může dojít k odumření rostliny. Soubor faktorů prostředí, 
které nepříznivě ovlivňují rostliny, označujeme jako stresové faktory. Termín stres 
značí stav, ve kterém je na rostl iny kladena nadměrná zátěž (Procházka et al. 
1998). 

Stresory, které nepříznivě ovlivňují životní pochody v rostlinách, lze rozdělit na 
biotické a abiotické. Zatímco biotickými stresory rozumíme negativní působení 
organismů na rostl iny (viry, houby, bakterie, herbivoři, parazitické rostliny), 
abioticky stres vzniká v důsledku nadbytku nebo nedostatku fyzikálního nebo 
chemického podnětu. Fyzikálními stresovými faktory jsou nadbytečné viditelné 
záření, UV záření, extrémní teploty a mechanické v l ivy větru. Chemickými stresory 
jsou nadbytek a nedostatek vody (sucho), minerálů v půdě, nedostatek kyslíku 
(hypoxie) a oxidu uhličitého (hypokapnie) (Procházka e ta l . 1998). 

Jakmile rostlinné buňky zaznamenají změny ve vnějším prostředí, které nepříznivě 
ovlivňují rostl inu, je zahájena stresová reakce. Informace o stresu je ostatním 
buňkám rostl iny předána prostřednictvím signálních molekul , např. hormony 
kyselina abscisová (ABA), kyselina salicylová, kyselina jasmonová nebo etylén 
(Slováková et Mistrík 2007). V počáteční reakci na stres (poplachová fáze) u rostl in 
dochází k narušení buněčného metabolismu. Jestliže není působení stresu pro 
rost l inu letální, jsou u ní mobilizovány mechanismy, které rostl inu chrání 
a pomáhají jí obnovit porušenou homeostázu (fáze aklimatizace). Jedná se 
o syntézu stresových proteinů, antioxidačních látek a osmoticky aktivních látek. 
Díky těmto ochranným mechanismům je rostl ina schopna stresovým faktorům 
odolávat (fáze rezistence). Při intenzivním nebo dlouhotrvajícím stresu rostl ina 
umírá (fáze vyčerpání) (Kosová e ta l . 2011). 
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1.3 Vodní stres 

1.3.1 Definice vodního a osmotického stresu 

Vyrovnaná vodní bilance, tedy poměr mezi příjmem a ztrátami vody, je zásadní pro 
fungování veškerých mechanismů v rostlinách. Vodní deficit je možné definovat 
jako stav, při kterém je obsah vody v buňce nižší než při maximálním nasycení 
(Taiz et Zeiger 2006). Osmotický stres lze charakterizovat jako odčerpávání vody 
z buněk. Děje se tak v důsledku rozdílných osmotických koncentrací uvnitř a vně 
buněk. Uvnitř buněk se nachází méně osmotický aktivních látek než v okolním 
prostředí, a proto voda proniká přes tonoplast, cytoplazmatickou membránu 
a buněčnou stěnu ven z buňky. Nejčastějšími příčinami osmotického stresu jsou 
sucho, zasolení a chlad. Při vodním stresu u rostl in dochází k fyziologickým 
a morfologickým změnám. 

1.3.2 Vliv vodního stresu na morfologické parametry rostlin 

Prvotním projevem stresu ze sucha je snížení buněčného turgoru, které se projeví 
vadnutím rostl in (Jaleel et al 2009). Stáčením listů při vadnutí rostl iny zmenšují 
transpirační plochu. Pro zachování růstu rostl in je nezbytné udržování plně 
turgescentních buněk. Při vodním stresu dochází ke snížení objemu cytoplazmy 
a turgoru ve svěracích buňkách. Průduchy se uzavírají a rostl ina nepřijímá oxid 
uhličitý. Při velkém vodním stresu se fotosyntéza zastavuje. Buněčný růst je 
přerušen, a dochází k zastavení zvětšování listové plochy. Dělení buněk se rovněž 
zastavuje (Khoyerdi et al. 2016). Rostliny reagují na stres z nedostatku vody 
snížením produkce čerstvé a suché hmoty (Farooq et al. 2009; Bhusal et al. 2019). 

1.3.3 Vodní stres a tvorba reaktivních forem kyslíku 

Vodní a osmotický stres jsou jednou z příčin v z n i k u sekundárního oxidačního 
stresu v rostlinách. Oxidační stres vzniká i v důsledku působení vysoké intenzity 
slunečního záření, tepla, chladu, patogenů apod. Snížením rychlosti fotosyntézy 
rostl iny během primárních pochodů fotosyntézy absorbují více zářivé energie, než 
mohou následně využít pro fixaci uhlíku v sekundárních pochodech fotosyntézy 
(Wang at al. 2018). Přebytečná energie způsobuje oxidační stres a stresované 
rostl iny produkují více reaktivních forem kyslíku (ROS, Reactive Oxygen Species). 
Mezi ROS lze zařadit peroxid vodíku, superoxidové radikály, singletový kyslík 
a hydroxylové radikály. Jedná se o látky, které nepříznivě působí na buňky. 
Poškozují především l ipidy, proteiny a nukleové kyseliny a urychlují stárnutí 
buněk (Khoyerdi e ta l . 2016). ROS způsobují peroxidaci buněčných membrán 
a produkci velkého množství malondialdehydu (MDA) (Zhong et al. 2018). 
V rostlinách ROS vznikají v různých buněčných organelách i za optimálních 
podmínek pro růst a vývoj. Mají význam v přenosu signálů a spouštění stresových 
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reakcí (Wang et al. 2012). Rostliny disponují antioxidačními mechanismy, díky 
kterým jsou schopny radikály odstraňovat, a udržovat tak rovnováhu. Při stresu se 
produkce ROS rychle zvyšuje a rostl iny je nestíhají odstraňovat. Mezi látky, které 
zabraňují oxidačnímu stresu rostlin, patří antioxidanty jako např. kyselina 
askorbová, glutation, karotenoidy, tokoferoly, f lavonoidy a taniny, enzymy 
superoxiddismutáza (SOD), peroxidáza (POX) a kataláza (CAT) (Slováková et 
Mistr ík2007; Šircelj e ta l . 2007). 

1.3.4 Vliv vodního stresu na fyziologické procesy v rostlinách 

Vodní stres snižuje koncentraci fotosyntetických pigmentů chlorofylů (chlorofyl a, 
chlorofyl b] a karotenoidů v chloroplastech (Jaleel et al. 2009; Bhusal et al. 2019). 
Chlorofyly jsou hlavními rostlinnými fotosyntetickými pigmenty. Rostlinám 
umožňují zachytit energii slunečního záření a převést ji na redukční koenzymy (Liu 
et al. 2019). Silně stresované rostl iny snížením obsahu chlorofylu v listech 
absorbují menší množství fotonů, a sníží tak produkci ROS v tylakoidních 
membránách chloroplastů během primárních pochodů fotosyntézy (Khoyerdi et al. 
2016) . Úbytek chlorofylu se projeví žloutnutím listů. 

Karotenoidy jsou rostlinné pigmenty s důležitou světlosběrnou funkcí. Zároveň 
představují důležité neenzymatické antioxidanty. Karotenoidy dokáží převést 
nadbytečnou energii zachycenou chloroplasty na teplo, a zabraňují tak v z n i k u ROS. 
Jejich množství se proto může při reakci rostl in na stres zvyšovat (Šircelj et al. 
2007; Young et al. 2018). 

V reakci na vodní stres rostl iny produkují a akumulují velké množství osmoticky 
aktivních látek. Syntéza těchto látek je důležitá pro zvýšení osmotického t laku 
v buňkách a pro zachování funkcí buněk (Procházka et al. 1998; Rahayu et al. 
2015). Shromažďování těchto látek ve vakuolách a cytosolu rostlinných buněk 
rostlinám umožňuje přijímat vodu, udržovat buněčný turgor a má význam i pro 
stabilizaci buněčných membrán (Khoyerdi et al. 2016). Jedná se o netoxické látky 
s nízkou molekulovou hmotností. Jednou z nich je aminokyselina prol in (C5H9NO2) 

(Farooq et al. 2009). Za normálních podmínek je prol in syntetizován v cytosolu. Za 
stresových podmínek může jeho syntéza probíhat také v chloroplastech (Per et al. 

2017) . Prol in je důležitou součástí antioxidačního systému rostl in. Jedná se 
o molekulární chaperon, který stabilizuje s trukturu proteinů, a chrání tak rostlinné 
buňky před oxidativním poškozením (Šircelj et al. 2007; Vendruscolo et al. 2007; 
Zhong et al. 2018). Zvýšenou akumulací pro l inu dokáží rostl iny udržet integritu 
buněčných membrán (pokles obsahu H2O2, a tedy snížení peroxidace 
membránových lipidů) a zvyšovat čerstvou a suchou hmotnost, obsah chlorofylů, 
rychlost čisté fotosyntézy, účinnost fotosystému II a aktivitu enzymů SOD, CAT, 
glutathion reduktázy (GR), apod. Za stresových podmínek regulují metabolismus 
pro l inu v rostlinách fytohormony (Per et al. 2017). 
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Vodní stres indukuje syntézu stresových hormonů kyseliny abscisové (ABA) 
a etylénu a stresových proteinů dehydrinů. A B A je fytohormon, který je 
zodpovědný za růstové a vývojové procesy v rostlinách a reakce rostl in na 
proměny vnějšího prostředí, kam lze zahrnout i stresové reakce. Množství A B A 
v rostlinách se v závislosti na podmínkách vnějšího prostředí dramaticky mění. 
A B A je za vodního deficitu syntetizována v kořenech rostl in, odkud je cévními 
svazky vedena do listů. V listech A B A způsobí uzavření stomat. Uzavřením 
průduchů dojde ke zpomalení transpirace, a tedy ke snížení vodních ztrát. A B A 
dále stimuluje transkripci L E A proteinů (Late Embryogenesis Abundant Proteins). 
Tyto proteiny chrání buněčné membrány a proteiny před poškozením v důsledku 
vyschnutí (Pavlova 2006). Během 4 až 8 hodin může vzrůst hladina A B A až 50-
krát. Po dodání vody rostlině se hladina A B A vrátí do normálu (Taiz et Zeiger 
2006). Při dlouhodobém vystavení rostl iny vodnímu deficitu A B A inhibuje růst 
nadzemních částí rost l in a stimuluje růst kořenů. Osmotický stres indukuje syntézu 
etylénu. Jeho zvýšená hladina způsobí opad listů. 

1.3.5 Strategie rostlin 

Geneticky naprogramované pochody, kterými rostl iny reagují na přítomnost 
stresoru, označujeme jako rostlinné strategie. Reakce rostl in na stresory jsou 
druhově specifické. Dle závislosti na vlhkost i prostředí lze rostl iny rozdělit na 
poikilohydrické a homoiohydrické. Poikilohydrické rostl iny jsou zcela závislé na 
vlhkost i vnějšího prostředí. Nedokáží účinně regulovat vodní stav ve svých tělech. 
Buňky jejich pletiv neobsahují vakuoly. Při nedostatku vody u nich dochází 
k zastavení životních pochodů a buňky vysychají, aniž by u nich došlo k poškození 
vnitřních struktur. Rostl iny jsou tolerantní k vyschnutí. Po dodání vody se 
v rostlinách životní procesy obnoví. Mezi poikilohydrické rostl iny patří některé 
řasy, mechy a kapradiny. Homoiohydrické rostl iny mají naopak schopnost 
zadržovat vodu, a nejsou proto zcela závislé na vlhkost i prostředí. Pro buňky jejich 
pletiv jsou charakteristické velké vakuoly. U homoiohydrických rostl in se vyvinula 
řada přizpůsobení, která j im umožňují vypořádat se s nepříznivými vodními 
poměry prostředí a přežít. Jsou j imi např. silná kutikula a průduchy omezující 
transpiraci a kořenový systém, kterým jsou schopny pronikat do hlubších vrstev 
půdy a nasávat vodu. Mezi homoiohydrické rostl iny lze zařadit téměř všechny 
vyšší rostl iny (Pavlova 2006). Podle vztahu k vlhkost i lze rostl iny rozdělit na 
hydrofyty, hygrofyty, mezofyty a xerofyty. Hydrofyty jsou vodní rostliny. Jsou pro 
ně charakteristická provětrávací pletiva (aerenchym) a menší podíl oporných 
struktur. Hygrofyty jsou bahenní rostl iny s vysokými nároky na vlhko. Mezofyty 
jsou rostliny, které osidlují středně vlhká stanoviště. Xerofyty jsou rostl iny 
tolerantní k suchu (Kincl et Krpeš 2000). Pro tyto rostl iny je typické ochlupení 
listů, které zvyšuje odrážení dopadajícího slunečního záření a snižuje tak teplotu 
listů. 
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2 PRAKTICKÁ ČÁST 

2.1 Materiál a metodiky 

2.1.1 Rostlinný materiál 

Pro morfologické, fyziologické a biochemické analýzy odolnosti vůči stresu ze 
sucha bylo vybráno 5 odrůd jabloní ('Malinové holovouské', 'Fragrance', 
'Rubinstep', 'Idareď, 'Car Alexander') a 5 odrůd třešní ('Regina', 'Napoleonova', 
'Kaštánka', 'Sunburst', 'P -HL-C' ) . Výzkumný soubor zahrnoval běžné tržní i nové 
vyšlechtěné odrůdy. Rostlinný materiál poskytl Výzkumný a šlechtitelský ústav 
ovocnářský Holovousy s.r.o. (VŠÚO Holovousy). 

Charakteristika vybraných odrůd 

Jabloně 

'Malinové holovouské' 
Odrůda byla vyšlechtěna v Holovousích v 18. století. Jedná se o odrůdu jabloně 
s kulovitými, středně velkými až velkými plody sladce malinové chuti (VŠÚO 
Holovousy 2019). Odrůda dobře odolává mrazu (Říha 1919; Boček et al. 2008). 
Nesnáší přísušek (Archiv starých odrůd ovoce 2016). 

'Fragrance' 
Odrůda byla vyšlechtěna ve VŠÚO Holovousy. Jedná se o ranou odrůdu jabloně, 
odolnou vůči strupovitosti , se středně velkými až velkými, sladšími, aromatickými 
plody kulovitého tvaru (VŠÚO Holovousy 2019). Odrůda je odolná vůči mrazům 
(Kolektiv autorů VŠÚO Holovousy 2007). 

'Rubinstep' 
Odrůda byla vyšlechtěna ve VŠÚO Holovousy. Jedná se o ve lmi ranou odrůdu 
jabloně, středně odolnou vůči strupovitosti a padlí, se sladkými, aromatickými, 
středně velkými plody. Vyžaduje živinami bohatou půdu s dostatečnou závlahou 
(VŠÚO Holovousy 2019). Odrůda je odolná vůči zimním a jarním mrazům (Blažek 
2001). 

'Idareď 
Odrůda byla vyšlechtěna v USA. Jedná se o ranou odrůdu jabloně, citlivější vůči 
mrazům, trpící padlím a strupovitosti , se středně velkými až velkými, sladce 
navinulými, aromatickými plody ploše kulovitého tvaru (Kutina et Holeček 1992; 
VŠÚO Holovousy 2019). 
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'Car Alexander ' 
Odrůda byla vyšlechtěna v Rusku v 19. století. Jedná se o mrazuvzdornou podzimní 
odrůdu jabloně s velkými, široce kuželovitými plody (VŠÚO Holovousy 2019). 
Odrůda je vysoce odolná vůči mrazu (Říha 1919; Vaněk 1936; Říha 1937; Boček 
2008). Nesnáší sucho (Boček 2008; Arch iv starých odrůd ovoce 2016). 

Třešně 

'Regina' 
Odrůda byla vyšlechtěna v Německu. Jedná se o ranou odrůdu třešně, s velkými, 
tmavě červenými plody a tuhou dužninou. Plody jsou sladké, vhodné pro přímou 
konzumaci (VŠÚO Holovousy 2019). V deštivém počasí plody pukají (Wociór 
2008). 

'Napoleonova' 
Původ odrůdy není známý. Pravděpodobně byla vyšlechtěna v Německu. Její 
středně velké, světle žluté plody s červeným mramorováním jsou sladké, 
aromatické (VŠÚO Holovousy 2019). V deštích plody pukají. Odrůda je silně 
mrazuvzdorná (Vaněk 1938). Toleruje přísušek (Kutina et al. 1991; A r c h i v starých 
odrůd ovoce 2016). 

'Kaštánka' 
Odrůda byla vyšlechtěna v Angl i i . Jedná se o ranou odrůdu třešně se středně 
velkými plody srdcovitého tvaru a tmavě červenou, měkkou, aromatickou 
a sladkou dužninou. Plody 'Kaštánky' jsou odolné praskání (VŠÚO Holovousy 
2019). Odrůda odolává mrazu (Kamenický 1941). Kratší období sucha toleruje 
(Archiv starých odrůd ovoce 2016). 

'Sunbursť 
Odrůda byla vyšlechtěna v Kanadě. Její plody jsou velmi velké a aromatické (VŠÚO 
Holovousy 2019). Plody jsou odolné praskání. Odrůda je odolná vůči mrazu (Lane 
1984). 

' P - H L - C 
Jedná se o podnož pro třešně, která byla poprvé vypěstována ve VŠÚO Holovousy. 
Podnož roste pomalu. V dospělosti vyžaduje oporu. Její kořenový systém je mělký 
(VŠÚO Holovousy 2019). Podnož je středně odolná mrazu. Vůči suchu je mírně 
citlivá (Blažková 2004). 
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2.1.2 Založení a multiplikace explantátů, navození osmotického stresu 

Pro založení počátečních explantátů byly použitý výhony vybraných odrůd jabloní 
a třešní, které poskytl VŠÚO Holovousy. Tyto byly následně převedeny do in vitro 
kultur. Explantáty (narašené pupeny dormantních výhonů) byly nasazeny do 
Erlenmeyerových baněk o objemu 100 m l na sterilní agarové Murashige & Skoog 
(MS) medium (Murashige et Skoog 1962) s přídavkem vitamínů (MS medium bylo 
sterilizováno v parním tlakovém autoklávu 5075 E L V (Tuttnauer) (Obrázek 1) při 
120 °C po dobu 20 minut) a překryty hliníkovou fólií. (Přesné složení média je 
uvedeno v Příloze 1). Jedna kultivační nádoba obsahovala 25-30 m l media a 3-5 
explantátů. In vitro kultury byly 4 týdny kultivovány při teplotě 2 2 ± 1 °C, za 
světelných podmínek 16 hodin světlo/8 hodin tma (Obrázek 2). Explantáty byly 
následně přeneseny na multiplikační MS medium obohacené o růstový stimulátor 
6-benzylaminopurin (BAP) o koncentraci 1,5 mg.r 1 . Po 4 týdnech kultivace za 
stejných podmínek byly explantáty přeneseny na čerstvé medium. 

Stres by l navozen přidáním polyethylenglykolu (PEG 6000) do základního 
kultivačního média v koncentraci 0, 5, 10, 25 a 50 g.r 1 (0%, 0,5%, 1%, 2,5 % a 5 % 
PEG 6000). PEG je vysokomolekulárni látka, která snižuje vodní potenciál živného 
roztoku a u rostl in navozuje osmotický stres. Pro rostl iny není toxický (Rahayu et 
al. 2015; Masoabi et al. 2018). Rostliny byly 4 týdny kultivovány za stejných 
podmínek. 

Rostlinný materiál byl kultivován a v pravidelných intervalech dovážen ke 
zpracování z VŠÚO Holovousy. 

Obrázek 1 Sterilizátor 5075 ELV (Tuttnauer). Foto Petra Obrázek 2 Kultivační místnost s in 
Jiroutová vitro kulturami. Foto Petra 

Jiroutová 
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2.1.3 Stanovení čerstvé a suché hmotnosti, obsahu vody a listové plochy 

Čerstvá hmotnost explantátů kultivovaných za shodných podmínek byla určena 
analytickými vahami (AS 220.R2, Radwag, Polsko). Suchá hmotnost a obsah vody 
byly stanoveny pomocí analyzátoru vlhkost i (MB27, Ohaus, NJ, USA) (Obrázek 3). 
Velikost listové plochy explantátů byla určena vyfotografováním jednotlivých listů 
(PowerShot G16, Canon, Japonsko) a vyhodnocením v programu ImageJ 
(http://rsbweb.nih.gov/ij) pomocí nástroje „polygon selections" (Obrázek 4). 

Analýzy morfologických parametrů byly provedeny ve spolupráci s Dr. Petrou 
Jiroutovou z VŠÚO Holovousy. 

Obrázek 3 Analyzátor vlhkosti MB27, Ohaus, NJ, USA.; 1. Čerstvé segmenty explantátů; 2. Suché 
segmenty explantátů. Foto Petra Jiroutová 

- X 

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help 
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1 Result: 
File Edit Font Resu te 

40é 
Obrázek 4 Určení velikosti listové plochy pomocí softwaru ImageJ. A -
nástroj „polygon selections" k výběru listové plochy; B - listová 
plocha ohraničená pomocí nástroje „polygon selections"; C -
automaticky vypočítaná listová plocha v mm 2 . Foto Petra Jiroutová 

19 

http://rsbweb.nih.gov/ij


2.1.4 Stanovení obsahu asimilačních pigmentu 

Obsah asimilačních pigmentu byl stanoven spektrofotometricky vmetanolovém 
extraktu. Extrakt by l zhotoven homogenizací 0,1 g čerstvého explantátu se 2 m l 
100% metanolu v třecí misce (Obrázek 5). Výsledný homogenát by l centrifugován 
15 minut ( M P W - 5 5 Microcentrifuge, M P W , Polsko) (Obrázek 6) při 3500 rpm. 
Následně byla spektrofotometricky měřena absorbance supernatantu při 
vybraných vlnových délkách - pro chlorofyl a 666 nm, chlorofyl b 653 nm, celkové 
karotenoidy 470 n m a pro korekci nespecifické absorbance 750 n m 
(spektrofotometr Cintra 101, Francie). Jako blank byl použit čistý metanol. Obsah 
pigmentů by l stanoven dle rovnic odvozených Wel lburnem (1994): 

Koncentrace chlorofylu a: Ca = 15,65AÓ66 - 7,34AÓ53 (mg.l" 1) 
Koncentrace chlorofylu b: Q, = 27,05AÔ53 - 11,21A666 (mg.l- 1) 
Koncentrace karotenoidů: Cx+C = (IOOOA470 - 2,86C a - 129,2Cb)/221 (mg.l" 1) 

Obrázek 5 Homogenizace explantátů se 100% metanolem v třecí Obrázek 6 Mikrocentrifuga 
misce. Foto Dominika Dobrovolná MPW-55. Foto Dominika 

Dobrovolná 

2.1.5 Stanovení obsahu reaktivních forem kyslíku 

Obsah H2O2 a superoxidového radikálu byl stanoven homogenizací 0,1 g čerstvého 
explantátu s 2 m l 50 m M fosfátového pufru (pH 7,0) ve vychlazené třecí misce. 
Vzniklý homogenát byl vložen na 15 min do chlazené centrifugy (Eppendorf 5804 
R, Německo) při 14000 r p m a teplotě 4 °C (Obrázek 7). 

Pro stanovení obsahu H2O2 bylo 500 |il supernatantu přeneseno do čisté 
Eppendorfovy zkumavky a smícháno s 250 |il 0,5% roztoku chlor idu titaničitého 
(TiCU) v 2 0 % kyselině sírové (H2SO4). Po opakované centrifugaci 15 minut při 
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14000 r p m a teplotě 4 °C se vzorky nechaly ohřát na laboratorní teplotu. U vzorků 
(Obrázek 8) byla spektrofotometricky měřena absorbance při vlnové délce 410 n m 
(spektrofotometr Cintra 101, Francie). Jako slepý vzorek bylo použito 500 |il 
fosfátového pufru a 250 |il 0,5% roztoku T i C U v 2 0 % H2SO4. Jako standard pro 
sestrojení kalibrační křivky byl použit 3 0 % H2O2 o různé koncentraci. Skutečný 
obsah peroxidu vodíku ve v z o r k u byl přepočítán dle sestrojené kalibrační křivky 
a vyjádřen v [imol H2O2 na 1 g čerstvé hmotnosti (Dučaiová et al. 2016). 

Pro stanovení obsahu superoxidového radikálu bylo 300 |il supernatantu smícháno 
s 250 |il fosfátového pufru a 30 |il 10 m M hydroxylaminu. V z o r k y byly ponechány 
15 m i n při laboratorní teplotě. Následně bylo ke vzorkům v 15-ti minutových 
intervalech postupně přidáváno 300 |il 1 7 m M sulfanylamidu, 300 |il 7 m M a-
naftylaminu a 300 [íl dietyléteru. U vzorků byla spektrofotometricky měřena 
absorbance při vlnové délce 530 nm. Ve slepém v z o r k u by l vzorek nahrazen 300 |il 
fosfátového pufru. Jako standard pro sestrojení kalibrační křivky by l použit NaN02 

o různé koncentraci. Obsah superoxidového radikálu ve v z o r k u byl přepočítán dle 
sestrojené kalibrační křivky a vyjádřen v |ig radikálu na 1 g čerstvé hmotnosti 
(Dučaiová et al. 2016). 

Obrázek 7 Chlazená centrifuga Eppendorf 5804 R, Německo. Obrázek 8 Vzorky jabloní (A) 
Foto Zuzana Kovalíková a třešní (B) po centrifugaci, 

připravené ke 
spektrofotometrickému stanovení 
absorbance. Foto Dominika 
Dobrovolná 

2.1.6 Stanovení obsahu malondialdehydu (MDA) 

Obsah M D A byl stanoven homogenizací 0,2 g čerstvého explantátu s 2 m l 0 ,1% 
kyseliny trichloroctové (TCA) ve třecí misce. Vzniklý homogenát byl umístěn do 
zkumavky a vložen na 15 m i n do centrifugy (MPW-55 Microcentrifuge, M P W , 
Polsko) při 14000 r p m a teplotě 20 °C. Supernatant (0,5 ml) byl smíchán s 1,5 m l 
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0,5% kyseliny 2-tiobarbiturové (TBA) v 2 0 % TCA. Reakční směs byla 
promíchána a inkubována 30 minut v sušárně při teplotě 90 °C (Memmert UF450, 
Německo) (Obrázek 9). Následně byly zkumavky se v z o r k y prudce ochlazeny ve 
vodě s ledovou drtí (Obrázek 10). Po opakované centrifugaci 15 minut při 
14000 r p m a teplotě 20 °C byla spektrofotometricky měřena absorbance při 
vlnové délce 532 n m pro komplex M D A - T B A a 600 n m pro korekci 
nespecifického zákalu (spektrofotometr Cintra, Francie). Jako slepý vzorek bylo 
použito 1,5 m l 0,5% T B A v 2 0 % TCA s 0,5 m l 0 ,1% TCA. Koncentrace M D A ve 
v z o r k u byla určena jako rozdíl absorbancí A 5 3 2 - AÓOO, S využitím molárního 
absorpčního koeficientu 155 m M 4 . c m 4 . Výsledky byly vyjádřeny v [imol M D A na 
1 g čerstvé hmotnosti (Dučaiová et al. 2016). 

Obrázek 9 Sušárna Memmert UF450, 
Německo. Foto Zuzana Kovalíková 

Obrázek 10 Ochlazení vzorků v ledové drti. Foto 
Dominika Dobrovolná 

2.1.7 Stanovení obsahu prolinu 

Obsah aminokyseliny pro l inu byl stanoven homogenizací 0,3 g čerstvého 
explantátu (Obrázek 11) s 5 m l 3 % kyseliny sulfosalicylové (SSA) ve třecí misce. 
Vzniklý homogenát by l umístěn do 15 m l zkumavky a vložen na 20 m i n do 
centrifugy ( M P W 351e Centrifúge, M P W , Polsko) při 4500 r p m a teplotě 20 °C. 
Supernatant (2 ml) byl smíchán se 2 m l ledové kyseliny octové a 2 m l kyselého 
ninhydrinu. Směs byla promíchána a ponechána 1 hodinu ve vodní lázni při teplotě 
90-100 °C. Následně byly zkumavky prudce ochlazeny ve vodě s ledovou drtí na 
teplotu cca 25 °C. K ochlazeným vzorkům byly přidány 3 m l toluenu a směs byla 
důkladně protřepána. Poté byl vzorek uložen na 24 hodin do tmy při laboratorní 
teplotě. U vzorků byla spektrofotometricky měřena absorbance vrchní toluenové 
vrstvy při vlnové délce 520 n m (spektrofotometr Cintra 101, Francie) (Obrázek 
12). Jako blank by l použit čistý toluen. Jako standard pro sestrojení kalibrační 
křivky byl použit prol in o různé koncentraci. Obsah pro l inu ve v z o r k u byl 
přepočítán dle sestrojené kalibrační křivky a vyjádřen v [imol pro l inu na 1 g 
čerstvé hmotnosti (Bates e ta l . 1973). 
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(vpravo) PEG 6000. Foto Dominika Dobrovolná 

2.1.8 Statistické zpracovaní dat 

U všech analýz byla pro každou odrůdu a koncentraci PEG provedena 3 měření. 
Naměřené hodnoty morfologických a fyziologických parametrů byly přepočítány 
na procenta. Hodnoty kontrolních rostl in, pěstovaných na mediu bez přídavku 
PEG, představují 100%. Vyhodnocení odolnosti odrůd vůči stresu ze sucha bylo 
provedeno porovnáním hodnot kontrolních rostl in s hodnotami rostl in 
pěstovanými na mediu s přídavkem PEG o různé koncentraci. 

Statistické zpracování dat proběhlo s pomocí programu Statistka (Statsoft, ČR, 
verze 10), použita byla jednorozměrná analýza variance (Anova) s Tukeyho testem 
na hladině významnosti P = 0,05. Tabulky a grafy byly zpracovány v programu MS 
Excel (Microsoft, USA). 
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2.2 Výsledky 

2.2.1 Morfologické parametry 

Změny v čerstvé hmotnosti a obsahu vody 

Osmotický stres navozený PEG 6000 se projevil u obou ovocných druhů. 
U explantátů rostl in kultivovaných v mediu s přídavkem PEG 6000 bylo možné 
sledovat vadnutí rostl in a stáčení jejich listů, zastavení zvětšování listové plochy 
a žloutnutí nebo hnědnutí listů. Změny byly dříve pozorovány u odrůd jabloní 
(Obrázek 13). 
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Obrázek 13 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na in vitro kultury jablečné odrůdy 'Fragnance' (A) 
a třešňové odrůdy 'Sunburst' (B). Čísla značí koncentraci PEG v kultivačním mediu v g.1-1. Foto Petra 
Jiroutová 

Mezi odrůdami jablek dosáhly nejvyšší čerstvé hmotnosti při PEG0 odrůdy 
'Rubinstep' a 'Car Alexander' . Nejvýraznější snížení čerstvé hmotnosti u rostl in 
pěstovaných na mediu s přídavkem PEG bylo zaznamenáno u odrůd 'Fragnance' 
a 'Idareď při PEG25 (Obrázek 14). Významnější snížení čerstvé hmotnosti bylo 
dále zjištěno u odrůd 'Rubinstep' při PEG25 a PEG50 a 'Car Alexander ' při PEG25. 
Nejnižší čerstvé hmotnosti při PEG0 dosáhla odrůda 'Malinové holovouské', u které 
bylo současně zaznamenáno nejnižší snížení čerstvé hmotnosti . U odrůd s vyšší 
čerstvou hmotností při PEG0 došlo k většímu snížení čerstvé hmotnosti při stresu. 

U odrůd třešní nebylo možné vzhledem ke značně proměnlivým hodnotám určit 
závislost čerstvé hmotnosti na rostoucí koncentraci PEG. Nejvýraznější snížení 
čerstvé hmotnosti u rostl in pěstovaných na mediu s přídavkem PEG bylo 
zaznamenáno u odrůd ' P - H L - C při PEG50 a PEG25 a 'Napoleonova' při PEG5. 
Nejnižší snížení čerstvé hmotnosti bylo zjištěno u odrůd 'Sunburst' a 'Kaštánka'. 
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Obrázek 14 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na čerstvou hmotnost (g) odrůd jabloní (A) a třešní (B). 
Naměřené hodnoty byly přepočítány na procenta. 100% představují hodnoty kontrolních rostlin při 
PEG0. 

Pokles obsahu vody (Tabulka 3 a 4 v Příloze 2) se vzrůstající koncentrací PEG 6000 
v kultivačním mediu by l pozorován u odrůd jabloní i třešní. Nejvyšší obsah vody 
při PEG0 byl zjištěn u jabloňových odrůd 'Car Alexander ' a 'Fragnance'. U obou 
odrůd by l současně zaznamenán vyšší úbytek vody při PEG50. Nejvýraznější 
snížení obsahu vody bylo zjištěno u odrůd 'Idared' při PEG25 a 'Fragnance' při 
PEG50. Nejnižší snížení obsahu vody bylo zaznamenáno u odrůd 'Malinové 
holovouské' a 'Rubinstep'. 

Mezi třešněmi měla nejvyšší obsah vody při PEG0 odrůda 'Sunbursť, u které byl 
rovněž zaznamenán nejvyšší úbytek vody při PEG50. Nejnižší snížení obsahu vody 
bylo zjištěno u odrůdy Napoleonova. 

Změny velikosti listové plochy 

Zmenšování listové plochy se vzrůstající koncentrací PEG 6000 v kultivačním 
mediu bylo pozorováno u odrůd jabloní i třešní (Obrázek 15). Nejvýraznější 
zmenšení plochy bylo zaznamenáno při PEG25 a PEG50. U jabloňové odrůdy 
'Idared' bylo při PEG25 pozorováno největší snížení listové plochy vůči kontrolní 
rostlině. Listová plocha se zmenšila na 22,62% (4,4-krát) . U třešňové odrůdy 
'Sunbursť bylo při PEG50 pozorováno největší snížení listové plochy vůči 
kontrolní rostlině. Listová plocha se zmenšila na 25,57% (3,9-krát) . Významnější 
snížení listové plochy bylo dále zaznamenáno u odrůdy ' P - H L - C při PEG50. Listová 
plocha odrůd třešní byla celkově větší než listová plocha odrůd jabloní. Míra 
zmenšování listové plochy se mezi ovocnými druhy významně nelišila. Absolutně 
nejmenší l istovou plochu měla jabloňová odrůda 'Malinové holovouské'. Zde bylo 
současně zaznamenáno i nejnižší snížení listové plochy. 
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Obrázek 15 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na velikost listové plochy (mm2) odrůd jabloní (A) 
a třešní (B). Naměřené hodnoty byly přepočítány na procenta. 100% představují hodnoty kontrolních 
rostlin při PEG0. 

2.2.2 Fyziologické parametry 

Změny v obsahu asimilačních pigmentů 

Osmotický stres navozený PEG 6000 způsobil změny koncentrací asimilačních 
pigmentů u odrůd jabloní i třešní (Tabulka 5 a 6 v Příloze 2). U rostl in s přídavkem 
PEG 6000 v kultivačním mediu byl pozorován pokles obsahu chlorofylů a a b 
(Obrázek 16). Nejvýraznější snížení obsahu chlorofylů bylo zaznamenáno 
u jabloňových odrůd 'Malinové holovouské' při PEG10 a 'Rubinstep' při PEG50, 
naopak nejnižší snížení u odrůd 'Fragnance' a 'Car Alexander' . Nejvyšší obsah 
chlorofylu a u kontrolních rostl in byl zjištěn u odrůdy 'Car Alexander' , nejnižší 
u odrůdy 'Fragnance'. Shodné výsledky byly zjištěny u chlorofylu b. Míra snížení 
obsahu chlorofylů při stresu nezávisela na obsahu chlorofylů při PEG0. 

U odrůd třešní byl obsah chlorofylu a a b vyšší než u odrůd jabloní. Nejvyšší obsah 
chlorofylu a u kontrolních rostl in byl zjištěn u odrůdy 'Kaštánka', naopak nejnižší 
u odrůdy ' P - H L - C . Nejvýraznější snížení koncentrace chlorofylu b u odrůd třešní 
bylo zaznamenáno u explantátů pěstovaných v mediu s přídavkem PEG5. Pouze 
u odrůdy 'Kaštánka' byly nejnižší hodnoty chlorofylu b naměřeny při PEG10. Ze 
všech odrůd třešní bylo nejvýraznější snížení obsahu chlorofylů zjištěno u odrůdy 
'Napoleonova' při PEG 5, naopak nejnižší snížení u odrůd ' P - H L - C a 'Sunbursť. 
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Obrázek 16 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na obsah chlorofylu a a b (mg.g-1) u odrůd jabloní (A) 
a třešní (B). Naměřené hodnoty byly přepočítány na procenta. 100% představují hodnoty kontrolních 
rostlin při PEG0. 

U odrůd jabloní bylo při PEG5 zaznamenáno zvýšení koncentrace karotenoidů 
oproti kontrolním rostlinám (Obrázek 17). S dalším zvyšováním koncentrace PEG 
6000 v kultivačním mediu by l zjištěn pokles obsahu karotenoidů. Nejvýraznější 
pokles karotenoidů v rámci odrůd jabloní byl zaznamenán u odrůdy 'Rubinstep' při 
PEG50. U stresovaných rostl in odrůdy 'Fragnance' nedošlo ke snížení koncentrace 
karotenoidů pod hodnotu kontrolních rostl in. Podobný výsledek byl zjištěn 
u odrůdy 'Car Alexander' . 

Jiný průběh změn koncentrací karotenoidů byl sledován u odrůd třešní, kde až na 
odrůdu 'Kaštánka' došlo u všech při koncentracích PEG5, PEG10 a PEG25 ke 
zvýšení obsahu karotenoidů v porovnání s kontrolními rostl inami. Významnější 
vzestup obsahu karotenoidů byl zaznamenán u odrůd 'Sunbursť a 'Regina'. 
Nejvyšší hodnoty karotenoidů u kontrolních rostl in byly změřeny u odrůdy 
'Kaštánka', u které byl současně zjištěn nejvýraznější pokles při PEG10. 
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Malinové Frai^ance Rubinstep Idared Car Alexander Regna ľvapoleon Křivánka Sunbuist P-HL-C 
holovouské 

Obrázek 17 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na obsah karotenoidů (mg.g-1) u odrůd jabloní (A) 
a třešní (B). Naměřené hodnoty byly přepočítány na procenta. 100% představují hodnoty kontrolních 
rostlin při PEG0. 

2.2.3 Biochemické parametry 

Změny v obsahu reaktivních forem kyslíku 
Stres ze sucha navozený přídavkem PEG 6000 způsobil oxidační stres. Stresované 
rostl iny produkovaly reaktivní formy kyslíku. Hodnoty H2O2 byly celkově vyšší 
u odrůd třešní (Obrázek 18). Vysoké hodnoty H2O2 byly zjištěny pouze u jabloňové 
odrůdy 'Malinové holovouské'. Nejvýraznější skokové zvýšení obsahu H2O2 vůči 
kontrolní rostlině v rámci odrůd jabloní bylo zaznamenáno u odrůdy 'Idared' při 
PEG10 (2,8-kráťJ. Výraznější vzestup H2O2 byl dále zjištěn u odrůdy 'Rubinstep' při 
PEG50. U ostatních odrůd byly nárůsty obsahu H2O2 méně výrazné a pozvolné. 

Mezi odrůdami třešní byl nej větší vzestup H2O2 zjištěn u odrůdy ' P - H L - C při PEG25 
(1,7-krát) a 'Napoleonova' při PEG50 (1,6-kráťJ. U ostatních odrůd nebyly rozdíly v 
nárůstech významné. 

Nárůst hodnot superoxidového radikálu se vzrůstající koncentrací PEG 6000 
v kultivačním mediu by l pozorován u odrůd jabloní i třešní. U všech jabloňových 
odrůd, s výjimkou odrůdy 'Fragnance', byly nejvyšší hodnoty superoxidového 
radikálu pozorovány při PEG50. Pro odrůdu 'Fragnance' byly naměřeny nejvyšší 
hodnoty při PEG25. Nej větší zvýšení obsahu superoxidového radikálu bylo 
zaznamenáno u odrůdy 'Idared' při PEG50 (3,1-krát). Nejvyšší celkový vzestup 
obsahu v rámci odrůd jabloní by l zaznamenán u odrůdy 'Rubinstep', naopak 
nejnižší vzestup u odrůdy 'Car Alexander' . 

Mezi odrůdami třešní by l největší nárůst superoxidového radikálu zjištěn u odrůdy 
' P - H L - C při PEG50. Překvapivé výsledky byly zaznamenány u odrůdy 
'Napoleonova', u které došlo při PEG10, PEG25 a PEG50 ke snížení obsahu 
superoxidového radikálu oproti kontrolní rostlině. 
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Obrázek 18 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na obsah peroxidu vodíku (umol H2O2 na 1 g čerstvé 
hmotnosti) a superoxidového radikálu (ug radikálu na 1 g čerstvé hmotnosti) u odrůd jabloní (A) 
a třešní (B). 

Změny v obsahu malondialdehydu (MDA) 

Zvýšené hodnoty ROS způsobily peroxidaci buněčných membrán a produkci M D A . 
Hodnoty M D A byly celkově vyšší u odrůd jabloní (Obrázek 19). Kontrolní rostl iny 
odrůd jabloní se v obsahu M D A významně nelišily. Nejvyšší zvýšení obsahu M D A 
bylo zaznamenáno u jabloňové odrůdy 'Malinové holovouské' při PEG50. Nejnižší 
celkový nárůst obsahu M D A v rámci odrůd jabloní by l zaznamenán u odrůdy 
'Idareď. 

U odrůd třešní bylo nejvýraznější zvýšení koncentrace M D A zjištěno u odrůd 
'Napoleonova' a 'Kaštánka' při PEG25. Nejnižší celkový nárůst obsahu M D A v rámci 
odrůd třešní byl zaznamenán u odrůdy 'Sunbursť. 

Obrázek 19 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na obsah malondialdehydu (umol MDA na 1 g čerstvé 
hmotnosti) u odrůd jabloní (A) a třešní (B). 
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Změny v obsahu prolinu 

Stres ze sucha navozený přídavkem PEG 6000 způsobil změny koncentrací prol inu 
u odrůd jabloní a třešní. Hodnoty prol inu byly celkově vyšší u odrůd třešní 
(Obrázek 20). U odrůd jabloní byly zjištěny vyšší hodnoty pouze u odrůdy 
'Malinové holovouské'. Nejvyšší zvýšení obsahu prol inu bylo zaznamenáno 
u jabloňové odrůdy 'Rubinstep' při PEG25 (4,1-krát) a PEG50 (3,9-krát) . U odrůd 
třešní bylo nejvýraznější zvýšení koncentrace prol inu pozorováno u odrůd ' P - H L - C 
(3, 0-krát) a 'Regina' (2,1-krát). 

Obrázek 20 Vliv různých koncentrací PEG 6000 na obsah prolinu (umol prolinu na 1 g čerstvé 
hmotnosti) u odrůd jabloní (A) a třešní (B). 
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3 DISKUSE 
V důsledku klimatických změn dochází k nárůstu globální průměrné teploty, 
k častějšímu výskytu extrémních jevů počasí, k posunu vegetačních pásem a ke 
změnám ročních období (Ritchie et Roser 2017). Klimatické modely do budoucna 
předpovídají častější výskyt období sucha (IPCC 2018). Sucho představuje pro 
rost l innou produkci závažný problém. Ze všech zdrojů nezbytných pro růst 
a metabolismus rostl in je voda považována za nejvíce limitující faktor (Šircelj et al. 
2007; Bhusal et al. 2019; Zhong et al. 2018). Celosvětová populace se navíc rychle 
rozrůstá. Pro zabezpečení dostatečného množství potravin bude nutné přijmout 
opatření, která nepříznivý vývoj kl imatu a jeho důsledků na zemědělskou produkci 
zvrátí. Pěstování rostlinných odrůd odolných vůči abiotickému a biotickému stresu 
je možným řešením. 

V bakalářské práci byla hodnocena odolnost vybraných odrůd jabloní a třešní vůči 
stresu ze sucha. Stres byl navozen přidáním polyethylenglykolu (PEG) do 
kultivačních médií podobně jako v dřívějších studiích s jablky a hruškami (Gharbia 
et al. 2013) nebo s k i w i (Zhong et al. 2018). Následně byly u rostl in hodnoceny 
morfologické, fyziologické a biochemické parametry, u kterých se předpokládalo, 
že prokáží odolnost, nebo citlivost rostl in vůči stresu ze sucha. 

U rostl in pěstovaných na médiu s přídavkem PEG bylo pozorováno vadnutí rostlin, 
stáčení jejich listů, zastavení zvětšování listové plochy a žloutnutí nebo hnědnutí 
listů. Podobně jako ve studiích vodního stresu s pistáciemi (Khoyerdi et al. 2016) 
nebo s k i w i (Zhong et al. 2018) míra poškození korelovala se vzrůstající 
koncentrací PEG v kultivačních médiích. Rostliny dále reagovaly na stres 
z nedostatku vody snížením produkce čerstvé a suché hmoty (Farooq et al. 2009; 
Bolat et al 2015). Odolnější odrůdy vykazovaly menší pokles čerstvé a suché 
hmotnosti , obsahu vody a listové plochy. 

Vodní stres navozený PEG způsobil změny koncentrací asimilačních pigmentů 
u odrůd jabloní i třešní. U rostl in s přídavkem PEG v kultivačním mediu byl 
pozorován pokles obsahu chlorofylů a a b oproti kontrolním rostlinám. Úbytek 
chlorofylů se projevil žloutnutím nebo hnědnutím listů. Shodný výsledek by l 
potvrzen ve studiích s odrůdami meruněk a švestek (Bolat et al. 2015) 
a s podnožemi ořešáků (Liu et al. 2019). Příčinou poklesu obsahu chlorofylů 
u stresovaných rostl in je poškození chloroplastů způsobené vyšším obsahem ROS. 
ROS vznikají v tylakoidních membránách chloroplastů během primárních pochodů 
fotosyntézy. Snížením obsahu chlorofylů v listech rostl iny absorbují menší 
množství fotonů, a sníží tak produkci ROS (Khoyerdi et al. 2016). Podobně jako ve 
studii Šircelj et al. (2007) došlo u odrůd jabloní při mírném stresu ke zvýšení 
obsahu karotenoidů, které mimo jiné představují důležité neenzymatické 
antioxidanty. S dalším zvyšováním koncentrace PEG v kultivačních médiích obsah 
karotenoidů klesal. Jiný průběh změn koncentrací karotenoidů byl sledován 
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u odrůd třešní, kde až na odrůdu 'Kaštánka' došlo u všech při koncentracích PEG5, 
PEG10 a PEG25 ke zvýšení obsahu karotenoidů v porovnání s kontrolními 
rostl inami. 

Stresované rostl iny produkovaly větší množství ROS. ROS působí negativně na 
rostlinné buňky. Poškozují především lipidy, proteiny a nukleové kyseliny 
a urychlují stárnutí buněk (Khoyerdi e ta l . 2016). Podobně jako ve studii 
s jabloňovými podnožemi (Wang et al. 2012) bylo u odrůd jabloní i třešní zjištěno 
zvýšení peroxidu vodíku a superoxidového radikálu. Zvýšené hodnoty ROS 
u stresovaných rostl in způsobují peroxidaci buněčných membrán a produkci M D A 
(Zhong et al. 2018). Podobně jako ve studiích s banány (Bidabadi et al. 2012) 
a s pistáciemi (Khoyerdi e ta l . 2016) by l u stresovaných odrůd jabloní a třešní 
zaznamenán nárůst obsahu M D A . V reakci na vodní stres rostl iny ve větší míře 
produkují a akumulují osmoticky aktivní látky (Procházka et al. 1998, Rahayu et al. 
2015). Významnou osmoticky aktivní látkou akumulovanou rost l inami je prol in. 
U stresovaných odrůd jabloní a třešní by l zaznamenán nárůst obsahu prol inu. 
Shodný výsledek by l potvrzen ve studiích s odrůdami banánů (Bidabadi et al. 
2012), meruněk a švestek (Bolat et al. 2015) a pistácií (Khoyerdi et al. 2016). 

Z jabloňových odrůd byla určena potenciálně nejvíce odolná vůči stresu ze sucha 
odrůda 'Malinové holovouské'. U odrůdy sice bylo zaznamenáno v porovnání 
s ostatními odrůdami výrazné snížení obsahu chlorofylů a vysoké hodnoty H2O2. 

Nárůst H2O2 nebyl skokový. V morfologických parametrech, které charakterizují 
celkový stav rostliny, ale dosáhla odrůda 'Malinové holovouské' nejlepších 
výsledků. U odrůdy bylo zaznamenáno nejnižší snížení čerstvé hmotnosti , obsahu 
vody a listové plochy. Navíc pouze u odrůdy 'Malinové holovouské' byly zjištěny 
vyšší hodnoty prol inu, který je důležitou součástí antioxidačního systému rostl in. 
V tomto ohledu se výsledky práce neshodují s dříve publ ikovanou charakteristikou 
odrůdy, která považuje odrůdu 'Malinové holovouské' za málo odolnou vůči suchu 
(Archiv starých odrůd ovoce 2016). Odrůdou potenciálně nejméně odolnou vůči 
stresu ze sucha byla určena odrůda 'Idareď. V morfologických parametrech 
dosáhla nejhorších výsledků ze všech odrůd jabloní. U odrůdy bylo zaznamenáno 
nejvýraznější snížení čerstvé hmotnosti , obsahu vody a listové plochy vůči 
kontrolní rostlině. U odrůdy bylo dále zjištěno nejvýraznější skokové zvýšení 
obsahu H2O2 vůči kontrolní rostlině a největší zvýšení obsahu superoxidového 
radikálu. Tyto parametry signalizují vysokou míru oxidativního poškození. 

Mezi odrůdami třešní byla určena potenciálně nejvíce odolná vůči stresu ze sucha 
odrůda 'Kaštánka'. Přestože u odrůdy došlo v porovnání s ostatními odrůdami 
k výraznému poklesu karotenoidů a významnému zvýšení koncentrace MDA, 
dosáhla odrůda nejlepších výsledků v morfologických parametrech. U odrůdy bylo 
zjištěno nejnižší snížení čerstvé hmotnosti a listové plochy. Hodnoty pro l inu byly 
vyšší. Výsledky práce se shodují s dříve publ ikovanou charakteristikou odrůdy, 
která považuje odrůdu 'Kaštánka' za tolerantní vůči suchu (Archiv starých odrůd 
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ovoce 2016). Odrůda ' P - H L - C byla určena odrůdou potenciálně nejméně odolnou 
vůči stresu ze sucha. Ačkoli bylo u odrůdy zjištěno nejnižší snížení obsahu 
chlorofylů a nejvýraznější zvýšení koncentrace prol inu mezi odrůdami třešní, 
výsledky morfologických parametrů naznačovaly nízkou toleranci vůči suchu. 
U odrůdy ' P - H L - C bylo zaznamenáno nejvýraznější snížení čerstvé hmotnosti 
a významnější snížení listové plochy. U odrůdy byl dále zjištěn největší vzestup 
H2O2 a superoxidového radikálu. V tomto ohledu se výsledky práce částečně 
rozcházejí s dříve publ ikovanou charakteristikou odrůdy, která popisuje odrůdu 
jako mírně cit l ivou vůči suchu (Blažková 2004). 

V charakteristikách odrůd jabloní a třešní byla zmiňována odolnost rostl in vůči 
mrazu. V obranných mechanismech rostl in vůči stresu z mrazu a sucha lze totiž 
nalézt mnoho společného. Poškození rostl in mrazem souvisí s tvorbou ledu 
a mrazovou dehydratací buněk. Led se zpočátku tvoří v mezibuněčných 
prostorech, při delším trvání mrazu se mohou krystalky ledu vytvářet také 
v buňkách. Nezbytná je přítomnost krystalizačních jader. Syntézou osmoticky 
aktivních látek rostl iny snižují bod tuhnutí. Voda začíná v mezibuněčných 
prostorech mrznout při teplotě -1 až -3 °C. Mráz způsobuje nevratné poškození 
buněk. Rostlinné buňky jsou silně dehydratovány a dochází k poškození buněčných 
stěn a membrán. Mrazuvzdornost je schopnost zabránit v z n i k u ledu uvnitř buněk 
a snášet dehydrataci buněk (Procházka et al. 1998). Tato souvislost byla potvrzena 
u jabloňových odrůd. Odrůda 'Malinové holovouské' byla popisována jako ve lmi 
odolná mrazu (Říha 1919; Boček et al. 2008). Odrůda byla určena jako potenciálně 
odolná vůči stresu ze sucha. Odrůda 'Idareď je citlivá na zimní mrazy (Kutina et 
Holeček 1992; VŠÚO Holovousy 2019). Odrůda byla ze všech testovaných 
jabloňových odrůd nejméně tolerantní vůči suchu. 

Mezi odrůdami třešní je možné pozorovat rozdíly v odolnosti vůči praskání. 
Rozdíly jsou dány genetickou výbavou odrůd. Míru tendence k praskání ovlivňuje 
velikost a tvar plodů, tloušťka kutikuly, obsah cukrů a podmínky pěstování 
(vlhkost, teplota). V odolnosti rost l in vůči suchu hraje schopnost akumulovat 
osmoticky aktivní látky také významnou rol i (Khadivi-Khub 2015). Vztah odolnosti 
vůči praskání a stresu ze sucha by l potvrzen u odrůdy 'Kaštánka'. Plody 'Kaštánky' 
jsou odolné praskání (VŠÚO Holovousy 2019). Odrůda byla určena jako 
potenciálně odolná vůči stresu ze sucha. 
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ZÁVĚR 
Cílem bakalářské práce bylo vyhodnoti t vybrané morfologické (čerstvá a suchá 
hmotnost, obsah vody, plocha listů), fyziologické (obsah chlorofylů a karotenoidů) 
a biochemické parametry (reaktivní formy kyslíku, obsah M D A a prolinu) 
u vybraných 5 odrůd jabloní ('Malinové holovouské', 'Fragrance', 'Rubinstep', 
'Idareď, 'Car Alexander') a 5 odrůd třešní ('Regina', 'Napoleonova', 'Kaštánka', 
'Sunbursť, 'P-HL-C' ) , převedených do in vitro kultur, u kterých byl navozen 
osmotický stres přidáním polyethylenglykolu (PEG) do kultivačních médií. 

Osmotický stres navozený PEG 6000 se projevil u obou ovocných druhů. 
U explantátů rostl in kultivovaných v mediu s přídavkem PEG byl pozorován pokles 
obsahu vody, který se projevil vadnutím rostl in a stáčením jejich listů. 
U stresovaných rostl in došlo k zastavení zvětšování listové plochy. Míra 
zmenšování listové plochy se mezi ovocnými druhy významně nelišila. 
U stresovaných explantátů bylo dále sledováno žloutnutí nebo hnědnutí listů. 

Stres ze sucha způsobil změny koncentrací asimilačních pigmentů u odrůd jabloní 
i třešní. U rostl in s přídavkem PEG 6000 v kultivačním mediu by l pozorován pokles 
obsahu chlorofylů a a b. U odrůd jabloní bylo při PEG5 zaznamenáno zvýšení 
koncentrace karotenoidů oproti kontrolním rostlinám. S dalším zvyšováním 
koncentrace PEG 6000 v kultivačním mediu by l zjištěn pokles obsahu karotenoidů. 
Jiný průběh změn koncentrací karotenoidů byl sledován u odrůd třešní, kde 
u všech odrůd s výjimkou odrůdy 'Kaštánka' došlo při koncentracích PEG5, PEG10 
a PEG25 ke zvýšení obsahu karotenoidů v porovnání s kontrolními rostl inami. 

Osmotický stres navozený přídavkem PEG způsobil oxidační stres. Zvýšené 
hodnoty ROS u stresovaných rostl in způsobily peroxidaci buněčných membrán 
a produkci M D A . Hodnoty M D A byly celkově vyšší u odrůd jabloní. Stres ze sucha 
dále způsobil změny koncentrací prol inu u odrůd jabloní a třešní. Hodnoty pro l inu 
byly celkově vyšší u odrůd třešní. 

Na základě výsledků hodnocení morfologických, fyziologických a biochemických 
parametrů byly určeny odrůdy potenciálně odolné vůči stresu ze sucha. Výsledky 
analýz jsou shrnuly v Tabulce 1. Pořadí ovocných odrůd bylo odhadnuto 
následovně: odrůdy jabloní 'Malinové holovouské' > 'Car Alexander ' > 'Fragrance' > 
'Rubinstep' > 'Idareď a odrůdy třešní 'Kaštánka' > 'Regina' > 'Napoleonova' > 
'Sunbursť > ' P - H L - C . 

Výsledky jsou však předběžné. Pro lepší charakteristiku odrůd z hlediska odolnosti 
vůči stresu ze sucha bude v budoucnosti nezbytné provést další analýzy zaměřené 
na stanovení obsahu antioxidačních enzymů, stresových hormonů a osmotický 
aktivních látek. 
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Tabulka 1 Odolnost odrůd jabloní a třešní vůči stresu ze sucha 
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'Malinové 
holovouské' y y y x x y 

Jabloň 
'Fragnance' x x y y y 

Jabloň 'Rubinstep' y x x y x y 

'Idareď x x x x x y x 

'Car Alexander' y y y y 

'Regina' y x y 

'Napoleonova' x y x y y x 

Třešeň 'Kaštánka' y y x x x y 

'Sunburst' y x x y y x y 

P-HL-C x x y x y x 
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Príloha 1 

Tabulka 2 Složení základního pevného Murashige & Skoog (MS) media pro kultivaci in vitro kultur 
(Murashige et Skoog 1962). 

Složka mg.H Složka mg.H 

NH4NO3 1650 CuSOv 5 H 2 0 0,025 

KNO3 1900 N a 2 E D T A • 2 H 2 0 37,3 

H3BO3 6,2 F e S O v 7 H 2 0 27,8 

KH2PO4 170 T h i a m i n 0,1 
KI 0,83 P y r i d o x i n 0,5 

N a 2 M o 0 4 • 2H2O 0,25 
Kysel ina 
nikotínová 0,5 

C o C l 2 - 6H2O 0,025 Glycin 2 

C a C l 2 - 2 H 2 0 440 Sacharóza 30000 

M g S O v 7 H 2 0 370 Myo- inos i to l 100 

M n S 0 4 - 4 H 2 0 22,3 Agar 7000 

Z n S O v 7 H 2 0 8,6 p H 5,8 



Příloha 2 

Tabulka 3 Vliv r ů z n é koncentrace PEG 6000 na č e r s t v o u hmotnost, obsah vody a listovou plochu u in vitro kultur 5 o d r ů d jabloní. Data z n a m e n a j í ± SDs 

(n = 3). Hodnoty ve sloupci se s te jným p í s m e n e m ( p í s m e n y ) se podle Tukeyova testu v ý z n a m n ě neliší (P <0,05) (Kovalíková et al. 2020). 

Odrůda 
Koncentrace 

P E G (g-ľ 1) 
Čerstva hmotnost 

(g> 

Hmotnost sušiny 

(8) 

Obsah vody 
(%) 

Listová plocha 
(mnr) 

0 0.29=0.01 cdef 0.11=0.04 ab 85.91=1.11 defghi 214.6=10.6 ghi 
5 0.28±0.07 def 0.12Í0.01 ab 84.88±1.06 efghij 264 .9Í35 .0 fghi 

Malinové Holoroitské 10 0.23±0.04 ef 0.12Í0.01 ab 83.49±0.56 ijk 126.4Í29.5 i 
25 0.27±0.10def 0.14Í0.03 ab 83.03i0.22 jklin 152.8Í22.7 i 
50 0.40=0.07 abcdef 0.14=0.01 ab 81.24=1.07 klm 167.6=28.3 hi 
0 0.45=0.08 abcde 0.11=0.03 ab 89.95=0.41 ab 720.0=90.8 b 
5 0.41Í0.12 abcdef 0.16±0.02 ab 87.23i0.73 cdef 527.4Í42.1 cd 

Fragrance 10 0.40Í0.06 abcdef O.lOiO.001 b 86.75i0.63 cdefg 356.5=71.6 efg 
25 0.17=0.05f 0.11=0.01 ab 83.17i0.93 jklm 227.7Í43.3 ghi 
50 0.270.09 def 0.14=0.02 ab 82.94=1.27 jklm 254.7=14.1 fghi 
0 0.60=0.15 a 0.16=0.01 ab 88.59=0.73 abcd 451.9=87.0 de 
5 0.35=0.07 abcdef 0.19Í0.02 a 88.48i0.59 abcd 327.6Í49.2 efgh 

Rub instep 10 0.47=0.05 abcde 0.16±0.02 ab S7.30i0.39bcde 201.3=11.3 ghi 
25 0.29Í0.04 cdef 0.16Í0.01 ab 84.01=0.73 hij 134.0Í16.2 i 
50 0.30=0.04 cdef 0.14=0.01 ab 84.22i0.62 ghij 156.4=17.2 i 
0 0.55=0.17 abc 0.17=0.04 ab 87.62=0.98 abcd 952.1=110.5 a 
5 0.52±0.11 abcd 0.16Í0.01 ab S7.93i0.56 cdef 487.9Í52 .7 cde 

Idared 10 0.42±0.08 abcdef 0.18Í0.03 a 83.55il.24 ijk 412.0i59.7def 
2? 0 .21±0.06ef 0.11=0.02 ab 80.47il.28 m 215.4Í26 .7 ghi 
50 0.47±0.13 abcde 0.19=0.04 a 80.56=1.17 lm 265.8=11.7 fghi 
0 0.58=0.09 ab 0.16=0.04 ab 90.02=0.73 a 634.2=26.2 bc 
5 0.51±0.13 abcd 0.19Í0.06 a 88.61=1.07 abc 521.9Í38 .9 cd 

CAR Alexander 10 0.39±0.03 abcdef 0.14Í0.01 ab 86.41i0.85 cdefgh 358.8Í26 .9 efg 
25 0.31±0.05 bcdef 0.13=0.02 ab 86.62=0.51 cdefgh 278.2=67.7 fghi 
50 0.36=0.05 abcdef 0.15=0.01 ab 84.54=0.62 fghij 245.0=80.5 ghi 

http://83.03i0.22
http://87.23i0.73
http://86.75i0.63
http://83.17i0.93
http://88.48i0.59
http://84.22i0.62
http://S7.93i0.56
http://83.55il.24
http://412.0i59.7def
http://80.47il.28
http://86.41i0.85


Tabulka 4 Vliv r ů z n é koncentrace PEG 6000 na č e r s t v o u hmotnost, obsah vody a listovou plochu u in vitro kultur 5 o d r ů d t řešní . Data z n a m e n a j í ± SDs 

(n = 3). Hodnoty ve sloupci se s te jným p í s m e n e m ( p í s m e n y ) se podle Tukeyova testu v ý z n a m n ě neliší (P <0,05) (Kovalíková et al. 2020). 

Odľuda 
Koncentrace 

P E G (g-ľ 1 ) 
Čerstvá hmotnost 

(g) 

Hmotnost susiny 

(g) 

Obsah vody 
(%) 

Listová plocha 
(mm2) 

0 1.32=0.14 bc 0.16=0.003 bed 88.49=0.84 ab 1030.3=4.1 c 
5 0 .71Í0 .12 efghij 0.14i0.03 d 86.96il.12 abede 7 4 5 . 6 Í 1 4 . 0 fghi 

Regina 10 0 .60Í0 .12 ghij 0.16=0.04 bed 87.14i0.58 abede 6 6 2 . 8 Í 5 8 . 0 hi 
25 1.89=021 a O.15±0.03 bed 87.31il.06 abed 689.8i62.7ghi 
50 0.65=0.02 fghij 0.18=0.03 abed 84.73=1.03 cdefg 447.5=6.0 jk 
0 1.59=0.20 ab 0.23=0.03 abc 86.55=1.19 abede 1586.9=17.9 a 
5 0 .66Í0 .16 fghij 0 .18±0.08 abed 85.61=1.00 bcdefg 951 .7Í46 .5 cde 

Napoleonova 10 0.75±0.17 defghij 0 .16±0.01 bed 85.76i0.81 bcdefg 8 9 2 . 9 Í 6 9 . 9 cdef 
25 1.33i0.19bc 0.18±0.003 abed 86.20i0.87 abedefg 650 .9Í104 .1 hi 
50 1.10=0.02 bcdefg 0.19=0.01 abed 85.15=1.06 cdefg 567.9=76.6 ij 
0 0.58=0.10 ghij 0.15=0.02 bed 88.74=0.83 ab 879.6=7.9 cdefg 
5 0.41=0.03 j 0.18±0.01 abed 86.39il.14 abedef 7 6 2 . 9 Í 7 0 . 0 efghi 

Kastánka 10 0 .97Í0 .17 cdefghi 0.20±0.05 abed 87.16i0.66 abede 9 8 9 . 0 Í 7 6 . 9 cd 
25 0 . 4 3 Í 0 . 0 9 J 0 .13±0.02 d 84.10=0.93 efgh 435.8i80.ljkl 
50 0.97=0.09 cdefghi 0.24=0.04 abc 83.27=0.86 fgh 436.2=92.8 jkl 
0 0.89=0.10 cdefghij 0.20=0.02 abed S9.12il.01 a 1534.1=108.6 a 
5 1 .16Í0 .27 bcdef 0.20±0.01 abed 85.30il.20 cdefg 1286.5=81.1 b 

Sunbwst 10 1.24±0.22 bcde 0.19i0.01 abed 84.22il.19 defgh 7 4 2 . 0 Í 7 2 . 2 fghi 
25 1.05=0.33 cdefgh 0.19±0.02 abed 83.15il.23 gh 6 7 7 . 3 Í 5 0 . 2 hi 
50 0.72=0.23 defghij 0.15=0.03 bed Sl.52il.03 h 392.2=64.0 jkl 
0 1.37=0.19 abc 0.17=0.04 abed 88. 58=0.66 ab 823.1=53.0 defgh 
5 0.89=0.25 cdefghij 0 .24±0.02 ab 88.49il.35 ab 649 .9Í4 .7 hi 

P-HL-C 10 1 .25Í0 .08 bed O.15±0.03 bed 87.59i0.96 abc 667 .7Í35 .5 hi 
25 0.54i0.10hij 0.18±0.03 abed 85.94i0.93 bcdefg 360.4i38.7kl 
50 0.44=0.02 ij 0.26=0.01 a 85.64=1.04 bcdefg 252.4=39.0 1 

http://86.96il.12
http://87.14i0.58
http://87.31il.06
http://689.8i62.7ghi
http://85.76i0.81
http://86.20i0.87
http://86.39il.14
http://87.16i0.66
http://435.8i80.ljkl
http://S9.12il.01
http://85.30il.20
http://84.22il.19
http://83.15il.23
http://Sl.52il.03
http://88.49il.35
http://87.59i0.96
http://85.94i0.93
http://360.4i38.7kl


Tabulka 5 Vliv r ů z n é koncentrace PEG 6000 na obsah chlorofylů a k a r o t e n o i d ů u in vitro kultur 5 o d r ů d jabloní. Data z n a m e n a j í ± SDs (n = 3). Hodnoty 

ve sloupci se s te jným p í s m e n e m ( p í s m e n y ) se podle Tukeyova testu v ý z n a m n ě neliší (P <0,05). F W ( č e r s t v á hmotnost) (Kovalíková et al. 2020). 

Odrůda 
Koncentrace 

P E G (g 1') 
Chlorophyl a 
(mg g"1 FW) 

Chlorophyl b 
(mg g"1 FW) 

Chloi'ophyly a + b 
(mg g"1 FW) 

Karotenoidy 
(mg g"1 FW) 

0 0.82=0.06 cdef 0.33=0.05 abcd 1.15=0.11 bed 0.15=0.01 abcdefghi 
5 0.80±0.06 cdefg 0.22±0.02 def 1.01=0.08 bedefg 0.19±0.02 abcd 

Malinové Holovouské 10 0.37±0.05 j 0.15±0.02 def 0.52±0.08 h 0.07±0.01 i 
25 0.63±0.06 fghi 0.25±0.02 cdef 0.88±0.08 defgh 0.12=0.01 defghi 
50 0.65=0.06 efgh 0.27±0.02 cdef 0.92=0.08 cdefg 0.12=0.01 defghi 
0 0.53=0.06 hij 0.24=0.03 def 0.76=0.09 efgh 0.08=0.01 hi 
5 0.68=0.07 cdefgh 0.21±0.06 def 0.90±0.13 cdefgh 0.15±O.01 abcdefgh 

Fragrance 10 0,54±0.12 ghij 0.22±0.05 def 0.76=0.17 efgh 0.11=0.02 efghi 
25 0,39±0.11 ij 0.15=0.04 f 0.53±0.15 h 0.08±0.02 hi 
50 0.45=0.06 hij 0.19=0.03 def 0.64=0.09 gh 0.08=0.01 ghi 
0 0.96=0.05 abc 0.31±0.11 cd 1.28=0.15 abc 0.20=0.05 abc 
5 0.91±0.07bcd 0.24±0.02 cdef 1.15=0.13 bed 0.21±0.02 a 

Rubinstep 10 0.65±0.13 efgh 0.25=0.0 5 cdef 0.90±0.17 cdefgh 0.12=0.02 defghi 
25 0.54±0.13 hij 0.22±0.05 def 0.75=0.17 efgh 0.10±0.02 efghi 
50 0.45=0.07 hij 0.19±0.03 def O.65±0.10gh 0.08=0.01 ghi 
0 0.87=0.05 cdef 0.33=0.10 bed 1.20=0.15 bed 0.16=0.04 abedefg 
5 0.56=0.0 S cdef 0.24±0.03 cdef l . l O i O . l l bcde 0.21±0.02 ab 

Idared 10 0.69±0.07 defgh 0.27±0.03 cdef 0.97=0.10 cdefg 0.14=0.01 bcdefghi 
25 0.49±0.02 hij 0.20±0.02 def 0.69=0.04 fgh 0.09±0.001 fghi 
50 0.53=0.05 hij 0.23=0.02 def 0.76=0.06 efgh 0.10=0.01 efghi 
0 1.13±0.11 ab 0.48=0.02 ab 1.61=0.13 a 0.17=0.05 abede 
5 0.83±0.13 cdef 0.23±0.02 def 1.06=0.15 bedef 0.20±0.02 ab 

CAR Alexander 10 0.96±0.06 abc 0.39±0.03 abc 1.35±0.07 ab 0.16±0.03 abedef 
25 1.17=0.02 a 0.48±0.03 a 1.65±0.04 a 0.21±0.03 a 
50 0.90=0.10 bcde 0.30=0.12 cde 1.20±0.22 bed 0.20=0.02 abc 



Tabulka 6 Vliv r ů z n é koncentrace PEG 6000 na obsah chlorofylů a k a r o t e n o i d ů u in vitro kultur 5 o d r ů d t řešní . Data z n a m e n a j í ± SDs (n = 3). Hodnoty 
ve sloupci se s te jným p í s m e n e m ( p í s m e n y ) se podle Tukeyova testu v ý z n a m n ě neliší (P <0,05). F W ( č e r s t v á hmotnost) (Kovalíková et al. 2020). 

Odrůda 
Koncentrace 

P E G (g 1-1) 
Chlorophyl a 
(mg g"1 FW) 

Chlorophyl b 
(mg g 1 FW) 

Chlorophyly a + b 
(mg g 1 FW) 

Karotenoidy 
(mg g 1 FW) 

0 1.16=0.04 abc 0.47=0.01 abcd 1.63=0.05 abcd 0.14=0.01 c 
5 0.96=0.23 bc 0.26=0.06 ef 1.22=0.30 cd 0.23=0.05 abc 

Regina 10 1.16=0.11 abc 0.39=0.06 abcdef 1.55±0.13 abcd 0.23=0.05 abc 
25 0.90=0.09 bc 0.36=0.04 cdef 1.26=0.12 bcd 0.16=0.01 bc 
50 0.50=0.04 c 0.32=0.01 cdef 1.12±0.05 d 0.15=0.001 bc 
0 1.32=0.21 ab 0.56=0.08 a 1.89=0.29 a 0.15=0.02 bc 
5 0.89=0.07 c 0.24=0.02 f 1.13=0.10 d 0.23=0.01 abc 

Napoleonova 10 1.19±0.12 abc 0 .45±0 .04 abcd 1 .63±0 .16abcd 0.21=0.02 abc 
25 1.19=0.10 abc 0.46=0.04 abcd 1.65=0.14 abcd 0.20=0.02 abc 
50 0.93=0.17 bc 0.35=0.13 cdef 1.28=0.29 bcd 0.20=0.05 abc 
0 1.39=0.13 a 0.42=0.06 abcde 1.82=0.09 ab 0.30=0.08 a 
5 1 .21±0.09 abc 0.46=0.04 abcd 1.67=0.12 abcd 0 .21±0 .02 abc 

Kašiánka 10 0 .89±0 .19 abc 0.35=0.06 cdef 1.24=0.26 bcd 0.14=0.05 c 
25 0 .97±0 .09 abc 0.39=0.05 abcdef 1.36=0.14 abcd 0.15=0.001 bc 
50 0.96=0.07 abc 0.40=0.03 abcdef 1.36=0.10 abcd 0.16=0.01 bc 
0 1.22=0.18 abc 0.55=0.09 ab 1.76=027 abc 0.15=0.02 bc 
5 0.98=0.09 abc 0.30=0.03 def 1.38±0.17 abcd 0.25=0.03 ab 

Siinbwst 10 1.02=0.07 abc 0.39=0.03 abcdef 1 .41±0 .10abcd 0.19=0.01 bc 
25 1.14±0.16 abc 0.39=0.07 abcdef 1.53=0.20 abcd 0.24=0.05 abc 
50 0.89=0.08 bc 0.37=0.03 cdef 1.26=0.11 bcd 0.15=0.01 bc 
0 1.12=0.23 abc 0.48*0.09 abc 1.60=0.33 abcd 0.14=0.03 c 

P-HL-C 5 0 . 9 5 ± 0 . 1 8 b c 0 .27±0 .04 ef 1.22=0.22 cd 0.21=0.05 abc 
10 0.52=0.02 c 0.33=0.01 cdef 1.14=0.02 d 0.15=0.01 bc 
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Abstract: Drought stress is a serious threat. Therefore, improvements in crop productivity under 
conditions of limited water availability are vital to keep global food security. Apples and cherries 
belong to the most produced fruit worldwide. Thus, searching for (heir tolerant or resistant cultivars 
is beneficial for crop breeders to produce more resistant plants. We studied five apple ("Malinové 
holovouské", "Fragrance", "Rubinstep", "Idared", "Car Alexander") and five cherry ("Regina", 
"Napoleonova", "Kaštánka", "Sunburst", "P-HL-C") cultivars for their adaptation in response to 
p rogressive d rough t s tress. The reac tion of an in v itro cu It u re to osmot ic stress s im u lated by increasing 
polyethylene glycol (PEG) concentration in medium was evaluated through the morphological (fresh 
and dry weight, water content, leaf area), physiological (chlorophyll and carobenoids content), 
and biochemical (reactive oxygen species and malondialdehyde content) parameters. Drought-like 
stress negatively affected the water content, leaf areas, and chlorophyll content in both fruit species. 
Oxidative status and membrane da mage of plants u nde r wa ter def ic iency cond i tio re oce u rred to be 
important indicators or stress tolerance mechanism. Cherries exhibited higher hydrogen peroxide 
levels compared to apples, whereas their malondialdehyde values were generally lower. The overall 
results indicated wide tolerance range to water deficit among apple and cherry in vitro culture as 
wel I as a mong c u I tiva rs wi thi n si ngle p la n t spéci es. 

Keywords: drought stress; in vitro culture; apple; cherries; oxidative stress 

1. Introduction 

Drought stress is a major environmental stress negatively affecting growth, development, and the 
agricultural production of many plants worldwide. I-ow water availability can be chronic in dry 
climate regions or unpredictable due to the changes in weather conditions during the period of plant 
development. It is expected that the areas suffering from water deficiency will be increasing due to 
global warming. Thus, searching for drought tolerant plant species and cultivars could be benefícia I 
for crop breeders to produce more resistant plants, which could help to maintain the food security 
under the conditions of Ihe warming world |'l |. Selection or breeding of drought resistant fruit species 
and cultivars in combination with new approaches in effective use of water are considered to improve 
the crop production and quality under the drought stress conditions [2] 

The responses of plants to water deficit depend upon the intensity and duration of the stress 
conditions as well as plant species/cultivar and its stage of development. In plants, drought 
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negatively affects several physiological processes including photosynthesis, respiration, nutrient 
uptake, and metabolism and causes a complex of physio-biochemical responses [3]. 

Under waler deficit conditions, water up take by the roots is impaired. This causes the reduction in 
turgor pressure, resulting in suppression of cell elongation and expression growth |4], Decreased leaf 
size is one of the first and most obvious plant responses to water stress. It is caused by both decreased 
cell development and reduced photosynthesis rate. Reduction in the leaf area associa ted wi th decrease 
in the transpiration surface presents a very important wafer saving mechanism. Recovery leaf growth 
is dependent on phases of leaf development and on intensity of stress conditions. Stress occurring 
at the early phase can be recovered. However, this phenomenon does not occur in later stages of 
development. Severe drought stress stops both leaf development and the production of new leaves, 
and accelerates the leaf senescence [5]. 

Reduction in fresh and dry biomass is another typical physiological response of plants to drought 
stress that represents unfavorable impact of water stress, especially on crop plants. On the contrary, 
maintaining fresh and dry weight under water deficit conditions is a desirable character trait of plants, 
especially of agriculturally important crops because of its impact on yield [6]. 

Drought stress also affects photosynthetic pigment composition in terms of changing the ratio of 
chlorophyll a and b, and carotenoids \7\. A significant reduction in chlorophyll content under water 
stress conditions has been reported for many plant species [R—10]. Aside from their essential role in 
photosynthesis, carotenoids are important non-enzymatic antioxidants playing an essential role in 
response to various stress conditions [11]. Hence, their level and ratio can increase as a reaction to 
drought stress [4]. 

A decrease in leaf size, biomass, photosynthetic pigments, and water availability leads to reduction 
in the photosynthesis rate, resulting in absorption of more light energy than could be consumed 
by photosynthetic carbon fixation. This excess energy has the potential to cause an oxidative stress 
and increase the production of reactive oxygen species (RQS) such as hydrogen peroxide (H2p2) or 
superoxide radicals ( O 2 - ) . These species react with proteins and lipids, causing damage of cellular 
structures and the photosynthesis related metabolism [12]. For example, ROS destroy the cellular 
membrane through lipid peroxidation. During this process, malondialdehvde (MDA) as a prod net of 
acid peroxidation is accum ulared in the plant. Thus, the determi na tion of the M DA content ca n be 
used as a measure of membrane damage-induced oxidative stress during water stress [13]. 

Polyethylene glycol (PEG) is described as water-soluble, high molecular weight polymers, widely 
used to induce water stress in higher plants through lowering the water potential of the nutrient 
solution [14], PEG is widely used for identification of drought tolerant genotypes under stimulated 
osmotic stress [14,15]. The major advantage of using in vitro based techniques with the PEG enriched 
medium is the rapid screening of diverse plant cultures in laboratory conditions. On the other 
hand, the main limitation of this method is simulation of drought stress conditions by application 
of osmotic stress, contrary to withhold irrigation methods based on whole plants experiments [16]. 
Although, the results of Kautz et ah 117\ indicate that physiological responses of plants subjected to 
PEG-induced osmotic stress are similar to physical water deficit, PEG cannot be considered as an 
unconditional equivalent for natural drought. The objective of this in vitro study was evaluation 
of selected morphological, physiological, and biochemical characteristics in five different apple 
("Malinove holovouske", "Fragrance", "Rubinsrep", "ldared", "Car Alexander") and five cherry 
("Regina", "Napoleonova", "Kasranka", "Sunburst", "P-HL-C") cultivars under drought-like stress 
conditions induced by polyethylene glycol (PEG). We focused on expanding the available information 
on selected cultivars (Table 1) with respect to their drought tolerance. 
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Table 1, Main features of examined apple and cherry cullivars in relation to abiol ics tress -

Cultivar (Apple) Main Feature in Relation to 
Abiotic Stress Cultivar (Cherry) Main If ,11 ILI'L- i n K f l . i l i i n i I n 

Abiotic Stress 

Mai in LIVE- holovouske Low drought resistance [IS], 
Sufficient frost resistance [1% Regina High resistance to 

rain-induced splitting [20], 

Fragrance Resistant to winter and 
spring frosts [2]]. NapnHeonon 

\fiw resistance to 
rain-induced splitting [211], 
Tolerant to drought [22]. 

Rubins tep Resistant to winter and 
spring frosts [2̂ ]. KaStanka High resistance to 

rain-induced splitting [20]. 

Very resistant to frosts, 
i . i . i i .1 Sensitive to winter frosts [24]. Sunburst High resistance to 

rain-induced splitting [25]. 

Car \ . i \ . i - i l i : 
Very low drought resistance. 

High frost resistance [19], [ ' • H I C Resistant to winter frosts [2fi]. 

2. Materials and Methods 

2.1 Plant Material and Experimental Conditions 

Selected genotypes of apple {Mains x dowestica) arid cherry (Primus opium) were produced in vitro 
from donor shoots collected iri the Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd., 
Czech Republic. In vitro explants were cult tired on 25 mL of modified solid (7.0 g L _ 1 agar) Mil rash ige 
and Skoog (MS) medium [27] with 6-aminobeivy I purine (BAP) as the shoot growth stimulant at 
a concentration of 1-5 mg L~' in 100 ml. Erlenmeyer flasks capped with aluminum foil. p H was 
adjusted to 5.7 before autoclaving at 121 " C for 15 min. Growth room conditions were: temperature 
22 ± 1 °C, photoperiod 16 h light/c) h dark. Viable cultures were transferred to fresh MS medium 
at 30-day intervals. Osmotic stress was induced by adding polyethylene glycol (PEG-6000) at a 
concentration of 0, 5, 10, 25, and 50 g L _ 1 to the basal medium (which is equivalent to 0%, 0.5%, 
1%, 2.5%, and 5% (tufv) PEG-6000), labelled as PEG0, PEGS, PEG10, FEG25, and PEG50, respectively. 
All parameters went? measured in plants cultivated at a rate 4 pieces per flask on media (with or without 
PEG-6000) for 30 days. At least three independent measurements were carried out for each cultivar 
and each concentration. 

2,2, Determination of P resit and Dry Weight, Water Content, Leaf Area 

Each explant cultivated under the same conditions was weighed on analy tical balance (AS 220.R2, 
Radwag, Poland) for determination of fresh weight. For determination of both dry weight and moisture 
content, explants grown under the same conditions were pooled to reach fresh weight 0-7-13 gand then 
analyzed by a moisture a nalyzer (MB27, Qhaus, NIJ, USA). The leaves were photographed (PowerShot 
G16, Canon, Japan) for leaf area determination immediately after collection one by one from the explant 
and the entire leaf area of the single explant was measured by using Image] software [2K], 
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2.3. Determination of the Chlorophyll and Carotenoids Content 

The coritents of chlorophyll a, chlorophyll b, and total carotenoids were determined in methanolic 
extracts analyzed at 666, 653, and 480 nm, respectively Contents were calculated according to the 
equation published in ref. [29J. 

2.4. Determination of Reactive Oxygen Species and Mdondialdeayde 

Homogenates in potassium phosphate buffer (50 mM, p H 7.0) wore usod for determination 
of reactive oxygen species. The content of hydrogen peroxide was determined using the T1CI4 
method (410 nm) with H2C>2 as a standard- Superoxide radical was measured as a nitrite produced 
by the reaction in a mixture of homogenate, 10 m M hydroxy[amine, 17 m M suLfanilamid, 7 m M 
«-naphtylamine, and diethyl ether (530 nm). Sodium nitrite was used for calibration [30]. 

The extent of membrane lipid peroxidation was expressed as the amount of M D A . Trichloroacetic 
acid (TCA) homogenates wen? mixed with TCA-thiobarbituric acid (TBA) solution and heated for 
30 min at 90 °C. The samples wore analyzed after rapid cooling at a wavelength of 532 nm. The M D A 
contents were calculated using the extinction coefficient of M D A - IB A complex (155 m M " ' cm"1) and 
expressed as i-Lmol M D A g - 1 FW [30]. 

2.5. Statistical Analysis 

Sta tistica I differences a mong the trea tmentsa nd cul b' vars were evaluated using ana lysis of va riance 
(ANOVA) followed by Tukey test (p < 0.05) inMinitab v. 19 software (Minitab L L C , Coventry, UK). 
Number of replications (n) in tables/figures denotes individual samples measured for each parameter. 

3. Results 

3.1. Plan t Growth, Wafer Con tent, and Leaf A rea 

The overall appearance of the in v itro explants in both fru it species was affected by the increasing 
concentration of PEG. Figure 1 shows in the most pronounced manifestations that leaf drooping, wilting, 
browning, and reduction in area were induced by waterstress inbothplantspecies. Thesesymptoms 
occurred earlier in apples, whereas the cherries displayed better growth and more green leaves. 
The growth of in vitro plant explants was determined based on fresh weight (FW), dry weight (DW), 

water content, and leaf area. Our results are summarized in Figure 2 (detailed data are given in 
Supplementary Materials—TablesSupplementary Materials—Tables51 and 52). 
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Figure 1. Effect of different concentration of polyethylene glycol (PEG-ISOOU) on the growth and appearance of the in vitro culture of apple cuitivar "idared" (A) and 
cherry cuitivar "Sunburst" (B); Numbers indicate PEG concentration in g L _ 1 . 
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Hguíí 2. Effect of different concentration of PEG-6(MK) on content of fresh weight (g), dry weight 
(g), and lei* fares (mm2) in in vitro culture of apple (A) and cherry (B) cult i vats. All bar values were 
recalculated relative to the compound content in untreated samples taken as 100% (dashed line). 
Error bars represent means ± SDs (n = 3). 

A decrease in FW with increasing concentration of PEG in comparison with plants grown in medium 
containing no PEG (PEGU) was observed for apple cultivars most significantly for "Fragrance" in PEG25 
and PEG50, for "Rubinstep" in PEG25 and PEG50, for "Idared" in I MX ;2r\ aiul for "Cm- Alexander" 
in PEG 25. Within the cultivars themselves, the lowest FW in PEGO plants was recorded forcultivar 
"Malinové holovouské" for which we also observed the lowest decrease. In contrast, the FW of PEGO 
plants was the highest for the "Rubinstep" and "Car Alexander" cultivars and, at the same time, 
the decrease was more pronounced with the increasing concentration of PEG. A considerable variability 
in FW content was monitored for cherry plants, meaning it was not possible to unambiguously 
determine the interdependence between increasing PEG concentration and FW. A significant decrease 
in FW compared to PEGU plants was observed in cultivars "Regina" (PEG 5, PEG 10, and PEG25), 
"Napoleonova" (PEG5 and PEG10), and T - H L - C " (PEG 5, PEG25, and PEG50). 

The decrease in FW was directly related to the decrease in the leaf area. Increasing PEG concentration 
led to a significant decrease in the leaf area of all tested cultivars, notably at PEG25 and PEG50. Figure 1 
illustrated the most significant decrease (compared to control plants) observed for the apple cultivar 
"Ida red" which was 4.2 times. The decrease (compared to control plants) in cherry cultivar "Sunburst" 
was 4 times. Overall, cherries exhibited larger leaf areas compared to apples, but the area decrease was 
more pronounced. The smallest leaf area was observed in "Malinové holovouské" and at the same 
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time, the lowest decrease in leaf area was recorded here. The water content in the tissues was also 
significantly negatively affected with an increase in PEG concentration. 

3,2. Chlorophyll and Carotenoids Content 

Drought stress induced by PEG negatively influenced the content of chlorophylls in all cultivars 
of both tested species. Figure 3 and Table S3 show that increased concertation of PEG in apple cultivars 
resulted in simultaneous depression of chlorophyll a and b. The lowest level of chlorophyll a in PEGO 
plants was observed in the cuitivar "Fragrance", whereas the "Car Alexander" featured the highest 
2 times higher concentration. The most significant decrease of 53% was observed in "Rubinstep". 
A similar trend was also observed for chlorophyll b. For the cherry cultivars, the concentrations of 
chlorophyll a and b were generally higher compared to apple cultivars (Table S4). At the same time, 
the differences in chlorophyll levels between individual cultivars were not significant. The highest 
value of chlorophyll a in PEGO plants was observed in "KaStanka" while the 1.2 times lower one in 
the " P - M L - C " cuitivar. A n approximately 1.4 times decrease in the content due to increased PEG 
concentration was similar within all cultivars. The decrease in contents of chlorophyll b was always 
the most pronounced in PEGS plants, with the exception of the cuitivar "KaStanka", where it was 
observed a t the concen tra tion PEG10. 

H PEGS a PEG 10 BPEG25 • PEG5Ü 1 1 1 3 0 

Mi 

II.II.IL Hi-i: 
Nii 1 ' -••:p 

Figur« 3. Effect of different concentration of PEG-60IJO on content of chlorophyll a (mg g - 1 FW), 
chlorophyll b (mgg ' FW) and total carotenoids (mgg ' FW) in in vitroculturcotappk" (A)and cherry 
(B) cultivars. All bar values were recalculated relative to the compound content in untreated samples 
taken as 100% (dashed line), Error bars represent means ± SDs (n = 3), 

http://Ii.iI.il
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Simulated water deficit affected the content of total carotenoids differently as demonstrated in 
Figure 3 (Tables S3 and S4). Compared to PEGO, all apple cultivars displayed an increase in total 
carotenoids when the lowest concentration of PEG (PEGS) was used with most sign i Meant effect only 
in "Fragrance". A similar accumulation trend was also recorded for cherries. A significant increase 
w as observed only in "Sunburst". In contrast, the highest values were reached in " Kaštan ka" PEGU 
plants. Higher PEG concentrations led in apples to a decrease in carotenoids content below the level of 
control plants (PECO). 

3,3, Oxidative Status and Membrane Damage 

Figure 4 showed that PEG-induced osmotic stress slightly affected the overall oxidation status of 
the plants. HjOj levels were generally higher in both PEGU and stressed cherry plants compared to 
apples. The apple cultivars differed considerably from each other. Relatively low values measured for 
control and stressed plants were recorded for "Fragrance", "Car Alexander", and "Idared". However, 
a 2.7 times H2Q2 increase due to PEG was pronounced. On the contrary, relatively high values with 
their increase comparable to cherries, ivere found in the cultivar "Malinové holovouské". Due to 
PEG treatment, a simultaneous increase in amounts of superoxide radicals was typical of all cultivars. 
The only exception was the cultivar "Napoleonova" which featured a decrease below the values 
monitored in PEGO plants. Low levels of superoxide radical in PEGO plants were recorded in apple 
cultivars "Fragrance" and "Idared", but at the same time, the most noticeable increase was recorded 
here, 25 times (PEG25) and 3.1 times (PEG50), respectively. Within cherries, the most significant 
increase in superoxide radical was recorded in the cultivar ' P - H L - C , amounting for 18 times compared 
to PEGO plants. 

I: 1 • . i - ^ A l c u d i c f Regina NnpoleQii kaaajLka iiBbojfit Ĵ -HL-t 

Figure 4. Fifed of differ (concentration of Ff̂ G-̂ ODO on contcnlof hydmgcn peroxide (umolg - 1 FWJond 
superoxide radicals h igg - 1 FW) in in vitro culture of apple and cherry cultivars. Error bars represent 
meanii ± SDs (n = 3). Values within column, followed by the same lelterfs), are not significantly different 
according to Tukey's test (p < 0.05). 

The accumulation of reactive oxygen species led to damage of membrane lipids expressed as a 
change in the content of M D A (Figure 5). The values in the PEGO plants did not differ significantly 
within the apple cultivars. The highest increase of 1.7 times for PEG50 was observed in "Malinove 
holovouske". The M D A levels in cherries were generally lower for both non-treated and PEG treated 
cultivars. However, even the highest values observed in stressed plants did not reach the PEGO values 



found for apple cultivars. The increase due to the increasing concentration of PEG was 2.3 and 2.7 times 
more pronounced for "Kaštánka" and "Napoleonova", respectively. 

Malmovč Fr«gjnncf Rutaiwtfi Idnrw) Car Kr8in;i Njpfileim fCnSink. Sunburn P-HI.-C 
h - A l e x a n d e r 

Figure 5. Effect ( i f different PEG-ťíXJO concentration on content of malondialdehyde (umol g~ l ¥W) 
in in vitro culture of apple and cherry cultivate. Error bars represent means ± SDs (n = 3). Values 
within column, followed by the same letter(s), arc not significantly different according to Tukey's test 
(p < 0.05). 

4. Discussion 

Apple and cherry are important fruit trees grown predominantly in temperate regions of the 
world. Limited water availability is a serious throat of production. Therefore, improvements in 
crop productivity under drought conditions are vital to keep global food security. The reactions 
of plants to the limited water regime are usually monitored at several levels, based on selected 
morphological, physiological, and biochemical parameters that have proven to be good indicators 
of drought sensitivity/tolerance. We tested, via induced osmotic stress, drought tolerance of five 
apple and five cherry cultivars by examining their physiological and biochemical parameters under 
progressive drought-like stress conditions. 

Plant wilting, leaf twisting, and reduction in water content, are among the primary manifestations 
of drought stress. Shortage in water content and the associated decrease in nutrient availability lead 
to a reduction in cell division and cell proliferation resulted in overall reduction of leaf area [31]. 
A significant reduction in leaf area and total fresh and dry weight with increasing level of water 
stress was observed [32,33]. Moreover, several studies confirmed with sorghum [34], guava [35], 
grass pea [36], apples [37], and almonds [3fr!] that drought tolerant genotypes displayed less damage 
than the suscep úble coun terpa rts. The resu Its of ou r study demonstrate a negative relationsh ip between 
water stress and growth parameters such as FW, DW, and leaf area although the response of tested 
cultivars differed in comparison to previously published studies. Cultivars "Malinové holovouské" 
and "Car Alexander" are thought to be varieties of low drought resistance [18]. We confirmed this 
only for "Car Alexander" in which we observed a significant decrease in FW and leaf area. However, 
these differences were minimal for "Ma I i nové holovouské". "Napoleonova" is reported as a tolerant 
cherry to drought 1221. Here, we recorded a significant decrease in FW and leaf area but the water 
content remained constant. 

Structural damages to chloroplasts due to ROS formation a nd/or photodegradation of the pigments 
probably led to loss of chlorophylls in dehydrated plants. The rootstock chloroplasts became deform 
in the water stressed apple, stacking of grana was less frequent, and thylakoids were loosened and 
distorted [37]. Decrease in photosynfhetic pigments resulting in leaf yellowing or in an extreme case in 
leaf necrosis are common visual symptoms under severe water deficit. We noticed in our experiment a 
reduction in chlorophyll that was accompanied by yellowing and browning of the leaves at the highest 
concentrations of PEG as shown in Figure 1. Similar responses were also reported in cherry [34] and 
P rim ITS [40]. However, none of these studies focused in detail on individual types of chlorophylls. 
A detailed analysis of pigments is given in Sircelj et al. [-11] who noticed a significant decrease in 
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chlorophyll a and b after severe water deficit for apple cultivar "Jonagold Wilmuta". Similar to our 
study, mild stress led to a significant increase in carotenoids, specifically (3-carotene [VI] that is a 
major defense to generation of singlet oxygen in photosynthetic tissue through direct quenching of 
triplet chlorophyll. Severe stress reduced |J-carotene level [6]. Of the other pigments, there was an 
increase in content of zeaxanthin, a member of the xanthophyll cycle which being a stimulant of 
non-photochemical quenching and lip id-protective antioxidant plays a directphotoprotective role [41]. 
Simultaneously with a decrease in chlorophyll, fluorescence of the chlorophyll also changed, namely 
the maximum photochemical efficiency and effective PSII quantum yield [12,42]. The drop in content of 
photosynthetic pigments accompanied with inhibition of chlorophyll fluorescence, electron transport 
rate, and photochemical quenching is a reliable indicator of limited capacity of the photosynthetic 
system [43]. A decrease in the photosynthetic rate, transpiration rate, and stomatal conductance has 
been observed in several species [40—[2], 

One of the many manifestations of negative environmental stimuli is the formation of ROS, 
including hydrogen peroxide, superoxide, and hydroxy I radicals. Their overproduction can lead to 
protein degradation, lipid peroxidation, and enzyme inhibition |44|. Besides their toxic properties, 
they often appear as signaling molecules in mediating adequate defense responses [45]. We found 
that water limitation caused significant growth in H 2 Q ) and superoxide radical concentrations in 
all cultivars of both species. Enhanced production of ROS was also detected by others in apple 
leaves [12,37] or cherry rootstock [39). 

The degree of oxidative damage can usually be expressed as a change in M D A content, a product 
of ROS-med ia ted ox id ati on o f po ly u nsatu ra ted m emb ra ne I i pids. Ox ida tive da mage to mem bra nes 
disrupts the complexity of cellular structures |37|. Electron flux occurs\2\ which in turn disrupts the 
homeostasis of the internal environment and the complexity of individual metabolic pathways. Here, 
a gradual increment of M D A content as the effects of water shortage indicates that this parameter 
was directly related to drought similar to previous reports [39,46]. It is well known that different 
plants and even cultivars of a single plant respond to stress differently. This can result in a different 
accumulation of monitored ROS and M D A as in the present study. Zhong et al. [46] studied five 
kiwifruit species that differed significantly in MDA accumulation. Drought-sensitiveMalus hupehensis 
apples had a higher H2O2 rate and superoxide radical generation and subsequent lipid peroxidation 
in comparison with drought-tolerant M . prumfalia [37], In our case, the increase in H2O2 and M D A 
content was more pronounced for cherries. This means that cherries reacted more sensitively compared 
to apples. On the other hand, the increment in the superoxide radical was more pronounced in apple 
cultivars. These differences can be related to the different activity of antioxidant enzymes and other 
antioxidants. For a better understand ing, it is necessary to determine the activ ity of enzymes such as 
catalase, ascorbate peroxidase, superoxide d ismutase, as well as levels of other antioxidants such as 
ascorbic acid, phenolic substances, and total pi ant antioxidant activity. 

In vitro tissue culture represents a biotechnological technique that has been used to genetically 
improve cultivars and roots toe ks. Another option enabling an increase in the stress resistance in 
many plant species is the so-called polyploid ization. For example, Zhang et al. [47] showed that 
autotetraploid apple cultivar "Hanfu" and "Gala" had, under drought stress, higher relative water 
content and chlorophyll fluorescence parameters, and lower M D A and proline levels compared to 
diploid apple. 

5. Conclusions 

Our work proposes the use of in vitro cultivation of fruit plants with subsequent evaluation of 
selected physiological parameters as a useful tool in the search for drought resistant or tolerant fruit 
cultivars. In this study, we examined the reaction of in vitro apple and cherry culture to drought4ike 
stress simulated by enhancing polyethylene glycol concentration in the growing medium. The water 
content, leaf areas, and chlorophyll content in both fruit species was negatively affected by water 
deficit conditions. Interestingly under drought stress, cherries and apples showed different changes in 
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ROS p rod uction that could he related to different antioxidant strategies. Based on the data from our 
study, we can only roughly estimate the tolerance order of individual cultivars as follows: for apple 
"Malinové holovouské" > "Fragrance'^ "Car Alexander" > "Rubinstep" > "Idared"; and for cherry 
"Napoleonova" > "Regína" > "KaŠtánka" > " P - H L - C " > "Sunburst". However, it should be noted 
the conclusion is very preliminary and future research focused on determination of the antioxidant 
enzyme activity and levels of antioxidants will be helpful for better understanding of the mechanism 
of drought stress in (he apple and cheny trees. As well as future research focused on implementation 
of the acquired knowledge in vitro to ex vitro environment would be beneficial. 

Supplementary Materials: The following áre available on!ine at \ittp;//www. mdpi.COm/2073-4395/10/11/1689/s 1, 
Table Si: Effect of different concentration of PEG-6XTO on fresh weight, dry weight, water content, and leaf 
area of in vitro culture of apple cultivars. Data are means ± SD (n = 3). Values within column, followed by tlie 
same letter (s), are not significantly different according to Tukey's test (p < 0.05)., Table S2: Effect of different 
concentration of PEG-6000 on fresh weight, dry weight, water content, and leaf area of in vitro culture of cherry 
cultivars Data are means ± SD (n = 3). Results of sta tis He are the same as in Table SI, Table S3: Effect of PEG-ťJOOO 
concentration on chlorophylls and total carotenoids Contents in in vitro culture of apple Cultivars. Data are means 
± SCte (n = 3). Results of statistic are the same as in Table SI, Table S4: Effect of PEG-600Q concentration of on 
chlorophylls and total carotenoids contents in in vitro culture of cherry cultivars. Data are means ± SDs (n = 3). 
Results of statistic are the same as in Table SI. 
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