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ANOTACE

Dobrovolna, D. Vyzkum tolerance ovocnych plodin na sucho v in vitro podminkdch.
Hradec Kralové, 2021. Bakalafska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity
Hradec Kralové. Vedouci bakalarské prace Zuzana Kovalikova. 59 s.

Klimatické modely do budoucna predpovidaji astéjsi vyskyt obdobi sucha. Sucho
predstavuje pro rostlinnou produkci zavazny problém. Pro udrZeni potravinové
bezpecnosti bude nutné prijmout opatieni, ktera diisledky klimatu na zemédélskou
produkci zvrati. Péstovani odolnych rostlinnych odriid je moZnym fesenim.

V bakalarské praci byly hodnoceny vybrané morfologické (Cerstva a sucha
hmotnost, obsah vody, plocha listii), fyziologické (obsah chlorofylt a karotenoidii)
a biochemické parametry (reaktivni formy kysliku (ROS), obsah malondialdehydu
(MDA) a prolinu) u vybranych 5 odrtid jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’,
‘Rubinstep’, ‘Idared’, ‘Car Alexander)a 5 odriid tfeSni (‘Regina‘, ‘Napoleonova’,
‘Kastanka‘, ‘Sunburst’, ‘P-HL-C"). TrZni odriidy jabloni a ties$ni byly prevedeny do in
vitro kultur. Stres byl navozen pridanim polyethylenglykolu (PEG) do kultiva¢nich
médii.

Stres ze sucha negativné ovlivnil produkci Cerstvé a suché hmoty, obsah vody,
listovou plochu a obsah chlorofylii u obou ovocnych druhii. Stres navozeny
piidavkem PEG zpiisobil oxida¢ni stres. ZvySené hodnoty ROS zplisobily peroxidaci
bunéénych membran a produkci MDA. Hodnoty MDA byly celkové vyssi u odriid
jabloni. Navozeny stres dale zplisobil zmény koncentraci prolinu u odrtid jablon{
a treSni. Hodnoty prolinu byly celkové vyssi u odriid tresni.

Na zakladé vysledki analyz byly urc¢eny odriidy potencidlné odolné vici stresu ze
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odolnosti suchu.

KLICOVA SLOVA

sucho, osmoticky stres, polyethylenglykol, in vitro kultura, jablong, tiresné



ANNOTATION

Dobrovolna, D. Drought tolerance research of fruit crops in in vitro conditions.
Hradec Kralové, 2021. Bachelor Thesis at Faculty of Science University of Hradec
Kralové. Thesis Supervisor Zuzana Kovalikova. 59 p.

Climate models predict more frequent drought period 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 safety. 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’,
‘Kastanka‘, ‘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 MDA production. MDA 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 with previous characteristics of cultivars.

KEY WORDS

drought, osmotic stress, polyethylene glycol, in vitro culture, apples, cherries



OBSAH

L1740 0 PP 9
1 TEORETICKA CAST covvivvvsrissirssrsssisssssss s sssss st sssssssssssssassssssssssssessssssssssssssssisss 11
1.1 Sucho, dUSIedKY SUChQ ... 11
1.2 Stres - definice stresu, faze stresové reakce.......nn, 12
1.3 VOANI SIIES wvvuivreiriereieesese e ses s sttt s s s snss s 13
1.3.1 Definice vodniho a 0smotického Stresu....s 13
1.3.2 Vliv vodniho stresu na morfologické parametry rostlin ... 13
1.3.3 Vodni stres a tvorba reaktivnich forem KysliKu ..., 13
1.3.4 Vliv vodniho stresu na fyziologické procesy v rostlinach........cooecnennnnee. 14
1.3.5 Strategie roStlN ... —————— 15

2 PRAKTICKA CAST covvvrsvrssrrssinsssssssssssmssssss s ssssssissssssssssssssss s s s s s ssssssons 16
2.1 Material @ MetOdiKy ... 16
2.1.1 RoStlNNY Materidl.....oiiiissssss s 16
2.1.2 ZaloZeni a multiplikace explantatli, navozeni osmotického stresu............ 18
2.1.3 Stanoveni ¢erstvé a suché hmotnosti, obsahu vody a listové plochy ........ 19
2.1.4 Stanoveni obsahu asimilac¢nich pigmentli......oniniiiiniininn: 20
2.1.5 Stanoveni obsahu reaktivnich forem Kysliku ..., 20
2.1.6 Stanoveni obsahu malondialdehydu (MDA) ..., 21
2.1.7 Stanoveni obsahu Prolinu ... ————— 22
2.1.8 Statistické zpracovani dat ... —————— 23

2.2 VYSIEAKY ..o ssssssssssss s s ss s ssss s sttt 24
2.2.1 Morfologické parametry ... s 24
2.2.2 Fyziologické parametry ... s 26
2.2.3 Biochemické parametry ... s 28

3 DISKUSE ..ot eetess s ses s s 31
ZAVER oo vesseveeseeessess s sssisss s ssssss s s s s s s st s sss s sss s s 34
SEZNAM POUZITE LITERATURY wceureereeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesssssssssssssesss 36



UuvoD

Stres ze sucha, ktery vznikd v dlsledku nedostatku atmosférickych srazek,
predstavuje pro rostlinnou produkci velmi zavazny problém. Voda je povaZovana
za nejvice limitujici faktor ze vSech zdrojii nezbytnych pro riist a metabolismus
rostlin. VSechny Zivotni procesy mohou vrostlinach probihat pouze za
dostatecného nasyceni bunék vodou. Vzhledem ke klimatickym zménam, které
vedou k oteplovani planety, nartistu poctu obdobi beze sradZek a sniZovani zasob
povrchovych a podzemnich vod, bude v budoucnu problém pokryt spotrebu vody
pro rostlinnou zavlahu (IPCC 2018). Celosvétova populace se navic neustale
rozrista a je pravdépodobné, Ze do roku 2050 dosdhne 9 miliard. Aby bylo moZné
uzivit tak velkou populaci, bude nezbytné zvySit produkci potravin, tedy
i rostlinnou produkci. Jednim z moZnych reSeni bude Slechténi novych rostlinnych
odriid svysSimi vynosy, které budou lépe snaSet abioticky a bioticky stres
(Godfray etal. 2010).

Pfi vodnim stresu dochazi v rostlinnych burnkach k naruSeni vodni bilance a ke
vzniku vodniho deficitu. Svodnim stresem uzce souvisi osmoticky stres, tedy
vytékani vody zbunék vdisledku rozdilnych osmotickych koncentraci mezi
vnitinim prostfedim bunék a vnéjSim prostfedim. Vodni a osmoticky stres jsou
pri¢inami morfologickych, fyziologickych a biochemickych zmén v rostlinach.

SniZeni buné¢ného turgoru je prvotni reakci rostlin na stres ze sucha. Rostliny
vadnou, a sniZuji tak transpiratni plochu. UdrZeni plné turgescence bunék je
zakladni podminkou pro zachovani rlistu rostlin. Pfi poklesu turgoru v diisledku
vodniho deficitu se prlduchy zaviraji, a dochazi k preruSeni pfijmu oxidu
uhli¢itého (CO2). Fotosyntéza se zastavuje, riist bunék je prerusSen. Dochazi
k zastaveni zvétSovani listové plochy. Rostliny reaguji na stres z nedostatku vody
také snizenim produkce Cerstvé a suché hmoty (Farooq et al. 2009).

Stresované rostliny produkuji reaktivni formy kysliku (ROS). Jedna se o latky, které
nepriznivé plisobi na buriky. PoSkozuji predevsSim lipidy, proteiny a nukleové
kyseliny. Nasledkem degradace bunétnych membran je hromadéni
malondialdehydu (MDA) (Zhong et al. 2018). MDA lze proto vyuZit jako indikator
stresu ze sucha.

Vodni stres zpiisobuje zmény obsahu asimila¢nich pigmenti (chlorofyl a, chlorofyl
b, karotenoidy). Silné stresované rostliny sniZzenim obsahu chlorofylu v listech
absorbuji mensi mnoZstvi foton(, a sniZi tak produkci reaktivnich forem kysliku
(Khoyerdi et al. 2016). Vzhledem k antioxidac¢ni aktivité karotenoidi mtZe dojit ke
zvySeni jejich koncentrace (Young et al. 2018).

Cilem bakalarské prace bylo vyhodnotit vybrané morfologické (Cerstva a sucha
hmotnost, obsah vody, plocha listii), fyziologické (obsah chlorofylt a karotenoidii)



a biochemické parametry (reaktivni formy Kkysliku, obsah MDA a prolinu)
uvybranych 5 odrlid jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’, ‘Rubinstep’,
‘Idared’, ‘Car Alexander‘)a 5 odrld tiesni (‘Regina‘, ‘Napoleonova’, ‘Kastanka’,
‘Sunburst’, ‘P-HL-C‘). TrZzni odriidy jabloni a tfeSni byly prevedeny do in vitro
kultur. Stres byl navozen pridanim polyethylenglykolu (PEG) do kultivacnich
médii. Na zakladé vysledki byly ur¢eny odriidy potencialné odolné viici stresu ze
sucha.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Sucho, diisledky sucha

Voda je pro Zivot rostlin nezbytna. VSechny Zivotni procesy v rostlinach probihaji
jen pfi dostatecném mnoZstvi vody v burikach. Voda umoZiiuje optimalni priibéh
biologickych procesti v rostlinach (fotosyntéza, respirace, apod.), predstavuje
univerzalni rozpousStédlo, ve kterém se rozpoustéji organické i anorganické latky,
transportni latku, slozku makromolekul, latku svyznamnym vlivem na tepelny
rezim rostlin, stavebni latku rostlin (dodava dva zakladni biogenni prvky) i Zivotni
prostredi pro vodni rostliny (Kincl et Krpe§ 2000). Pletiva rostoucich rostlin
obsahuji 80 az 95 % vody. V buiikdch dieva, které se sklada predev$im z mrtvych
bunék, je obsah vody niZsi. U bélového dieva se pohybuje v rozmezi 35 aZ 75 %
vody. Nejméné vody obsahuji semena rostlin, u kterych voda tvoii 5 az 15 %
hmoty. Pred zacatkem kliceni musi semena absorbovat velké mnoZstvi vody (Taiz
et Zeiger 2006). Pri sniZeni obsahu vody v listu na 60 % dochazi k nevratnému
poskozeni bunécnych struktur (Prochazka et al. 1998).

Vodni deficit, ktery vznikd v dlsledku nedostatku atmosférickych srazek,
oznatujeme jako sucho. RozliSujeme sucho meteorologické, zemédélské,
hydrologické a socioekonomické. Meteorologické sucho lze charakterizovat jako
nedostatek atmosférickych srazek oproti normalu. Srazkové uhrny se
v jednotlivych oblastech zna¢né 1isi (tropicky deStny les, poust), a nelze tedy
stanovit univerzalni hodnotu srdazkovych uhrni, kterd by =znacila sucho.
Meteorologické sucho je pri¢inou dalSich druhii sucha. Zemédélské sucho vyjadruje
nedostatek ptidni vlahy pro riist hospodarskych plodin. Hydrologické sucho znaci
nedostatek povrchové a podzemni vody. Negativni vliv sucha na lidskou
spoletnost, tedy dopady sucha na zemédélstvi, lesnictvi, vodohospodarstvi,
dostatek pitné vody, energetiku, turisticky ruch apod. vyjadifuje socioekonomické
sucho (Wilhite 2005; Brazdil et Trnka 2015).

Asi viibec nejvétsi dopady sucho predstavuje pro zemédélstvi a lesnictvi. Vlahovy
deficit sniZuje rostlinnou produkci a i v oblastech srelativné dobrou dostupnosti
vody sniZuje sucho zemédélské vynosy o 10 azZ 15%. Sucho neptiznivé ovliviiuje
kvalitu plidy a podili se na zasoleni plid, vétrné erozi a dehumifikaci. Tepla a sucha
obdobi vedou koslabovani strom@ a podporuji Sifeni invaznich organismi
(kiirovcové kalamity). Nezanedbatelné jsou téZ vydaje za vodu pro zavlaZovani
(Brazdil et Trnka 2015). Odhaduje se, Ze jedna tietina svétové rostlinné produkce
je péstovana na zavlaZované piidé (Tester et Langridge 2010). Podle Ceského
statistického tfadu (CSU) (2010) méla v Ceské republice zavlaZovana piida
rozlohu 19 196 ha. Nejvétsi plocha zavlaZované pilidy pripadala na zeleninu
a jahody (25,0 %), brambory (17,3 %) a ovocné sady (15,3 %). Zdrojem vody byla
podzemni a povrchova voda z vlastnich zdrojli, nebo zdroji mimo podnik, tedy
vefejny vodovod, recyklovana odpadni voda =z cistiren, atd. ZavlaZovalo se
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postrikem, povrchovym zavlaZovanim (podmok, pferon, vytopa) a mikrozavlahami
(kapkova, bodova zavlaha).

1.2 Stres - definice stresu, faze stresové reakce

Rostliny neustale interaguji s vnéjSim prostredim. Prijimaji a vyluCuji latky
a energii, rostou a vyvijeji se. Zivotnimi pochody ovliviiuji prostfedi, ve kterém se
nachazeji. VnéjSi prostredi soucCasné ovliviiuje rostliny. Rostlinam poskytuje
k Zivotu nezbytné svétlo, teplo, oxid uhlicity, kyslik, Ziviny, vodu a mineralni latky.
V diisledku nepretrzité se ménicich podminek vnéjSiho prostredi se u rostlin
vyvinula fada mechanismi a adaptaci, které rostlindAm umoZiuji udrzet
rovnovazny stav, homeostazu. JestliZe se ale charakter prostredi méni pfili$ rychle,
s velkou intenzitou a rostlina se jeho proménam nedokaZe prizplisobit, dochazi
vrostlindch knaruSeni biologickych procesli, porucham riistu a vyvoje,
poskozovani organli a miiZze dojit k odumfieni rostliny. Soubor faktorii prostiedi,
které nepriznivé ovliviiuji rostliny, oznacujeme jako stresové faktory. Termin stres
znaci stav, ve kterém je na rostliny kladena nadmérna zatéZ (Prochazka et al.
1998).

Stresory, které nepriznivé ovliviiuji zivotni pochody v rostlinach, 1ze rozdélit na
biotické a abiotické. Zatimco biotickymi stresory rozumime negativni pilisobeni
organisml na rostliny (viry, houby, bakterie, herbivori, parazitické rostliny),
abioticky stres vznikd v dlsledku nadbytku nebo nedostatku fyzikilniho nebo
chemického podnétu. Fyzikalnimi stresovymi faktory jsou nadbytec¢né viditelné
zareni, UV zareni, extrémni teploty a mechanické vlivy vétru. Chemickymi stresory
jsou nadbytek a nedostatek vody (sucho), mineraldi v pidé, nedostatek kysliku
(hypoxie) a oxidu uhli¢itého (hypokapnie) (Prochazka et al. 1998).

Jakmile rostlinné buiiky zaznamenaji zmény ve vnéjSim prostredi, které nepriznivé
ovliviiuji rostlinu, je zahajena stresova reakce. Informace o stresu je ostatnim
bunikdm rostliny predana prostrednictvim signalnich molekul, napf. hormony
kyselina abscisova (ABA), kyselina salicylova, kyselina jasmonova nebo etylén
(Slovakova et Mistrik 2007). V pocatecni reakci na stres (poplachova faze) u rostlin
dochéazi k naruSeni bunéc¢ného metabolismu. Jestlize neni plisobeni stresu pro
rostlinu letalni, jsou u ni mobilizovany mechanismy, které rostlinu chrani
a pomahaji ji obnovit poruSenou homeostazu (faze aklimatizace). Jedna se
o syntézu stresovych proteinti, antioxida¢nich latek a osmoticky aktivnich latek.
Diky témto ochrannym mechanismiim je rostlina schopna stresovym faktorlim
odolavat (faze rezistence). Pri intenzivnim nebo dlouhotrvajicim stresu rostlina
umira (faze vycerpani) (Kosova etal. 2011).
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1.3 Vodni stres

1.3.1 Definice vodniho a osmotického stresu

Vyrovnana vodni bilance, tedy pomér mezi pfijmem a ztratami vody, je zasadni pro
fungovani veSkerych mechanismii v rostlindch. Vodni deficit je moZné definovat
jako stav, pri kterém je obsah vody v burice niZs$i neZ pfi maximalnim nasyceni
(Taiz et Zeiger 2006). Osmoticky stres lze charakterizovat jako odc¢erpavani vody
z bunék. Déje se tak v diisledku rozdilnych osmotickych koncentraci uvniti a vné
bunék. Uvnitf bunék se nachazi méné osmoticky aktivnich latek nez v okolnim
prostredi, a proto voda pronikd pres tonoplast, cytoplazmatickou membranu
a bunécnou sténu ven z bunky. NejcastéjSimi pricinami osmotického stresu jsou
sucho, zasoleni a chlad. Pri vodnim stresu u rostlin dochazi k fyziologickym
a morfologickym zménam.

1.3.2 Vliv vodniho stresu na morfologické parametry rostlin

Prvotnim projevem stresu ze sucha je sniZeni buné¢ného turgoru, které se projevi
vadnutim rostlin (Jaleel et al 2009). Stacenim listl pti vadnuti rostliny zmensuji
transpira¢ni plochu. Pro zachovéani rilistu rostlin je nezbytné udrZovani plné
turgescentnich bunék. Pri vodnim stresu dochazi ke sniZeni objemu cytoplazmy
a turgoru ve svéracich buiikidch. Priiduchy se uzaviraji a rostlina nepfijima oxid
uhlic¢ity. Pfi velkém vodnim stresu se fotosyntéza zastavuje. Bunécny rist je
prerusen, a dochazi k zastaveni zvétSovani listové plochy. Déleni bunék se rovnéz
zastavuje (Khoyerdi et al. 2016). Rostliny reaguji na stres znedostatku vody
sniZenim produkce Cerstvé a suché hmoty (Farooq et al. 2009; Bhusal et al. 2019).

1.3.3 Vodni stres a tvorba reaktivnich forem kysliku

Vodni a osmoticky stres jsou jednou z pri€in vzniku sekundarniho oxida¢niho
stresu v rostlinach. Oxida¢ni stres vznika i v dlisledku plisobeni vysoké intenzity
slune¢niho zareni, tepla, chladu, patogenli apod. SniZenim rychlosti fotosyntézy
rostliny béhem primarnich pochodii fotosyntézy absorbuji vice zarivé energie, nez
mohou nasledné vyuzit pro fixaci uhliku v sekundarnich pochodech fotosyntézy
(Wang at al. 2018). Prebyte¢na energie zplisobuje oxidacni stres a stresované
rostliny produkuji vice reaktivnich forem kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species).
Mezi ROS lze zaradit peroxid vodiku, superoxidové radikaly, singletovy Kkyslik
a hydroxylové radikaly. Jednd se o latky, které nepriznivé ptlisobi na buriky.
PoSkozuji predevSim lipidy, proteiny a nukleové kyseliny a urychluji starnuti
bunék (Khoyerdi etal. 2016). ROS zptlisobuji peroxidaci bunécnych membran
a produkci velkého mnoZstvi malondialdehydu (MDA) (Zhong et al. 2018).
Vrostlindch ROS vznikaji v riiznych bunécnych organelach i za optimalnich
podminek pro riist a vyvoj. Maji vyznam v pirenosu signalii a spousténi stresovych
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reakci (Wang et al. 2012). Rostliny disponuji antioxidactnimi mechanismy, diky
kterym jsou schopny radikaly odstranovat, a udrzovat tak rovnovahu. Pri stresu se
produkce ROS rychle zvySuje a rostliny je nestihaji odstraniovat. Mezi latky, které
zabranuji oxida¢nimu stresu rostlin, patfi antioxidanty jako napf. kyselina
askorbova, glutation, karotenoidy, tokoferoly, flavonoidy a taniny, enzymy
superoxiddismutaza (SOD), peroxidaza (POX) a katalaza (CAT) (Slovakova et
Mistrik 2007; Sircelj et al. 2007).

1.3.4 Vliv vodniho stresu na fyziologické procesy v rostlinach

Vodni stres sniZuje koncentraci fotosyntetickych pigmentt chlorofylt (chlorofyl a,
chlorofyl b) a karotenoidii v chloroplastech (Jaleel et al. 2009; Bhusal et al. 2019).
Chlorofyly jsou hlavnimi rostlinnymi fotosyntetickymi pigmenty. Rostlinam
umoziuji zachytit energii slune¢niho zareni a prevést ji na redukéni koenzymy (Liu
et al. 2019). Silné stresované rostliny sniZenim obsahu chlorofylu v listech
absorbuji mensi mnoZstvi fotonl, a sniZi tak produkci ROS v tylakoidnich
membranach chloroplasti béhem primarnich pochodi fotosyntézy (Khoyerdi et al.
2016). Ubytek chlorofylu se projevi Zloutnutim listd.

Karotenoidy jsou rostlinné pigmenty s diileZitou svétlosbérnou funkci. Zaroven
predstavuji dlleZité neenzymatické antioxidanty. Karotenoidy dokdazi prevést
nadbytecnou energii zachycenou chloroplasty na teplo, a zabraiuji tak vzniku ROS.
Jejich mnoZstvi se proto mtiZe p¥i reakci rostlin na stres zvy$ovat (Sircelj et al.
2007; Young etal. 2018).

V reakci na vodni stres rostliny produkuji a akumuluji velké mnoZstvi osmoticky
aktivnich latek. Syntéza téchto latek je dileZitd pro zvySeni osmotického tlaku
v bunikach a pro zachovani funkci bunék (Prochazka et al. 1998; Rahayu et al.
2015). Shromazd'ovani téchto latek ve vakuoldch a cytosolu rostlinnych bunék
rostlindAm umoziuje prijimat vodu, udrzovat buné¢ny turgor a ma vyznam i pro
stabilizaci buné¢nych membran (Khoyerdi et al. 2016). Jedna se o netoxické latky
s nizkou molekulovou hmotnosti. Jednou z nich je aminokyselina prolin (CsHoNOz)
(Farooq et al. 2009). Za normalnich podminek je prolin syntetizovan v cytosolu. Za
stresovych podminek mtiZe jeho syntéza probihat také v chloroplastech (Per et al.
2017). Prolin je diileZitou soucasti antioxida¢niho systému rostlin. Jedna se
o molekularni chaperon, ktery stabilizuje strukturu protein, a chrani tak rostlinné
buiiky pred oxidativnim poskozenim (Sircelj et al. 2007; Vendruscolo et al. 2007;
Zhong et al. 2018). ZvySenou akumulaci prolinu dokaZzi rostliny udrzet integritu
bunétnych membran (pokles obsahu H;0;, a tedy sniZeni peroxidace
membranovych lipidii) a zvySovat ¢erstvou a suchou hmotnost, obsah chlorofyld,
rychlost Cisté fotosyntézy, ucCinnost fotosystému II a aktivitu enzymi SOD, CAT,
glutathion reduktazy (GR), apod. Za stresovych podminek reguluji metabolismus
prolinu v rostlinach fytohormony (Per etal. 2017).
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Vodni stres indukuje syntézu stresovych hormonté Kkyseliny abscisové (ABA)
aetylénu a stresovych proteini dehydrint. ABA je fytohormon, ktery je
zodpovédny za riistové a vyvojové procesy v rostlinaich a reakce rostlin na
promény vnéjSitho prostredi, kam lze zahrnout i stresové reakce. Mnozstvi ABA
vrostlinach se v zavislosti na podminkach vnéjSiho prostredi dramaticky méni.
ABA je za vodniho deficitu syntetizovana v korenech rostlin, odkud je cévnimi
svazky vedena do listl. Vlistech ABA zplsobiuzavieni stomat. Uzavienim
priduchii dojde ke zpomaleni transpirace, a tedy ke sniZeni vodnich ztrat. ABA
dale stimuluje transkripci LEA proteinti (Late Embryogenesis Abundant Proteins).
Tyto proteiny chrani bunééné membrany a proteiny pred poSkozenim v disledku
vyschnuti (Pavlova 2006). BEhem 4 aZ 8 hodin miZe vzrist hladina ABA aZ 50-
krat. Po dodani vody rostliné se hladina ABA vrati do normalu (Taiz et Zeiger
2006). Pri dlouhodobém vystaveni rostliny vodnimu deficitu ABA inhibuje rist
nadzemnich ¢asti rostlin a stimuluje riist kofenti. Osmoticky stres indukuje syntézu
etylénu. Jeho zvysSena hladina zptisobi opad listt.

1.3.5 Strategie rostlin

Geneticky naprogramované pochody, kterymi rostliny reaguji na pritomnost
stresoru, oznacujeme jako rostlinné strategie. Reakce rostlin na stresory jsou
druhové specifické. Dle zavislosti na vlhkosti prostredi lze rostliny rozdélit na
poikilohydrické a homoiohydrické. Poikilohydrické rostliny jsou zcela zavislé na
Buniky jejich pletiv neobsahuji vakuoly. Pfi nedostatku vody u nich dochazi
k zastaveni Zivotnich pochodii a buriky vysychaji, aniZ by u nich doslo k poskozeni
vnitinich struktur. Rostliny jsou tolerantni k vyschnuti. Po dodani vody se
vrostlinach Zivotni procesy obnovi. Mezi poikilohydrické rostliny patii nékteré
rasy, mechy a kapradiny. Homoiohydrické rostliny maji naopak schopnost
zadrzovat vodu, a nejsou proto zcela zavislé na vlhkosti prostredi. Pro buriky jejich
pletiv jsou charakteristické velké vakuoly. U homoiohydrickych rostlin se vyvinula
Fada prizpisobeni, kterd jim umozZiiuji vypoiadat se s nepfiznivymi vodnimi
poméry prostiedi a preZit. Jsou jimi napf. silna kutikula a priiduchy omezujici
transpiraci a kofenovy systém, kterym jsou schopny pronikat do hlubSich vrstev
plidy a nasavat vodu. Mezi homoiohydrické rostliny lze zaradit témér vSechny
vy$Si rostliny (Pavlova 2006). Podle vztahu kvlhkosti lze rostliny rozdélit na
hydrofyty, hygrofyty, mezofyty a xerofyty. Hydrofyty jsou vodni rostliny. Jsou pro
né charakteristicka provétravaci pletiva (aerenchym) a menSi podil opornych
struktur. Hygrofyty jsou bahenni rostliny s vysokymi naroky na vlhko. Mezofyty
jsou rostliny, které osidluji stfredné vlhka stanovi$té. Xerofyty jsou rostliny
tolerantni k suchu (Kincl et Krpe§ 2000). Pro tyto rostliny je typické ochlupeni
listi, které zvysSuje odraZeni dopadajiciho slune¢niho zareni a sniZuje tak teplotu
listd.
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Material a metodiky

2.1.1 Rostlinny material

Pro morfologické, fyziologické a biochemické analyzy odolnosti viiCi stresu ze
sucha bylo vybrdno 5 odriid jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’,
‘Rubinstep’, ‘Idared’, ‘Car Alexander) a5 odriid tfeSni (‘Regina‘, ‘Napoleonova’,
‘Kastanka‘, ‘Sunburst’, ‘P-HL-C). Vyzkumny soubor zahrnoval béZné trzni i nové
vyslechténé odrlidy. Rostlinny material poskytl Vyzkumny a Slechtitelsky ustav
ovocnafsky Holovousy s.r.o. (VSUO Holovousy).

Charakteristika vybranych odrid

Jabloné

‘Malinové holovouské'

Odriida byla vyslechténa v Holovousich v 18. stoleti. Jedna se o odrtidu jabloné
s kulovitymi, stfedn& velkymi a% velkymi plody sladce malinové chuti (VSUO
Holovousy 2019). Odrfida dobfe odolava mrazu (Ritha 1919; Botek et al. 2008).
Nesnasi piisusek (Archiv starych odriid ovoce 2016).

‘Fragrance

Odrida byla vy$lechténa ve VSUO Holovousy. Jedna se o ranou odriidu jablong,
odolnou vici strupovitosti, se stiedné velkymi aZ velkymi, slad$imi, aromatickymi
plody kulovitého tvaru (VSUO Holovousy 2019). Odriida je odolna vii&i mraziim
(Kolektiv autort VSUO Holovousy 2007).

‘Rubinstep’

Odrtida byla vyslechténa ve VSUO Holovousy. Jedna se o velmi ranou odréidu
jablonég, stfedné odolnou viici strupovitosti a padli, se sladkymi, aromatickymi,
stredné velkymi plody. VyZaduje Zivinami bohatou pilidu s dostate¢nou zavlahou
(VSUO Holovousy 2019). Odriida je odolna vii&i zimnim a jarnim mraztéim (BlaZek
2001).

‘Idared

Odriida byla vyslechténa v USA. Jedna se o ranou odriidu jablonég, citlivéjsi vici
mrazlm, trpici padlim a strupovitosti, se stifedné velkymi aZ velkymi, sladce
navinulymi, aromatickymi plody ploSe kulovitého tvaru (Kutina et Holecek 1992;
VSUO Holovousy 2019).
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‘Car Alexander*

Odriida byla vyslechténa v Rusku v 19. stoleti. Jedna se o mrazuvzdornou podzimni
odridu jablon& s velkymi, $iroce kuZelovitymi plody (VSUO Holovousy 2019).
Odriida je vysoce odolna vii¢i mrazu (Rl’ha 1919; Vanék 1936; Riha 1937; Bocek
2008). Nesnasi sucho (Bocek 2008; Archiv starych odrtid ovoce 2016).

Tresné

‘Regina‘’

Odriida byla vyslechténa v Némecku. Jedna se o ranou odriidu tfesné, s velkymi,
tmavé Cervenymi plody a tuhou duzninou. Plody jsou sladké, vhodné pro piimou
konzumaci (VSUO Holovousy 2019). V destivém potasi plody pukaji (Wociér
2008).

‘Napoleonova’

Plivod odriidy neni zndmy. Pravdépodobné byla vySlechténa v Némecku. Jeji
stfedné velké, svétle Zluté plody s cCervenym mramorovanim jsou sladké,
aromatické (VSUO Holovousy 2019). Vdestich plody pukaji. Odrfida je silné
mrazuvzdorna (Vanék 1938). Toleruje prisuSek (Kutina et al. 1991; Archiv starych
odrtid ovoce 2016).

‘Kastanka“

Odriida byla vyslechténa v Anglii. Jedna se o ranou odridu tre$né se stiredné
velkymi plody srdcovitého tvaru a tmavé cervenou, mékkou, aromatickou
a sladkou duZninou. Plody ‘Ka$tanky’' jsou odolné praskani (VSUO Holovousy
2019). Odrtida odolava mrazu (Kamenicky 1941). Krats$i obdobi sucha toleruje
(Archiv starych odrtid ovoce 2016).

‘Sunburst’

Odriida byla vyslechténa v Kanadé. Jeji plody jsou velmi velké a aromatické (VSUO
Holovousy 2019). Plody jsou odolné praskani. Odrlida je odolna vii¢i mrazu (Lane
1984).

‘P-HL-C*

Jedna se o podno% pro tfe$né, ktera byla poprvé vypéstovana ve VSUO Holovousy.
PodnoZ roste pomalu. V dospélosti vyZaduje oporu. Jeji kofenovy systém je mélky
(VSUO Holovousy 2019). Podno? je stiedné odolnd mrazu. V@& suchu je mirné
citliva (Blazkova 2004).

17



2.1.2 ZaloZeni a multiplikace explantat, navozeni osmotického stresu

Pro zaloZeni poc¢atecnich explantatii byly pouZity vyhony vybranych odrtid jablon{
a tiesni, které poskytl VSUO Holovousy. Tyto byly nasledné pievedeny do in vitro
kultur. Explantaty (narasené pupeny dormantnich vyhonti) byly nasazeny do
Erlenmeyerovych banék o objemu 100 ml na sterilni agarové Murashige & Skoog
(MS) medium (Murashige et Skoog 1962) s ptidavkem vitaminti (MS medium bylo
sterilizovano v parnim tlakovém autoklavu 5075 ELV (Tuttnauer) (Obrazek 1) pri
120 °C po dobu 20 minut) a prekryty hlinikovou f6lii. (Pfesné sloZeni média je
uvedeno v Piiloze 1). Jedna kultiva¢ni nddoba obsahovala 25-30 ml media a 3-5
explantatl. In vitro kultury byly 4 tydny kultivovany pfi teploté 22+1°C, za
svételnych podminek 16 hodin svétlo/8 hodin tma (Obrazek 2). Explantaty byly
nasledné preneseny na multiplika¢ni MS medium obohacené o riistovy stimulator
6-benzylaminopurin (BAP) o koncentraci 1,5 mgll. Po 4 tydnech kultivace za
stejnych podminek byly explantaty preneseny na Cerstvé medium.

Stres byl navozen pridanim polyethylenglykolu (PEG 6000) do zakladniho
kultivacniho média v koncentraci 0, 5, 10, 25 a 50 g1 (0%, 0,5%, 1%, 2,5 % a 5%
PEG 6000). PEG je vysokomolekularni latka, ktera sniZuje vodni potencial Zivného
roztoku a u rostlin navozuje osmoticky stres. Pro rostliny neni toxicky (Rahayu et
al. 2015; Masoabi et al. 2018). Rostliny byly 4 tydny kultivovany za stejnych
podminek.

Rostlinny material byl kultivovan a v pravidelnych intervalech dovazen ke
zpracovani z VSUO Holovousy.

Obrazek 1 Sterilizator 5075 ELV (Tuttnauer). Foto Petra Obrazek 2 Kultivacni mistnost s in
Jiroutova vitro  Kulturami. Foto Petra
Jiroutova
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2.1.3 Stanoveni cerstvé a suché hmotnosti, obsahu vody a listové plochy

Cerstvd hmotnost explantati kultivovanych za shodnych podminek byla ur¢ena
analytickymi vahami (AS 220.R2, Radwag, Polsko). Sucha hmotnost a obsah vody
byly stanoveny pomoci analyzatoru vlhkosti (MB27, Ohaus, NJ, USA) (Obrazek 3).
Velikost listové plochy explantatii byla urc¢ena vyfotografovanim jednotlivych listi
(PowerShot G16, Canon, Japonsko) a vyhodnocenim v programu Image]
(http://rsbweb.nih.gov/ij) pomoci nastroje ,polygon selections“ (Obrazek 4).

Analyzy morfologickych parametrii byly provedeny ve spolupraci s Dr. Petrou
Jiroutovou z VSUO Holovousy.

Obrazek 3 Analyzator vlhkosti MB27, Ohaus, NJ, USA.; 1. Cerstvé segmenty explantatd; 2. Suché

segmenty explantati. Foto Petra Jiroutova
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Obrazek 4 Urceni velikosti listové plochy pomoci softwaru Image]. A -
nastroj ,polygon selections“ k vybéru listové plochy; B - listova
plocha ohranicena pomoci nastroje ,polygon selections“; C -
automaticky vypocitana listova plocha v mmz. Foto Petra Jiroutova

'

19


http://rsbweb.nih.gov/ij

2.1.4 Stanoveni obsahu asimila¢nich pigmenti

Obsah asimila¢nich pigmentl byl stanoven spektrofotometricky v metanolovém
extraktu. Extrakt byl zhotoven homogenizaci 0,1 g ¢erstvého explantatu se 2 ml
100% metanolu v tfeci misce (Obrazek 5). Vysledny homogenat byl centrifugovan
15 minut (MPW-55 Microcentrifuge, MPW, Polsko) (Obrazek 6) pti 3500 rpm.
Nasledné byla spektrofotometricky méfena absorbance supernatantu pri
vybranych vinovych délkach - pro chlorofyl a 666 nm, chlorofyl b 653 nm, celkové
karotenoidy 470 nm a pro korekci nespecifické absorbance 750 nm
(spektrofotometr Cintra 101, Francie). Jako blank byl pouzit ¢isty metanol. Obsah
pigmentl byl stanoven dle rovnic odvozenych Wellburnem (1994):

Koncentrace chlorofylu a: Cqs = 15,65A666 — 7,34A653 (Mg.1'1)
Koncentrace chlorofylu b: Cp = 27,05A653 — 11,21A666 (mg.11)
Koncentrace karotenoidli: Cx+c = (1000A470 - 2,86Ca - 129,2Cp) /221 (mg.]1)

Obrazek 5 Homogenizace explantati se 100% metanolem v treci Obrazek 6 Mikrocentrifuga
misce. Foto Dominika Dobrovolna MPW-55. Foto Dominika
Dobrovolna

2.1.5 Stanoveni obsahu reaktivnich forem Kysliku

Obsah H202 a superoxidového radikalu byl stanoven homogenizaci 0,1 g Cerstvého
explantatu s 2 ml 50 mM fosfatového pufru (pH 7,0) ve vychlazené tireci misce.
Vznikly homogenat byl vloZen na 15 min do chlazené centrifugy (Eppendorf 5804
R, Némecko) pfi 14000 rpm a teploté 4 °C (Obrazek 7).

Pro stanoveni obsahu H;0: bylo 500 pl supernatantu pireneseno do Ccisté
Eppendorfovy zkumavky a smichano s 250 pl 0,5% roztoku chloridu titanic¢itého
(TiCls) v 20% kyseliné sirové (H2SO04). Po opakované centrifugaci 15 minut pri
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14000 rpm a teploté 4 °C se vzorky nechaly ohfat na laboratorni teplotu. U vzorki
(Obrazek 8) byla spektrofotometricky mérena absorbance pri vinové délce 410 nm
(spektrofotometr Cintra 101, Francie). Jako slepy vzorek bylo pouZito 500 ul
fosfatového pufru a 250 pl 0,5% roztoku TiCls v 20% H2SO4. Jako standard pro
sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouZit 30% H202 o rtizné koncentraci. Skute¢ny
obsah peroxidu vodiku ve vzorku byl prepocitan dle sestrojené kalibra¢ni krivky
a vyjadren v umol H20; na 1 g Cerstvé hmotnosti (Ducaiova et al. 2016).

Pro stanoveni obsahu superoxidového radikalu bylo 300 pl supernatantu smichano
s 250 pl fosfatového pufru a 30 pul 10 mM hydroxylaminu. Vzorky byly ponechany
15 min pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo ke vzorkiim v 15-ti minutovych
intervalech postupné pridavano 300 pl 17mM sulfanylamidu, 300 pl 7 mM a-
naftylaminu a 300 pl dietyléteru. Uvzorkli byla spektrofotometricky méfena
absorbance pfi vinové délce 530 nm. Ve slepém vzorku byl vzorek nahrazen 300 pl
fosfatového pufru. Jako standard pro sestrojeni kalibra¢ni krivky byl pouzit NaNO>
o rtizné koncentraci. Obsah superoxidového radikalu ve vzorku byl prepocitan dle
sestrojené kalibra¢ni krivky a vyjadren v pug radikalu na 1 g Cerstvé hmotnosti
(Ducaiova etal. 2016).

Obrazek 7 Chlazena centrifuga Eppendorf 5804 R, Némecko. Obrazek 8 Vzorky jabloni (A)

Foto Zuzana Kovalikova atieSni (B) po centrifugaci,
pripravené ke
spektrofotometrickému stanoveni
absorbance. Foto Dominika
Dobrovolna

2.1.6 Stanoveni obsahu malondialdehydu (MDA)

Obsah MDA byl stanoven homogenizaci 0,2 g Cerstvého explantatu s 2 ml 0,1%
kyseliny trichloroctové (TCA) ve treci misce. Vznikly homogenat byl umistén do
zkumavky a vloZen na 15 min do centrifugy (MPW-55 Microcentrifuge, MPW,
Polsko) pti 14000 rpm a teploté 20 °C. Supernatant (0,5 ml) byl smichan s 1,5 ml
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0,5% kyseliny 2-tiobarbiturové (TBA) v 20% TCA. Reak¢ni smés byla
promichéna a inkubovéna 30 minut v su§arné pri teploté 90 °C (Memmert UF450,
Némecko) (Obrazek 9). Nasledné byly zkumavky se vzorky prudce ochlazeny ve
vodé sledovou drti (Obrazek 10). Po opakované centrifugaci 15 minut pfi
14000 rpm a teploté 20 °C byla spektrofotometricky mérena absorbance pfi
vilnové délce 532 nm pro komplex MDA - TBA a 600 nm pro korekci
nespecifického zakalu (spektrofotometr Cintra, Francie). Jako slepy vzorek bylo
pouZzito 1,5 ml 0,5% TBA v 20% TCA s 0,5ml 0,1% TCA. Koncentrace MDA ve
vzorku byla urcena jako rozdil absorbanci As3z - Asoo, s vyuzitim molarniho
absorp¢niho koeficientu 155 mM-1.cm1. Vysledky byly vyjadieny v umol MDA na
1 g Cerstvé hmotnosti (Ducaiova et al. 2016).

Obrazek 9 Susiarna Memmert UF450, Obrazek 10 Ochlazeni vzorki vledové drti. Foto
Némecko. Foto Zuzana Kovalikova Dominika Dobrovolna

2.1.7 Stanoveni obsahu prolinu

Obsah aminokyseliny prolinu byl stanoven homogenizaci 0,3 g cerstvého
explantatu (Obrazek 11) s 5ml 3% kyseliny sulfosalicylové (SSA) ve treci misce.
Vznikly homogenat byl umistén do 15 ml zkumavky a vloZen na 20 min do
centrifugy (MPW 351e Centrifuge, MPW, Polsko) pii 4500 rpm a teploté 20 °C.
Supernatant (2 ml) byl smichan se 2 ml ledové kyseliny octové a 2 ml kyselého
ninhydrinu. Smés byla promichana a ponechana 1 hodinu ve vodni lazni pri teploté
90-100 °C. Nasledné byly zkumavky prudce ochlazeny ve vodé sledovou drti na
teplotu cca 25 °C. K ochlazenym vzorkiim byly ptridany 3 ml toluenu a smés byla
diikladné protfepana. Poté byl vzorek uloZen na 24 hodin do tmy pfi laboratorni
teploté. U vzorki byla spektrofotometricky méfena absorbance vrchni toluenové
vrstvy pri vinové délce 520 nm (spektrofotometr Cintra 101, Francie) (Obrazek
12). Jako blank byl pouzit Cisty toluen. Jako standard pro sestrojeni kalibra¢ni
krivky byl pouzit prolin o rizné koncentraci. Obsah prolinu ve vzorku byl
prepocitan dle sestrojené kalibra¢ni kiivky a vyjadifen v pmol prolinu na 1 g
cerstvé hmotnosti (Bates et al. 1973).

22



Obrazek 11 In vitro Kultury odriidy Fragnance Obrazek 12 Spektrofotometrické stanoveni
v MS mediu s koncentraci 25 gl (vlevo) a 5 gI'l1 absorbance. Foto Zuzana Kovalikova
(vpravo) PEG 6000. Foto Dominika Dobrovolna

2.1.8 Statistické zpracovani dat

U vSech analyz byla pro kazdou odriidu a koncentraci PEG provedena 3 méfeni.
Naméiené hodnoty morfologickych a fyziologickych parametrt byly piepocitany
na procenta. Hodnoty kontrolnich rostlin, péstovanych na mediu bez pridavku
PEG, predstavuji 100%. Vyhodnoceni odolnosti odrid viici stresu ze sucha bylo
provedeno porovnanim hodnot kontrolnich rostlin shodnotami rostlin
péstovanymi na mediu s pridavkem PEG o riizné koncentraci.

Statistické zpracovani dat prob&hlo s pomoci programu Statistica (Statsoft, CR,
verze 10), pouzita byla jednorozmérna analyza variance (Anova) s Tukeyho testem
na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Tabulky a grafy byly zpracovany v programu MS
Excel (Microsoft, USA).
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2.2 Vysledky
2.2.1 Morfologické parametry

Zmény v Cerstvé hmotnosti a obsahu vody

Osmoticky stres navozeny PEG 6000 se projevil u obou ovocnych druht.
U explantati rostlin kultivovanych v mediu s piidavkem PEG 6000 bylo moZné
sledovat vadnuti rostlin a staceni jejich listli, zastaveni zvétSovani listové plochy
a Zloutnuti nebo hnédnuti listi. Zmény byly drive pozorovany u odrid jabloni
(Obrazek 13).

a tiresfiové odriidy ‘Sunburst (B). Cisla znaéi koncentraci PEG v kultivaénim mediu v g.I-1. Foto Petra
Jiroutova

Mezi odriidami jablek dosdhly nejvyssi Cerstvé hmotnosti pii PEGO odridy
‘Rubinstep’ a ‘Car Alexander'. Nejvyraznéjsi sniZeni Cerstvé hmotnosti u rostlin
péstovanych na mediu s pridavkem PEG bylo zaznamenano u odrtd ‘Fragnance
a ‘Idared’ pri PEG25 (Obrazek 14). Vyznamnéjsi sniZeni Cerstvé hmotnosti bylo
dale zjisténo u odrid ‘Rubinstep’ pii PEG25 a PEG50 a ‘Car Alexander pii PEG25.
NejniZsi cerstvé hmotnosti pfi PEGO dosahla odrtida ‘Malinové holovouské’, u které

fvv s

¢erstvou hmotnosti pfi PEGO doSslo k vétSimu sniZeni Cerstvé hmotnosti pfi stresu.

U odriid tfes$ni nebylo moZné vzhledem ke zna¢né proménlivym hodnotam urcit
zavislost Cerstvé hmotnosti na rostouci koncentraci PEG. NejvyraznéjSi sniZeni
Cerstvé hmotnosti u rostlin péstovanych na mediu spridavkem PEG bylo
zaznamenano uodrid ‘P-HL-C* pfi PEG50 a PEG25 a ‘Napoleonova‘ pti PEGS.

R4
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Obrazek 14 Vliv riiznych koncentraci PEG 6000 na cerstvou hmotnost (g) odrid jabloni (A) a tfresni (B).
Namérené hodnoty byly prepocitiny na procenta. 100% piedstavuji hodnoty Kontrolnich rostlin pri
PEGO.

Pokles obsahu vody (Tabulka 3 a 4 v Priloze 2) se vzriistajici koncentraci PEG 6000
v kultiva¢nim mediu byl pozorovan u odriid jabloni i tie$ni. Nejvyssi obsah vody
pii PEGO byl zjistén u jablotiovych odriid ‘Car Alexander’ a ‘Fragnance’. U obou
odriid byl soucasné zaznamenan vyssi Ubytek vody pfi PEG50. Nejvyraznéjsi
sniZeni obsahu vody bylo zjiSténo u odrid ‘Idared‘ pti PEG25 a ‘Fragnance’ pri

v v

holovouské‘ a ‘Rubinstep".

Mezi treSnémi méla nejvyssi obsah vody pii PEGO odriida ‘Sunburst’, u které byl

fvv s

bylo zjisténo u odriidy Napoleonova.

Zmény velikosti listové plochy

ZmenSovani listové plochy se vzriistajici koncentraci PEG 6000 v kultiva¢nim
mediu bylo pozorovano u odriid jabloni i tfeSni (Obrazek 15). Nejvyraznéjsi
zmenSeni plochy bylo zaznamenano pifi PEG25 a PEG50. U jablotiové odridy
‘Idared’ bylo pti PEG25 pozorovano nejvétsi sniZeni listové plochy viici kontrolni
rostliné. Listovd plocha se zmenSila na 22,62% (4,4-krat). U treSiiové odridy
‘Sunburst’ bylo pfi PEG50 pozorovano nejvétsi sniZeni listové plochy viici
kontrolni rostliné. Listova plocha se zmensila na 25,57% (3,9-krat). Vyznamné;si
sniZeni listové plochy bylo dale zaznamenano u odrtdy ‘P-HL-C‘ pti PEG50. Listova
plocha odrld treSni byla celkové vétSi neZ listova plocha odriid jabloni. Mira
zmenSovani listové plochy se mezi ovocnymi druhy vyznamné nelisila. Absolutné

nejmensi listovou plochu méla jabloiiova odrlida ‘Malinové holovouské‘. Zde bylo

fvv s
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Obrazek 15 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na velikost listové plochy (mm2) odriid jabloni (A)
a tire$ni (B). Namérené hodnoty byly pirepocitany na procenta. 100% predstavuji hodnoty kontrolnich
rostlin pri PEGO.

2.2.2 Fyziologické parametry

Zmény v obsahu asimila¢nich pigmenti

Osmoticky stres navozeny PEG 6000 zpiisobil zmény koncentraci asimila¢nich
pigmentli u odriid jabloni i tie$ni (Tabulka 5 a 6 v Ptiloze 2). U rostlin s piidavkem
PEG 6000 v kultiva¢nim mediu byl pozorovan pokles obsahu chlorofylti a a b
(Obrazek 16). NejvyraznéjSi sniZeni obsahu chlorofylii bylo zaznamenéano
u jablotiovych odriid ‘Malinové holovouské‘ pti PEG10 a ‘Rubinstep’ pii PEG50,
chlorofylu a u kontrolnich rostlin byl zjistén u odriidy ‘Car Alexander’, nejniZsi
u odridy ‘Fragnance’. Shodné vysledky byly zjistény u chlorofylu b. Mira sniZeni
obsahu chlorofylii p¥i stresu nezavisela na obsahu chlorofylt pii PEGO.

U odrid treSni byl obsah chlorofylu a a b vy$si neZ u odriid jabloni. Nejvyssi obsah
u odrtdy ‘P-HL-C‘. Nejvyraznéjsi sniZeni koncentrace chlorofylu b u odriid tresni
bylo zaznamenano u explantdtii péstovanych v mediu s pfidavkem PEG5. Pouze
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Obrazek 16 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na obsah chlorofylu a a b (mg.g-1) u odrid jabloni (A)
a tire$ni (B). Namérené hodnoty byly pirepocitany na procenta. 100% predstavuji hodnoty kontrolnich
rostlin pri PEGO.

U odrtd jabloni bylo pfi PEG5 zaznamendno zvySeni koncentrace karotenoidii
oproti kontrolnim rostlinam (Obrazek 17). S dal$im zvySovanim koncentrace PEG
6000 v kultiva¢nim mediu byl zjistén pokles obsahu karotenoidli. Nejvyraznéjsi
pokles karotenoidii v ramci odriid jabloni byl zaznamenan u odrtidy ‘Rubinstep’ pti
PEG50. U stresovanych rostlin odriidy ‘Fragnance’ nedoslo ke sniZeni koncentrace
karotenoidii pod hodnotu kontrolnich rostlin. Podobny vysledek byl zjiStén
u odriidy ‘Car Alexander".

Jiny priibéh zmén koncentraci karotenoidli byl sledovan u odrid tres$ni, kde aZ na
odriidu ‘Kastanka‘ doslo u vSech pfi koncentracich PEG5, PEG10 a PEG25 ke
zvySeni obsahu karotenoidli v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Vyznamnéjsi
vzestup obsahu karotenoidli byl zaznamendn u odrid ‘Sunburst’ a ‘Regina‘.
Nejvyssi hodnoty karotenoidii u kontrolnich rostlin byly zméreny u odridy
‘Kastanka‘, u které byl soucasné zjistén nejvyraznéjsi pokles pii PEG10.
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Obrazek 17 Vliv riiznych koncentraci PEG 6000 na obsah karotenoidii (mg.g-1) u odriid jabloni (A)
a tire$ni (B). Namérené hodnoty byly prepocitany na procenta. 100% predstavuji hodnoty kontrolnich
rostlin pri PEGO.

2.2.3 Biochemické parametry

Zmény v obsahu reaktivnich forem kysliku

Stres ze sucha navozeny pridavkem PEG 6000 zptisobil oxidacni stres. Stresované
rostliny produkovaly reaktivni formy kysliku. Hodnoty H202 byly celkové vyssi
u odrid tiesni (Obrazek 18). Vysoké hodnoty H202 byly zjistény pouze u jablotiové
odriidy ‘Malinové holovouské‘. Nejvyraznéjsi skokové zvysSeni obsahu H;0; vici
kontrolni rostliné v ramci odriid jabloni bylo zaznamenano u odrlidy ‘Idared‘ p¥i
PEG10 (2,8-krat). Vyraznéjsi vzestup H202 byl dale zjistén u odriidy ‘Rubinstep’ pri
PEG50. U ostatnich odrtid byly nartisty obsahu H202 méné vyrazné a pozvolné.

Mezi odrtidami tfesni byl nejvétsi vzestup H202 zjistén u odrldy ‘P-HL-C' pii PEG25
(1,7-krat) a ‘Napoleonova‘ pti PEG50 (1,6-krat). U ostatnich odriid nebyly rozdily v
narlstech vyznamné.

Nartist hodnot superoxidového radikalu se vzristajici koncentraci PEG 6000
v kultiva¢nim mediu byl pozorovan u odrlid jabloni i tiesni. U vSech jabloiiovych
odriid, s vyjimkou odridy ‘Fragnance’, byly nejvy$si hodnoty superoxidového
radikalu pozorovany pfi PEG50. Pro odriidu ‘Fragnance’ byly naméreny nejvyssi
hodnoty pti PEG25. Nejvétsi zvySeni obsahu superoxidového radikdlu bylo
zaznamenano u odridy ‘Idared’ pti PEG50 (3,1-krat). Nejvyssi celkovy vzestup
obsahu vramci odrlid jabloni byl zaznamenidn u odriidy ‘Rubinstep’ naopak
nejnizsi vzestup u odriidy ‘Car Alexander".

Mezi odrlidami tfe$ni byl nejvétsi nartst superoxidového radikalu zjiStén u odrtdy
‘P-HL-C* pri PEG50. Prekvapivé vysledky byly zaznamenidny u odridy
‘Napoleonova’, u které doslo pfi PEG10, PEG25 a PEG50 ke sniZeni obsahu
superoxidového radikalu oproti kontrolni rostliné.
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Obrazek 18 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na obsah peroxidu vodiku (umol H202 na 1 g Cerstvé

hmotnosti) a superoxidového radikalu (pg radikalu na 1 g cerstvé hmotnosti) u odrid jabloni (A)
a tresni (B).

Zmény v obsahu malondialdehydu (MDA)

Zvysené hodnoty ROS zplisobily peroxidaci bunécnych membran a produkci MDA.
Hodnoty MDA byly celkové vyssi u odriid jabloni (Obrazek 19). Kontrolni rostliny
odriid jabloni se v obsahu MDA vyznamné neliSily. Nejvyssi zvySeni obsahu MDA
bylo zaznamenano u jabloniové odriidy ‘Malinové holovouské‘ pti PEG50. NejniZsi

celkovy nartist obsahu MDA vramci odriid jabloni byl zaznamenan u odrtdy
‘[dared".

U odrld treSni bylo nejvyraznéj$i zvySeni koncentrace MDA zjiSténo u odrid
‘Napoleonova‘a ‘Kastanka‘ pii PEG25. NejniZsi celkovy nartist obsahu MDA v ramci
odriid tfe$ni byl zaznamenan u odriidy ‘Sunburst'.
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Obrazek 19 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na obsah malondialdehydu (umol MDA na 1 g Cerstvé
hmotnosti) u odriid jabloni (A) a tire$ni (B).
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Zmény v obsahu prolinu

Stres ze sucha navozeny piidavkem PEG 6000 zplisobil zmény koncentraci prolinu

u odrid jabloni a tfeSni. Hodnoty prolinu byly celkové vy3si uodriid tieSni
(Obrazek 20). U odrld jabloni byly zjistény vy$Si hodnoty pouze u odridy
‘Malinové holovouské’. Nejvyssi zvySeni obsahu prolinu bylo zaznamendno
u jablotiové odriidy ‘Rubinstep’ pii PEG25 (4,1-krat) a PEG50 (3,9-krat). U odrid
tieSni bylo nejvyraznéjsi zvyseni koncentrace prolinu pozorovano u odrid ‘P-HL-C
(3, 0-krat) a ‘Regina‘ (2,1-krat).

A+ @PEGS w@PEGID =PEG2S mPEGS) BYO]
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Tdard Reagi N Kaitinla Sunburst PHLL
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Obrazek 20 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na obsah prolinu (umol prolinu na 1 g cerstvé
hmotnosti) u odrid jabloni (A) a tiresni (B).
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3 DISKUSE

V disledku Kklimatickych zmén dochazi k narlistu globalni priimérné teploty,
k Castéjsimu vyskytu extrémnich jevii pocasi, k posunu vegeta¢nich pasem a ke
zménam roc¢nich obdobi (Ritchie et Roser 2017). Klimatické modely do budoucna
predpovidaji CastéjSi vyskyt obdobi sucha (IPCC 2018). Sucho predstavuje pro
rostlinnou produkci zavaZzny problém. Ze vSech zdrojii nezbytnych pro rist
a metabolismus rostlin je voda povaZovana za nejvice limitujici faktor (Sircelj et al.
2007; Bhusal et al. 2019; Zhong et al. 2018). Celosvétova populace se navic rychle
rozrista. Pro zabezpeceni dostate¢ného mnoZstvi potravin bude nutné prijmout
opatreni, ktera neptiznivy vyvoj klimatu a jeho diisledkli na zemédélskou produkci
zvrati. Péstovani rostlinnych odrtid odolnych vii¢i abiotickému a biotickému stresu
je moZnym FeSenim.

V bakalaiské praci byla hodnocena odolnost vybranych odrid jabloni a tfeSni viici
stresu ze sucha. Stres byl navozen pridanim polyethylenglykolu (PEG) do
et al. 2013) nebo s kiwi (Zhong et al. 2018). Nasledné byly u rostlin hodnoceny
morfologické, fyziologické a biochemické parametry, u kterych se predpokladalo,
7e prokaZzi odolnost, nebo citlivost rostlin vii¢i stresu ze sucha.

U rostlin péstovanych na médiu s pridavkem PEG bylo pozorovano vadnuti rostlin,
staceni jejich listli, zastaveni zvétSovani listové plochy a Zloutnuti nebo hnédnuti
listd. Podobné jako ve studiich vodniho stresu s pistaciemi (Khoyerdi et al. 2016)
nebo skiwi (Zhong et al. 2018) mira poskozeni Kkorelovala se vzristajici
koncentraci PEG v kultivacnich médiich. Rostliny dale reagovaly na stres
z nedostatku vody sniZenim produkce Cerstvé a suché hmoty (Farooq et al. 2009;
Bolat et al 2015). Odolnéjsi odriidy vykazovaly mensi pokles cerstvé a suché
hmotnosti, obsahu vody a listové plochy.

Vodni stres navozeny PEG zplsobil zmény koncentraci asimila¢nich pigmenti
uodrid jabloni i tfeSni. U rostlin s pfidavkem PEG v kultivatnim mediu byl
pozorovan pokles obsahu chlorofylii a a b oproti kontrolnim rostlindm. Ubytek
chlorofylii se projevil Zloutnutim nebo hnédnutim listd. Shodny vysledek byl
potvrzen ve studiich sodrlidami merunék a Svestek (Bolat et al. 2015)
a s podnoZemi ofesakid (Liu et al. 2019). Pri¢inou poklesu obsahu chlorofyl
u stresovanych rostlin je poSkozeni chloroplastl zplisobené vys$$im obsahem ROS.
ROS vznikaji v tylakoidnich membranéch chloroplastli béhem primérnich pochodt
fotosyntézy. SniZenim obsahu chlorofylli vlistech rostliny absorbuji mensi
mnoZstvi fotond, a sniZi tak produkci ROS (Khoyerdi et al. 2016). Podobné jako ve
studii Sircelj et al. (2007) do$lo u odrtid jabloni p¥i mirném stresu ke zvy$enf
obsahu karotenoidli, které mimo jiné predstavuji dileZité neenzymatické
antioxidanty. S dalS$im zvySovanim koncentrace PEG v kultiva¢nich médiich obsah
karotenoidii klesal. Jiny priibéh zmén koncentraci karotenoid@ byl sledovan
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u odrid tresni, kde aZ na odrlidu ‘Kastanka‘ doslo u vSech p¥i koncentracich PEGS5,
PEG10 a PEG25 ke zvySeni obsahu karotenoidi v porovnani s kontrolnimi
rostlinami.

Stresované rostliny produkovaly vétsi mnoZstvi ROS. ROS plisobi negativné na
rostlinné buiiky. PoSkozuji predevSim lipidy, proteiny a nukleové Kkyseliny
aurychluji starnuti bunék (Khoyerdi etal. 2016). Podobné jako ve studii
s jablofiovymi podnoZemi (Wang et al. 2012) bylo u odrtid jabloni i tiesni zjiSténo
zvySeni peroxidu vodiku a superoxidového radikalu. ZvySené hodnoty ROS
u stresovanych rostlin zptisobuji peroxidaci bunécnych membréan a produkci MDA
(Zhong et al. 2018). Podobné jako ve studiich s banany (Bidabadi et al. 2012)
a s pistaciemi (Khoyerdi etal. 2016) byl u stresovanych odrtd jabloni a treSni
zaznamenan narlst obsahu MDA. V reakci na vodni stres rostliny ve vétsi mite
produkuji a akumuluji osmoticky aktivni latky (Prochazka et al. 1998, Rahayu etal.
2015). Vyznamnou osmoticky aktivni latkou akumulovanou rostlinami je prolin.
U stresovanych odriid jabloni a tfeSni byl zaznamenan narlist obsahu prolinu.
Shodny vysledek byl potvrzen ve studiich s odriidami bananti (Bidabadi et al.
2012), merunék a Svestek (Bolat et al. 2015) a pistacii (Khoyerdi et al. 2016).

Z jabloniovych odrlid byla urc¢ena potencidlné nejvice odolna viic¢i stresu ze sucha
odrtida ‘Malinové holovouské’. U odriidy sice bylo zaznamenino v porovnani
s ostatnimi odrlidami vyrazné sniZeni obsahu chlorofylti a vysoké hodnoty H:0..
Nartst H202 nebyl skokovy. V morfologickych parametrech, které charakterizuji
celkovy stav rostliny, ale dosahla odritida ‘Malinové holovouské’ nejlepsich
vody a listové plochy. Navic pouze u odriidy ‘Malinové holovouské‘ byly zjiStény
vyssi hodnoty prolinu, ktery je dlileZitou soucasti antioxida¢niho systému rostlin.
V tomto ohledu se vysledky prace neshoduji s dfive publikovanou charakteristikou
odriidy, kterd povaZuje odriidu ‘Malinové holovouské‘ za malo odolnou vii¢i suchu
(Archiv starych odrid ovoce 2016). Odriidou potencidlné nejméné odolnou viici
stresu ze sucha byla urcena odrida ‘Idared’. V morfologickych parametrech
doséhla nejhorsich vysledkli ze vSech odrid jabloni. U odriidy bylo zaznamenano
nejvyraznéjsSi sniZeni cerstvé hmotnosti, obsahu vody alistové plochy viici
kontrolni rostliné. U odridy bylo dale zjisténo nejvyraznéjsi skokové zvyseni
obsahu H;0; vii¢i kontrolni rostliné a nejvétsi zvyseni obsahu superoxidového
radikalu. Tyto parametry signalizuji vysokou miru oxidativniho poskozeni.

Mezi odriidami tfeSni byla urcena potencialné nejvice odolna vici stresu ze sucha
odriida ‘Kastadnka‘. PrestoZe u odriidy doslo v porovnani s ostatnimi odrlidami
k vyraznému poklesu karotenoidli a vyznamnému zvySeni koncentrace MDA,
doséhla odriida nejlepsich vysledkii v morfologickych parametrech. U odriidy bylo
vyssi. Vysledky prace se shoduji s diive publikovanou charakteristikou odrtdy,
kterd povaZuje odrlidu ‘Kastanka‘ za tolerantni vii¢i suchu (Archiv starych odrid
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ovoce 2016). Odrtida ‘P-HL-C‘ byla urc¢ena odrtidou potencidlné nejméné odolnou
chlorofylii a nejvyraznéjsi zvySeni koncentrace prolinu mezi odriidami tiesni,
vysledky morfologickych parametrii naznacovaly nizkou toleranci vi¢i suchu.
U odrdy ‘P-HL-C' bylo zaznamendno nejvyraznéj$i sniZeni cerstvé hmotnosti
a vyznamnéjsi sniZeni listové plochy. U odriidy byl dale zjistén nejvétsi vzestup
H20; a superoxidového radikalu. Vtomto ohledu se vysledky prace c¢aste¢né
rozchazeji s drive publikovanou charakteristikou odrtidy, kterd popisuje odrtidu
jako mirné citlivou vii¢i suchu (BlaZkova 2004).

V charakteristikach odrid jabloni a tfeSni byla zmifiovana odolnost rostlin viici
mrazu. V obrannych mechanismech rostlin vii¢i stresu z mrazu a sucha lze totiz
nalézt mnoho spole¢ného. PoSkozeni rostlin mrazem souvisi s tvorbou ledu
amrazovou dehydrataci bunék. Led se zpocatku tvori v mezibunélnych
prostorech, pri delSim trvani mrazu se mohou krystalky ledu vytvaret také
v burikach. Nezbytna je pritomnost krystalizatnich jader. Syntézou osmoticky
aktivnich latek rostliny sniZuji bod tuhnuti. Voda zalind v mezibunélnych
prostorech mrznout p¥i teploté -1 aZ -3 °C. Mraz zplsobuje nevratné poSkozeni
bunék. Rostlinné buriky jsou silné dehydratovany a dochazi k poSkozeni bunécnych
stén a membran. Mrazuvzdornost je schopnost zabranit vzniku ledu uvniti bunék
a snaSet dehydrataci bunék (Prochazka et al. 1998). Tato souvislost byla potvrzena
u jablotiovych odriid. Odriida ‘Malinové holovouské‘ byla popisovana jako velmi
odolna mrazu (Rtha 1919; Bo&ek et al. 2008). Odrtida byla uréena jako potencialné
odolna vici stresu ze sucha. Odriida ‘Idared’ je citlivd na zimni mrazy (Kutina et
Holetek 1992; VSUO Holovousy 2019). Odriida byla ze vSech testovanych
jablotiovych odriid nejméné tolerantni vii¢i suchu.

Mezi odrlidami tfeSni je moZné pozorovat rozdily v odolnosti viic¢i praskani.
Rozdily jsou dany genetickou vybavou odrtid. Miru tendence k praskani ovliviiuje
velikost a tvar plodd, tlouStka kutikuly, obsah cukrii a podminky péstovani
(vlhkost, teplota). V odolnosti rostlin vii¢i suchu hraje schopnost akumulovat
osmoticky aktivni latky také vyznamnou roli (Khadivi-Khub 2015). Vztah odolnosti
vUci praskani a stresu ze sucha byl potvrzen u odriidy ‘Kastanka‘. Plody ‘Kastanky
jsou odolné praskani (VSUO Holovousy 2019). Odrfida byla uréena jako
potencialné odolna viici stresu ze sucha.
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ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo vyhodnotit vybrané morfologické (Cerstva a sucha
hmotnost, obsah vody, plocha listii), fyziologické (obsah chlorofyll a karotenoidii)
a biochemické parametry (reaktivni formy Kkysliku, obsah MDA a prolinu)
uvybranych 5 odrlid jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’, ‘Rubinstep’,
‘Idared’, ‘Car Alexander‘)a 5 odrld tiesni (‘Regina‘, ‘Napoleonova’, ‘Kastanka’,
‘Sunburst’, ‘P-HL-C), prevedenych do in vitro kultur, u kterych byl navozen
osmoticky stres pridanim polyethylenglykolu (PEG) do kultiva¢nich médii.

Osmoticky stres navozeny PEG 6000 se projevil u obou ovocnych druht.
U explantati rostlin kultivovanych v mediu s ptidavkem PEG byl pozorovan pokles
obsahu vody, ktery se projevil vadnutim rostlin a staenim jejich listd.
U stresovanych rostlin doSlo k zastaveni zvétSovani listové plochy. Mira
zmenSovani listové plochy se mezi ovocnymi druhy vyznamné neliSila.
U stresovanych explantatd bylo dale sledovano Zloutnuti nebo hnédnuti listt.

Stres ze sucha zplsobil zmény koncentraci asimila¢nich pigmenti u odrtid jablon{
i treSni. U rostlin s pfidavkem PEG 6000 v kultiva¢nim mediu byl pozorovan pokles
obsahu chlorofylii a a b. U odrtd jabloni bylo pii PEG5 zaznamenano zvySeni
koncentrace karotenoidli oproti kontrolnim rostlindam. S dal$im zvySovanim
koncentrace PEG 6000 v kultiva¢nim mediu byl zjiStén pokles obsahu karotenoidi.
Jiny priibéh zmén koncentraci karotenoidii byl sledovan u odriid tresni, kde
u vSech odriid s vyjimkou odriidy ‘Kastanka‘ doslo pti koncentracich PEG5, PEG10
a PEG25 ke zvySeni obsahu karotenoidli v porovnani s kontrolnimi rostlinami.

Osmoticky stres navozeny pridavkem PEG zpiisobil oxida¢ni stres. ZvySené
hodnoty ROS u stresovanych rostlin zpiisobily peroxidaci bunéénych membran
a produkci MDA. Hodnoty MDA byly celkové vyssi u odriid jabloni. Stres ze sucha
dale zptlisobil zmény koncentraci prolinu u odrid jabloni a tfeSni. Hodnoty prolinu
byly celkové vyssiu odrid tiesni.

Na zakladé vysledkii hodnoceni morfologickych, fyziologickych a biochemickych
parametrl byly urceny odriidy potencidlné odolné viici stresu ze sucha. Vysledky
analyz jsou shrnuty v Tabulce 1. Poradi ovocnych odriid bylo odhadnuto
nasledovné: odridy jabloni ‘Malinové holovouské‘ > ‘Car Alexander’ > ‘Fragrance’ >
‘Rubinstep’ > ‘Idared’ a odriidy tfeSni ‘Kastanka‘ > ‘Regina‘ > ‘Napoleonova‘ >
‘Sunburst’ > ‘P-HL-C".

Vysledky jsou vSak piredbéZné. Pro lepsi charakteristiku odrtid z hlediska odolnosti
vUci stresu ze sucha bude v budoucnosti nezbytné provést dal$i analyzy zamérené
na stanoveni obsahu antioxida¢nich enzymi, stresovych hormonii a osmoticky
aktivnich latek.
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Tabulka 1 Odolnost odrid jabloni a tire$ni viici stresu ze sucha
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1. Priloha 1 SloZeni zakladniho pevného Murashige & Skoog (MS) media pro
kultivaci in vitro kultur (Murashige et Skoog 1962). s. 18

2. Priloha 2 Vliv rtizné koncentrace PEG 6000 na vybrané morfologické
a fyziologické parametry (Kovalikova et al. 2020). s. 25, 26

3. Priloha 3 Physiological Responses of Apple and Cherry In Vitro Culture
under Different Levels of Drought Stress (Kovalikova et al. 2020).
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Priloha 1

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

Slozka mg.l! | Slozka mg.l-1
NHsNO3 1650 | CuSO4- 5H,0 0,025
KNO; 1900 | Na:EDTA - 2H,0 37,3
HsBO; 6,2 FeS04- 7H;0 27,8
KH,PO,4 170 Thiamin 0,1
KI 0,83 Pyridoxin 0,5
Kyselina

Na;MoO, - 2H,0 0,25 nikotinova 0,5
CoCl;- 6H,0 0,025 | Glycin 2
CaCl;- 2H,0 440 Sacharé6za 30000
MgS0,4- 7H,0 370 Myo-inositol 100
MnSO04- 4H,0 22,3 Agar 7000
ZnS04- 7H,0 8,6 pH 5,8




Priloha 2

Tabulka 3 Vliv riizné koncentrace PEG 6000 na cerstvou hmotnost, obsah vody a listovou plochu u in vitro kultur 5 odrid jabloni. Data znamenaji + SDs

(n = 3). Hodnoty ve sloupci se stejnym pismenem (pismeny) se podle Tukeyova testu vyznamné nelisi (P <0,05) (Kovalikova et al. 2020).

Odriida Koncentrace Cerstva hmotnost Hmotnost susiny Obsah vody Listova plocha
PEG (g1 @ ) (%) (mm?)
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 0.12£0.01 ab 84.88+1.06 efghij 264.9+35.0 fghi
Malinové Holovouské 10 0.23£0.04 ef 0.12+0.01 ab 83.49+0.56 ijk 126.4£29.5 1
25 0.27+0.10 def 0.14£0.03 ab 83.03+0.22 jklm 152.8422.7 1
50 0.40£0.07 abedef 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 §9.95£0.41 ab 720.0£90.8 b
5 0.41£0.12 abedef 0.16+0.02 ab 87.23+0.73 cdef 527.4+42.1 cd
Fragrance 10 0.40+0.06 abedef 0.10£0.001 b 86.75+0.63 cdefg 356.5£71.6 efg
25 0.17+0.05f 0.11£0.01 ab 83.17+0.93 jklm 227.7+43.3 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 abed 451.9+87.0 de
5 0.35£0.07 abcdef 0.1940.02 a 88.48+0.59 abed 327.6+49.2 efgh
Rubinstep 10 0.47+£0.05 abcde 0.16+0.02 ab 87.30%0.39 bede 201.3£11.3 ghi
25 0.29+0.04 cdef 0.16£0.01 ab 84.01+0.73 hij 134.0+£16.211
50 0.30£0.04 cdef 0.14£0.01 ab 84.22+0.62 ghij 156.4£17.211
0 0.55+0.17 abc 0.17+0.04 ab 87.62+0.98 abed 952.1£1105 a
5 0.52+0.11 abed 0.16£0.01 ab 87.93+0.56 cdef 487.9+52.7 cde
Idared 10 0.42+0.08 abcdef 0.18+£0.03 a 83.55%1.24 ijk 412.0£59.7 def
25 0.21£0.06 ef 0.11£0.02 ab §0.47£1.28 m 215.4+26.7 ghi
50 0.47£0.13 abcede 0.1940.04 a 80.56+1.17 Im 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 be
5 0.51%0.13 abed 0.19x0.06 a 88.61+1.07 abc 521.9£38.9 cd
CAR Alexander 10 0.39£0.03 abcdef 0.14%0.01 ab 86.41+£0.85 cdefgh 358.8£26.9 efg
25 0.31£0.05 bedef 0.13£0.02 ab 86.62+0.51 cdefgh 278.2+67.7 fghi
50 0.36=0.05 abedef 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 riizné koncentrace PEG 6000 na cerstvou hmotnost, obsah vody a listovou plochu u in vitro kultur 5 odrid tire$ni. Data znamenaji + SDs

(n = 3). Hodnoty ve sloupci se stejnym pismenem (pismeny) se podle Tukeyova testu vyznamneé nelisi (P <0,05) (Kovalikova et al. 2020).

Odriida Koncentrace Cerstvd hmotnost Hmotnost susiny Obsah vody Listova plocha
PEG (g'1) (® (@ (%) (mm?)
0 1.32+0.14 be 0.16%0.003 bed 88.49%0.84 ab 1030.3x4.1 ¢
5 0.71£0.12 efghij 0.14+0.03 d 86.96+1.12 abede 745.6+14.0 fghi
Regina 10 0.60%0.12 ghij 0.16%£0.04 bcd 87.14%0.58 abcde 662.8+58.0 hi
25 1.89£0.21 a 0.15£0.03 bed 87.31£1.06 abced 689.8+62.7 ghi
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 abe 86.55+1.19 abcde 1586.9+17.9 a
5 0.66+0.16 fghij 0.18+0.08 abed §5.61+1.00 bedefg 951.7+46.5 cde
Napoleonova 10 0.75%£0.17 defghij 0.16+0.01 bed 85.76+0.81 bedefg 892.9+69.9 cdef
25 1.33£0.19 be 0.18+0.003 abed 86.20+0.87 abcdefg 650.9+104.1 hi
50 1.10£0.02 bedefg 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 86.39£1.14 abedef 762.9£70.0 efghi
Kastanka 10 0.97£0.17 cdefghi 0.20£0.05 abed 87.16+0.66 abede 989.0£76.9 cd
25 0.4320.09 j 0.13x0.02d 84.10£0.93 efgh 435.8£80.1 jki
50 0.97+0.09 cdefghi 0.24£0.04 abc 83.27+0.86 fgh 436.2492.8 jkl
0 0.89%0.10 cdefghij 0.20%0.02 abed 89.12+1.01 a 1534.1+108.6 a
5 1.16£0.27 bedef 0.20£0.01 abed 85.30+1.20 cdefg 1286.5+£81.1 b
Sunburst 10 1.24£0.22 bede 0.19%0.01 abed 84.22+1.19 defgh 742.0£72.2 fghi
25 1.0520.33 cdefgh 0.19£0.02 abed 83.15+1.23 gh 677.3£50.2 hi
50 0.72+0.23 defghij 0.15+0.03 bed 81.52+1.03 h 392.2464.0 jki
0 1.37+0.19 abc 0.17+0.04 abed 88. 58+0.66 ab 823.14£53.0 defgh
5 0.89+0.25 cdefghij 0.24+0.02 ab 88.49+1.35 ab 649.9+4.7 hi
P-HL-C 10 1.25+0.08 bed 0.15+0.03 bed 87.59+0.96 abc 667.7+35.5 hi
25 0.54£0.10 hij 0.18+0.03 abed §5.94+0.93 bedefg 360.4+38.7 kl
50 0.44+0.02 ij 0.26=0.01 a §5.64+1.04 bedefg 252.4+39.01



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 riizné koncentrace PEG 6000 na obsah chlorofylii a karotenoidi u in vitro Kultur 5 odrid jabloni. Data znamenaji + SDs (n = 3). Hodnoty

ve sloupci se stejnym pismenem (pismeny) se podle Tukeyova testu vyznamné nelisi (P <0,05). FW(cerstva hmotnost) (Kovalikova et al. 2020).

Odriida Koncentrace Chlorophyl a Chlorophyl b Chlorophyly a + b Karotenoidy
PEG (g 1) (mg g' FW) (mg g' FW) (mg g' FW) (mg g' FW)
0 0.82+0.06 cdef 0.33+0.05 abed 1.15£0.11 bed 0.15%£0.01 abedefghi
5 0.80+£0.06 cdefg 0.2240.02 def 1.01£0.08 bedefg 0.19+£0.02 abed
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 0.2440.03 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£0.01 abcdefgh
Fragrance 10 0.54£0.12 ghij 0.2240.05 def 0.76+0.17 efgh 0.11£0.02 efghi
25 0.39+£0.111jj 0.15£0.04 0.53£0.15h 0.08+0.02 hi
50 0.45%£0.06 hij 0.194£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 abce 0.20+0.05 abc
5 0.91£0.07 bed 0.24£0.02 cdef 1.15£0.13 bed 0.21£0.02a
Rubinstep 10 0.65+0.13 efgh 0.25+0.05 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 0.65£0.10 gh 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 0.86+0.08 cdef 0.24%0.03 cdef 1.10£0.11 bede 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 bedefghi
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£0.01efghi
0 1.13%0.11 ab 0.48+0.02 ab 1.61+0.13 a 0.17£0.05 abcde
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 abcedef
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 bede 0.30£0.12 cde 1.20£0.22 bed 0.20+0.02 abc




Tabulka 6 Vliv riizné koncentrace PEG 6000 na obsah chlorofylii a karotenoidii u in vitro Kultur 5 odrid tieSni. Data znamenaji + SDs (n = 3). Hodnoty
ve sloupci se stejnym pismenem (pismeny) se podle Tukeyova testu vyznamné nelisi (P <0,05). FW(Cerstva hmotnost) (Kovalikova et al. 2020).

Odriida Koncentrace Chlorophyl a Chlorophyl b Chlorophyly a + b Karotenoidy
PEG (g1 (mg g' FW) (mg g! FW) (mg g’ FW) (mg g FW)
0 1.16%0.04 abc 0.47+0.01 abced 1.63%+0.05 abced 0.14£0.01 ¢
5 0.96+0.23 be 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 abedef 1.55£0.13 abed 0.23%£0.05 abc
25 0.90£0.09 be 0.36+0.04 cdef 1.26+0.12 bed 0.16£0.01 be
50 0.80£0.04 ¢ 0.32£0.01 cdef 1.12£0.05 d 0.15£0.001 be
0 1.32+0.21 ab 0.56x£0.08 a 1.89=0.29 a 0.15£0.02 be
5 0.89£0.07 ¢ 0.24£0.02 f 1.13£0.10d 0.23£0.01 abce
Napoleanova 10 1.19+0.12 abc 0.45+0.04 abced 1.63%+0.16 abced 0.21£0.02 abc
25 1.19+0.10 abc 0.46%0.04 abced 1.65+0.14 abed 0.20=0.02 abc
50 0.93£0.17 be 0.35£0.13 cdef 1.28+0.29 bed 0.20£0.05 abce
0 1.39+0.13 a 0.42+0.06 abede 1.82+0.09 ab 0.30£0.08 a
5 1.21+0.09 abc 0.46%0.04 abed 1.67+0.12 abed 0.21%0.02 abc
Kastanka 10 0.89+0.19 abc 0.35£0.06 cdef 1.2420.26 bed 0.14£0.05 ¢
25 0.97£0.09 abc 0.39+0.05 abedef 1.36%+0.14 abced 0.15+£0.001 be
50 0.96+0.07 abc 0.40%0.03 abcdef 1.36+0.10 abed 0.16+0.01 be
0 1.22+0.18 abc 0.55£0.09 ab 1.76£027 abc 0.15£0.02 be
5 0.98+0.09 abc 0.30£0.03 def 1.38+0.17 abced 0.25£0.03 ab
Sunburst 10 1.02+0.07 abc 0.39+0.03 abedef 1.41+0.10 abed 0.19£0.01 be
25 1.14%0.16 abc 0.39£0.07 abedef 1.53+0.20 abced 0.24£0.05 abc
50 0.89+0.08 be 0.37£0.03 cdef 1.2620.11 bed 0.15£0.01 be
0 1.12+0.23 abc 0.48=0.09 abc 1.60+0.33 abed 0.14=0.03 ¢
P-HL-C 5 0.95+0.18 be 0.27£0.04 ef 1.22+0.22 cd 0.21£0.05 abc
10 0.82£0.02 ¢ 0.33£0.01 cdef 1.14£0.02 d 0.15£0.01 be
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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 their tolerant or resistant cultivars
is beneficial for crop breeders to produce more resistant plants. We studied five apple (“Malinoveé
holovouské”, “Fragrance”, “Rubinstep”, “Idared”, “Car Alexander”) and five cherry (“Regina”,
“Napoleonova®”, "Kastanka”, “Sunburst”, “P-HL-C") cultivars for their adaptation in response to
progressive droughtsiress. The reaction of an in vitro culture to osmotic stress simulated by increasing
polyethylene glycol (PEG) concentration in medium was evaluated through the morphological (fresh
and dry weight, water content, leaf area), physiological (chlorophyll and carotenoids 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 damage of plants under water deficiency conditions occurred to be
important indicators of 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
well as among cultivars within single plant species.

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. Low 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 beneficial
for crop breeders to produce more resistant plants, which could help to maintain the food security
under the conditions of the warming world [1]. 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

Agronony 2020, 10, 1689; doi:10.3390/agronomy 10111689 wwwmdpi.comfjournalfagronomy


mailto:dominika.dobrovolna@uhk.cz
http://vSuo.cz

Agronony 2020, 10, 1689 2of13

negatively affects several physiological processes including photosynthesis, respiration, nutrient
uptake, and metabolism and causes a complex of physio-biochemical responses [3].

Under water deficit conditions, water uptake by the roots is impaired. This causes the reductionin
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 associated with decrease
in the transpiration surface presents a very important water 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 2 and b, and carotenoids [7]. A significant reduction in chlorophyll content under water
stress conditions has been reported for many plant species [8-10]. 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 (ROS) such as hydrogen peroxide (Hz0;) or
superoxide radicals (O*"). 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, malondialdehyde (MDA) as a product of
acid peroxidation is accumulated in the plant. Thus, the determination of the MDA content can 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 al. [17] 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
("Malinové holovouské”, “Fragrance”, “Rubinstep”, “ldared”, “Car Alexander”) and five cherry
(“Regina”, “Napoleonova”, “Kastanka”, “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 cultivars in relation to abiotic stress.

Main Feature in Relation to Cultivar (Cherry) Main Feature in Relation to
Abiotic Stress ry Abiotic Stress

Low drought resistance [18].

Cultivar (Apple)

High resistance to

e i Sufficient frost resistance [19]. Hegina rain-induced splitting [20].
. . Low resistance to
R
Fragrance G'S:?:t t:‘::::gg]and Napoleonova rain-induced splitting [20)].
Spring ) ' Tolerant to drought [22].
. Resistant to winter and . High resistance to
Rubinstep spring frosts [23]. Rakbinkn rain-induced splitting [20].

Very resistant to frosts.
Idared Sensitive to winter frosts [24]. Sunburst High resistance to
rain-induced splitting [25].

Very low drought resistance.

Car Alexander High frost resistance [ 19].

P-HL-C Resistant to winter frosts [26].

2. Materials and Methods

2.1, Plant Material and Experimental Conditions

Selected genotypes of apple (Malus x domestica) and cherry (Prunus avium) were produced in vitro
from donor shoots collected in the Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd.,
Czech Republic. In vitro explants were cultured on 25 mL of modified solid (7.0 g L' agar) Murashige
and Skoog (MS) medium [27] with 6-aminobenzylpurine (BAP) as the shoot growth stimulant at
a concentration of 15 mg L™! in 100 mL Erlenmeyer flasks capped with aluminum foil. pH 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/8 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~! to the basal medium (which is equivalent to 0%, 0.5%,
1%, 2.5%, and 5% (w/v) PEG-6000), labelled as PEGD, PEGS5, PEG10, PEG25, and PEG50, respectively.
All parameters were measured in plants cultivated at a rate 4 pieces per flask on media (with or without
PEG-6000) for 30 days. Atleast three independent measurements were carried out for each cultivar
and each concentration.

2.2. Determination of Fresh and Dry Weight, Water Content, Leaf Area

Each explant cultivated under the same conditions was weighed on analytical 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 0.7-1.3 g and then
analyzed by a moisture analyzer (MB27, Ohaus, NJ, USA). The leaves were photographed (PowerShot
G116, 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 [28].
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2.3, Determination of the Chlorophiyll and Carotenoids Content

The contents 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. [29].

2.4, Determination of Reactive Oxygen Species and Malondialdeinyde

Homogenates in potassium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) were used for determination
of reactive oxygen species. The content of hydrogen peroxide was determined using the TiCly
method (410 nm) with HyO; as a standard. Superoxide radical was measured as a nitrite produced
by the reaction in a mixture of homogenate, 10 mM hydroxylamine, 17 mM sulfanilamid, 7 mM
c-naphtylamine, and diethyl ether (530 nm). Sodium nitrite was used for calibration [30].

The extent of membrane lipid peroxidaticn was expressed as the amount of MDA, Trichloroacetic
acid (TCA) homogenates were mixed with TCA-thiobarbituric acid (TBA) solution and heated for
30 min at90 °C. The samples were analyzed after rapid cooling at a wavelength of 532 nm. The MDA
contents were calculated using the extinction coefficient of MDA-TBA complex (155 mM ! em™'} and
expressed as umol MDA g~ FW [30].

2.5, Statistical Analysis

Statistical differences amon g the treatments and cultivars were evaluated using analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey test (p < 0.05) in Minitab v. 19 softwere (Minitab LLC, Coventry, UK).
Number of replications (n) in tables/figures denotes individual samples measured for each parameter.

3. Results

3.1, Plant Growth, Water Content, and Leaf Area

The overall appearance of the in vitro explants in both fruit 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 water stress in both plant species. These symptoms
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 surmmmarized in Figure 2 (detailed data are given in
Supplementary Materials—TablesSupplementary Materials—Tables S1 and 52).
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Figure 1. Effect of different concentration of polyethylene glycol (PEG-6000) on the growth and appearance of the in vitro culture of apple cultivar “Idared” (A) and
cherry cultivar “Sunburst” (B); Numbers indicate PEG concentration in g L™
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Figure 2. Effect of different concentration of PEG-6000 on content of fresh weight (g), dry weight
(g), and leaf area (mmz} in in vitro culture of apple (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).

Adecreasein FW with increasing concentration of PEG in comparisonwith 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 PEGS0, for “Idared” in PEG25, and for “Car Alexander”
in PEG25. Within the cultivars themselves, the lowest FW in PEGO plants was recorded for cultivar
“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 PEGO plants was observed in cultivars “Regina” (PEG 5, PEG 10, and PEG25),
“Napoleonova” (PEG5 and PEG10), and “P-HL-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
“Idared” 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 Confent

Drought stress induced by PEG negatively influenced the content of chlorophylls in all cultivars
of both tested species. Figure 3 and Table 53 show that increased concertation of PEG in apple cultivars
resulted in simultaneous depression of chlorophyll @ and b. The lowest level of chlorophyll a in PEGO
plants was observed in the cultivar “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 concentraticns of
chlorophyll @ 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 PEGD plants was observed in “Kastinka” while the 1.2 times lower cne in
the “P-HL-C” cultivar. An 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 PEG5 plants, with the exception of the cultivar “KaStinka”, where it was
observed at the concentration PEG10.

B 120

A1 BEPEGS @PEGI0 =2PEG2S mPEGS0

CHLORGPHYLL A

Regina Napwleom Kawinks Sunlburst P-HL-C

CHLOROPFHYLL 8

Malimove Fragranos Rulbinstep Idawed Car Alezader Regiua Napoleos Kok ST P-HL-C
Ttk

CAROTENMMDS

Alexmder

Malnové Fragrance
holoveuske

Rubimstiep

Reging

Figure 3. Effect of different concentration of PEG-6000 on content of chlorophyll a (mg g~' FW),
chlorophyll b (mg g~' FW) and total carotenoids (mg g~ FW)in in vitro culture of apple (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),
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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 (PEG5) was used with most significant effect only
in “Fragrance”. A similar accumulation trend was also recorded for cherries. A significant increase
was observed only in “Sunburst”. In contrast, the highest values were reached in “Kastanka” PEGD
plants. Higher PEG concentrations led in apples to a decrease in carotenoids content below the level of
control plants (FEGD).

3.3. Oxidative Status and Membrane Damage

Figure 4 showed that PEG-induced osmotic stress slightly affected the overall oxidation status of
the plants. Hy (3 levels were generally higher in both PEG0 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 HyO; increase due to PEG was pronounced. On the contrary, relatively high values with
their increase comparable to cherries, were 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
momnitored 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, 2.5 times (PEG25) and 3.1 times (PEGS0), respectively. Within cherries, the most significant
increase in superoxide radical was recorded in the cultivar ‘P-HL-C’, amounting for 1.8 times compared
to PEGO plants.
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Figure 4. Effect of different concentration of PEG-6000 on content of hydrogen peroxide (umol g™ FW) and
superoxide radicals (ug g'l FW) in in vitro culture of apple and cherry cultivars. Error bars represent
means + 5Ds (n = 3). Values within column, followed by the same letter(s), 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 MDA (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 "Malinové
holovouské”. The MDA 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 PEG0 values
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found for apple cultivars. The increase due to the increasing concentration of PEG was 2.3 and 2.7 times
more pronounced for “KaStinka” and “Napoleonova”, respectively.
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Figure 5. Effect of different PEG-6000 concentration on content of malondialdehyde (umol g~ FW)
in in vitro culture of apple and cherry cultivars. Error bars represent means + SDs (n = 3). Values
within column, followed by the same letter(s), are 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 threat 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 [38] that drought tolerant genotypes displayed less damage
than the susceptible counterparts. The results of our study demonstrate a negative relationship 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 holovouske”
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 “Malinové holovouské”. “Napoleonova” is reported as a tolerant
cherry to drought [22]. 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 and/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 photosynthetic 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 experiments 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 [39] and
Prunus [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. [41] who noticed a significant decrease in
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chlorophyll @ 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 B-carotene [41] that is a
major defense to generation of singlet oxygen in photosynthetic tissue through direct quenching of
triplet chlorophyll. Severe stress reduced p-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 lipid-protective antioxidant plays a direct photoprotective 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 [40-42].

One of the many manifestations of negative environmental stimuli is the formation of ROS,
including hydrogen peroxide, superoxide, and hydroxyl 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 H2O; 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 MDA content, a product
of ROS-mediated oxidation of polyunsaturated membrane lipids. Oxidative damage to membranes
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 MDA 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 MDA as in the present study. Zhong et al. [46] studied five
kiwifruit species that differed significantly in MDA accumulation. Drought-sensitive Malus hupehensis
apples had a higher H,0O, rate and superoxide radical generation and subsequent lipid peroxidation
in comparison with drought-tolerant M. prunifolia [37]. In our case, the increase in H;O; and MDA
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 understanding, it is necessary to determine the activity of enzymes such as
catalase, ascorbate peroxidase, superoxide dismutase, as well as levels of other antioxidants such as
ascorbic acid, phenolic substances, and total plant antioxidant activity.

In vitro tissue culture represents a biotechnological technique that has been used to genetically
improve cultivars and rootstocks. Another option enabling an increase in the stress resistance in
many plant species is the so-called polyploidization. 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 MDA 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 drought-like
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 production that could be 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” > “Regina” > “Kastanka” = “P-HL-C” =z “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 the apple and cherry 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 are available online at hitp://www. mdpi.com/2073-4395/10/11/1689/s1,
Table 51: Effect of different concentration of PEG-6000 on fresh weight, dry weight, water content, and leaf
area of in vitro culture of apple cultivars. Data are means + 5D (n = 3). Values within column, followed by the
same letter(s), are not significantly different according to Tukey's test (p < 0.05),, Table 52: 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 + 5D (n = 3). Results of statistic are the same as in Table 51, Table 53: Effect of PEG-6000
concentration on chlorophylls and total carotenoids contents in in vitro culture of apple cultivars. Data are means
+5Ds (n = 3). Results of statistic are the same as in Table 51, Table 54: Effect of PEG-6000 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 51.
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