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Ve stfedni Evropé se monokultury smrku ztepilého (Picea abies L.) stavaji ¢im dal ¢astéji tercem napadeni
lykozroutem smrkovym Ips typographus. Divodem jsou mimo jiné nasledky klimatickych zmén, jako je
akutni &i dlouhodobé sucho, jehoZ nasledkem stromy ztraci obranyschopnost proti klirovclm. Obrana
stromU proti hmyzu zahrnuje sit biochemickych mechanismda. Klicovym je rozdéleni nestrukturalnich
sacharidovych substrat, jako zdroja uhliku a energie do primarniho metabolismu (rist a rozmnozovani),
a do sekundarniho metabolismu (syntéza obrannych latek). Cilem této diplomové préce je v reSersni ¢asti
shrnout poznatky o distribuci nestrukturélnich sacharidii v suchem stresovanych smrcich a jejich vztah

k obrannym schopnost strom(. Déle vyvinout metodiku stanoveni obsahu vybranych nestrukturalnich
klicovych kratkych sacharid( v kdfe a lyku akutné suchem stresovanych smrk( a porovnat ji s obsahem ve
smrcich pfirozené zavlaZzovanych. Na zdkladé vysledk( potom diskutovat jejich roli v reakci strom( na
akutni stres z hlediska ukladani a distribuce nestrukturalnich sacharid(.

Metodika

Experimentalnivzorky byly sesbirany na plose, kde jsou smrky ztepilé vystaveny kontrolovanym podminkam
sucha v okrese Praha-vychod v Kostelci nad Cernymi lesy v lesich Les(i €ZU. Na tfech plochéch je instalovano
zastfeSeni zamezujici pfivodu vody k vybranym maonitorovanym stromim a stromy kontrolni bez zastfese-
ni. Vzorky pro urceni obsahu nestrukturalnich sacharid( byly odebrany po 5 a 7 mésicich zastreseni, kdy
stromy jiz trpély akutnim stresem suchem. Nestrukturalni sacharidy jako glukéza, fruktéza, sacharéza, ra-
finoza atd. budou stanoveny pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC/MS). Vzorky floému
(N=100) budou po odebrani skladovany pfi teploté -80 °C a pred analyzou drceny v kapalném dusiku, prasek
bude lyofilizovan a po extrakci extrahovan HPLC qTOF-MS (kvalitativni tandemova kapalinova chromatogra-
fie s hmotnostni spektrometrii). Data budou podrobena statistické analyze. Data byla sesbirana v sezoné
2021, vzorky jsou zpracovany a analyzovany v roce 2023 v srpnu az prosinci, literarni reSerSe bude napsana
do konce roku 2023 a koneéné kompilovani prace bude probihat v lednu aZ dubnu 2024.
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Abstrakt

Predkladana prace shrnuje v reSerSni €asti soucasné znalosti o vlivu stresu suchem na
fyziologii, metabolismus a obranu na stromy a rostliny. Nasledn¢ v praktické ¢asti se pak
zabyvd méfenim pfirdstu kmene, a obsahu klicovych nutriénich nestrukturdlnich
sacharidl a tim, jak brouci akceptovali akutné suchem stresované smrky ztepilé o péti az
sedmi mésicich bez pfisunu srazkové vody. Pfisunu srdzkové vody se zamezilo
zastfeSenim skupiny stromti ve vysi 1 az 2 metrd kmene. Jednotlivé cile pak byly:
vyhodnoceni vlivu akutniho stresu suchem na obsah nestrukturalnich sacharida v 1yku,
vyhodnoceni vlivu zmén v radidlnim pfirdst kmene (zpomaleni) na obsah
nestrukturdlnich sacharidii a akceptovanim samcl lykozrouta smrkového Ips
typographus, téchto akutné suchem stresovanych stromt. v souvislosti s obsahem
nestrukturalnich sacharidi. V prvni cCasti reSerSe je vénovana pozornost vodnimu
potencialu v souvislosti s rostlinami a dopadu na transport latek, dale pak mechanismim,
jakym rostliny na stres zpisobeny suchem reaguji, a nasledné syntéze a distribuci
nestrukturalnich sacharidii v rostlinach a stromech. V praktické ¢asti je stanovenych cili
pak dosazeno méfenim obsahu nestrukturalnich sacharidii v Iyku pomoci vysokotlaké
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci, métenim radidlniho pfirtistu kmene
dendrometry a nevybérovymi testy akceptovani stromi s Iykozroutem smrkovym. Byly
porovnany stromy zastifeSené a kontrolni, které mély piirozeny pfisun srazkové vody.
Vzorky na analyzu obsahu nestrukturalnich sacharidii byly odebirany z lyka. Samotna
kvalitativni a kvantitativni analyza probihala sptazenou metodou vysokotlaké kapalinové
chromatografie s vysokym rozliSenim (HPLC) spolecné s hmotnostni spektrometrii
s kvadrupolovym analyzatorem doby priletu (QTOF-MS). Ke kalibraci byly pouzity
Cisté¢ standardy sledovanych latek spolecné s trehalozou. Na zdklad¢ vysledkii bylo
zjisténo, ze akutni stres suchem zvysSuje koncentraci glukozy a fruktozy v lyku. Déle, ze
koncentrace téchto dvou sacharid negativné koreluje s s radidlnim pfirtistem kmene a
nakonec, Ze akutnim suchem stresované stromy byly vice akceptovany Ips typographus
po 6ti mésicich zastfeSeni nez stromy piirozené zavlazované. Akceptovani stroml

brouky, pozitivné korelovalo s obsahem glukoézy a fruktozy.

Klicova slova: Nestrukturalni sacharidy, Stres suchem, Smrk ztepily, Picea abies



Abstract

The present work summarizes in a research section the current knowledge on the effects
of drought stress on physiology, metabolism and defense on trees and plants. Then, in
the practical part, it discusses the measurement of stem growth, and the content of key
nutritional non-structural carbohydrates, and how beetles accepted acutely drought-
stressed the Norway spruce trees after five to seven months without rainwater supply.
Rainwater inflow was prevented by shading a group of trees at 1 to 2 m of trunk height.
The individual objectives were then: to evaluate the effect of acute drought stress on the
content of non-structural carbohydrates in the litter, to evaluate the effect of changes in
radial stem growth (slowing) on the content of non-structural carbohydrates and the
acceptance of male spruce bark beetle Ips typographus, these acutely drought-stressed
trees. in relation to non-structural carbohydrate content. The first part of the review
focuses on water potential in relation to plants and its impact on substance transport,
followed by the mechanisms by which plants respond to drought stress, and then the
synthesis and distribution of non-structural carbohydrates in plants and trees. In the
practical part, the objectives are then achieved by measuring the content of non-structural
carbohydrates in phloem using high-pressure liquid chromatography (HPLC) coupled
with mass spectrometer, measuring radial trunk growth with dendrometers and by non-
choice bioassay tests of the Norway spruce trees with bark beetle. Comparisons were
made between roofed area and control trees that had natural rainfall water supply.
Samples for analysis of non-structural carbohydrate content were taken from the phloem.
The qualitative and quantitative analysis itself was carried out by a coupled high-
performance liquid chromatography (HPLC) with quadrupole time-of-flight mass
spectrometry (QTOF-MS). Pure standards of the analytes of interest were used for
calibration together with trehalose. Based on the results, it was found that acute drought
stress increased the concentration of glucose and fructose in phloem. Further, that the
concentration of these two carbohydrates negatively correlated with radial stem growth
and finally that acute drought stressed trees were more accepted by Ips typographus after
6 months of roof cover than naturally irrigated trees. Tree acceptance by beetles, was

positively correlated with glucose and fructose content.

Keywords: Non-structural carbohydrates, Drought stress, Norway spruce, Picea abies
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1 Uvod

Klimatické zmény, v soucasnosti hlavn¢ ty spojené s globalnim oteplovanim,
patii k udalostem, kterym se vénuje velké mnozstvi vyzkumi. D&je se tak predevSim
proto, zZe jejich diisledky pocituji mnohé odvétvi, lesnictvi nevyjimaje (Lac, McHenry,
2014). K tomuto jevu dochazi nejspise z duvodu zvysujici se koncentrace sklenikovych
plynt v atmosféte, coz souvisi s industrializaci probihajici rozsahleji od prvni poloviny
19. stoleti, kdy se vyrazné€ proménil zplisob primyslové vyroby v diisledku primyslové
revoluce, radikalné se zintenzivnila zeméd¢€lskd vyroba a zpiisoby dopravy (IPCC,
2014). Se souvisejici zménou se piedpoklada nartst globalni teploty o 2-4 °C vedouci
k Cast&j$im asiln€j§im suchim. Tyto trendy piedstavuji vyzvy pro udrzitelné
poskytovani ekosystémovych sluzeb a zachovani biodiverzity v lesich (Allen et al.,
2010). Rist teploty, poptipad¢ zména distribuce srazek také mize ovliviiovat populacni
dynamiku hmyzu a nepfimo ovlivnit rlst stromi v¢etné jejich obranych mechanismii
vici riznym patogentim (Hart et al., 2014). Reakce jehli¢nant na tyto zmény jsou rizné,
coz je dano rozdily v jejich schopnosti odolavat stresu ze sucha. Rovnéz postradaji
uc¢inné mechanismy, které by se vyrovnavaly s proménlivym vodnim rezimem, a tudiz
je to ¢ini nachylnéjSimi k napadeni ktrovci (Peet a Christensen, 1987) Smrk ztepily
(Picea abies L.), hospodarsky nejvyznamnéjsi jehlinan v Evropé, ktery je Casto
vysazovan jako monokultura, se v poslednim desetileti potyka s rozsahlym napadenim
kiiroveem spolu se saprofytickymi houbami. V Cesku nahodila téZba kirovcového difvi
dosahla vrcholu v letech 2019 a 2020, kdy objem dfivi byl cca. 20 milionti m® za dva
roky.

Obranyschopnost jehlicnanti proti atakiim ktirovell je tvofena slozitym
komplexnim systémem biochemickych procesti produkujici sekundarni obranné
metabolity, mezi které se fadi terpeny tvofici podstatnou ¢ast pryskyfice a rozpustné
fenolické latky. Tyto metabolity maji v jehlicnanech konstitutivni charakter, poptipadé
po napadeni patogenem je jejich biosyntéza indukovana na genové urovni (Franceschi
et al., 2005). Produkce téchto metaboliti je do zna¢né miry zéavisla na vyvazené
distribuci zdroji uhliku, jenz je biosyntézou pieménovan na nestrukturalni sacharidy
(NSC, z anglického non-structural carbohydrates). Ty jsou ale dulezité v procesech
ristu, respirace, skladovani a odbouravani reaktivnich forem kysliku (ROS,

z anglického reactive oxygen species) zptusobenych stresem (Huang et al., 2020).
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V momenté, kdy jsou stromy vycerpané stresem ze sucha s néaslednou odpovidajici
odezvou takto celi biotickym atakim, dostupnost a alokace NSC se stfidaji

a obranyschopnost stromt je naruSena (Netherer et al., 2021).
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2 Cile

Cilem této diplomové prace je v reSerSni Casti shrnout poznatky o tvorbé, distribuci a
alokovani mezi rust, rozmnozovani a obranu nestrukturalnich sacharidii v suchem
stresovanych smrcich a jejich vztah k obrannym schopnostem stromu proti herbivortim.
V praktické ¢asti pak vyvinout metodiku stanoveni obsahu vybranych nestrukturalnich
klicovych, kratkych sacharidii v Iyku akutné suchem stresovanych smrkii a porovnat ji
s obsahem ve smrcich pfirozené zavlazovanych. Déle porovnat obsah téchto
nestrukturalnich sacharidli se zménami v pfirtistu akutné stresovanych smrki, a potvrdit
tak teorie distribuce sacharidii v podminkdch stresu u stroml. V nevybérovych

biotestech pak porovnat akceptovani suchem stresovanych stromti s obsahem sacharida.
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3 Literarni prehled

3.1 Reakce rostlin na stres

Rostliny v pribéhu svého Zivota byvaji vystaveny fadé neptiznivych faktort
vn¢jsiho prostredi, které mohou zpomalovat jejich zivotni funkce a v fad€ ptipadl vést
také k jejich tthynu. Neptiznivé vlivy vnéjsiho prostfedi oznacujeme jako stresory.
Pojmem stres rostlin pouzivdme pro souhrnné oznaceni stavu, v némz se rostlina
nachézi, pfitom se nejednd o ustileny stav, ale o dynamicky soubor mnoha reakci.
Stresové faktory se zpravidla rozdéluji na abiotické (fyzikalné-chemické) a biotické
(herbivorni zivocCichové, patogenni mikroorganismy nebo vzdjemné ovliviiovani).
Odezva rostlin na stres se oznacuje jako stresova reakce. V jejim pribéhu rozlisujeme
pét fazi (Obr. 1). Prvni takzvand poplachové faze zacind probihat ihned po naruseni
bunécnych struktur a funkci. K druhé fazi dojde v ptipadé, ze sila neptiznivého vlivu
neptekro¢i smrtici urovenl a dochdzi k mobilizaci kompenzacnich mechanismu. Faze
treti rezistentni vede ke zvySeni odolnosti rostliny vzhledem k plisobeni stresového
Cinitele. Toto zvySeni ovSem nemusi mit trvaly charakter. Pfi pfetrvavajicim a
intenzivnim pisobenim stresového Cinitele miize dojit na fazi vyCerpani. Pokud nedojde
k zastaveni stresového Cinitele, mize dojit k uhynu rostliny (Prochazka, 1998).

STRESS SYNDROME RESPONSES OF PLANTS

Phase Alarm Stage of Stage of Regeneration
without phase resistance exhaustion phase
stress

resistance
maximum

removal
of the stressor

response

new
standards

. stress

standard

res!i!u(,'(7 n

resistance
minimum

acute chronic damage,
damage cell death

Obrazek 1: Obecny koncept fazovych sekvenci a reakci vyvolanych u rostlin
vystavenych stresu. Rostliny pod vlivem stresu zacinaji ve standartnich fyziologickych
podminkach reagovat a prizpusobovat se. Jsou aktivovany odlisné reakce a obranné

mechanismy. Po odeznéni stresori mohou byt dosazeny nové standarty fyziologie

rostliny v zavislosti na dobé odstraneni a také na délce a intenzite stresu.

(Lichtenthaler, 1998).
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Samotny stres u rostlin je komplikovany z diivodi ptisedlého zpisobu zivota,
velkou mezidruhovou variabilitou a heterogenitou vnitiniho prostiedi (bunék, pletiv).
V ptirod¢ rostliny rostou za podminek ne vzdy pfiznivych a faktory prostiedi
obklopujici tyto rostliny mohou kolisat v rozsdhlych mezich, mnohdy az na hranici
existenéniho minima. Navic kterykoliv rostlinny druh od svého vzniku prochazi
spletitym selek¢nim sitem rozmanitych kombinaci vnéjSich podminek. Tato selekce
probihala na trovni fenotypovych projevl celého organismu. Prosperujici druhy proto
rozhodujicim kritériem byva Casto vyrovnanost ve vicero znacich. Limitujicich vlivi
pusobicich na rostlinu béhem kratké doby je obvykle vice a ptizptisobeni se k nim muze
klast protikladné pozadavky na funkcni 1 strukturni zmény. Oscilace vlivl prostiedi
(vody, teploty nebo zafeni) je rozmanita a nepravidelnd, tudiz jednoznacné idedlni
pfizpisobeni neni mozné. Pfizplsobenim chépeme veSkeré modifikace funkci a
struktury rostliny pod pusobenim urcité¢ho typu prostiedi zvysujici jejich zdatnost.
Ptizplisobeni mize mit povahu kvalitativni naptiklad syntéza latek nové struktury nebo
kvantitativni syntézou vét§tho mnozstvi jiz diive pfitomnych sloucenin. (Gloser, 1998).
V ekologické fyziologii kompromisy, napiiklad mezi riistem a obranou, oznacujeme
pojmem Groeth-defense trade-offs popt. cost-benefit analysis (Obr. 2). Dusledkem je
rozhodnuti o alokaci zdroji rostlin, coz ma za nasledek udrzet optimalni kondici a

zaroven reagovat na promeénlivé prostiedi (Ziist a Agrawal, 2017).
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Obrazek 2: Hypotézy interpretujici kompromis mezi riistem a obranou. Vrchni cast
urcuje kompromis mezi rustem (zelena) a obranou (oranzova) pri omezenych zdrojich.
Spodni cast je kompromis nezavisle na zdrojich. Hypotézy se vzajemné nevylucuji a
mohou piisobit v riiznych vnéjsich prostiedich. Leva osa oznacuje celkova procenta

dostupnych rostlinnych zdrojii pouzité k riistu nebo obrané (He et al., 2022).

3.1.1 Vodni deficit a stres

Voda je nezbytnou soucasti rostlinnych bun€k slouzici jako transportni médium,
pii vyméné elektronti a jako rozpoustédlo. Vodni deficit miZzeme oznacit mirnéjsi
formu vodniho stresu, kdy v rostlindch dochazi jenom k malym zménam obsahu vody.
Vodni stres miize byt zpisoben okolnostmi, mezi které patii samo o sobé sucho, vysoké
koncentrace soli v ptid¢€ a také chlad, kdy je mozny nedostatek disponibilni vody a hrozi
vycCerpani transpiraci. Tento nedostatek se projevuje v rostliné fadou fyziologickych
zmén: koncentrovanim rozpustnych latek v cytoplazmé, snizenim turgoru bunék
projevujicim se vadnutim, destabilizaci a zménou propustnosti membran. Nedostatek
vody méa také vliv na biochemické reakce (Bray, 1997). Pro posouzeni toho, jak
velkému vodnimu stresu je rostlina vystavena, se vyuziva charakteristik vychéazejicich

ze stavu vody v rostliné (vodni potencial bunck). To poskytuje spolehlivéjsi data, nez
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kterd lze ziskat z idaji o vod¢ v prostiedi napt. vlhkost plidy a vzduchu (Prochéazka,

1998).

3.1.1.1 Vodni potencial rostlin

Suchozemské rostliny jsou obvykle vystaveny vyparnym podminkam, protoze
vodni potencidl vody ve vzduchu v blizkosti listil je zpravidla velmi nizky. Vodu si
rostliny dlouhodobé nezadrzuji, nebot’ nemohou mit povrch listli neprodysné uzavieny.
Rostliny musi ze vzduchu pfijimat oxid uhlicity a také vyparem vody vyrovnavat
teplotni rozdily, ¢cimz se ochlazuji. Hlavnimi faktory ptsobicimi na vodni potenciél u
rostlin je koncentrace osmoticky aktivnich latek, tlak a gravitace. Vodni potencial (¥w)
se udava v jednotkéach tlaku, obvykle v MPa. Pocita se jako suma dil¢ich potenciali:
osmotického neboli koncentracniho (¥s), tlakového (¥Wp), gravitacniho (¥g)

a matricniho (m). Obvykle se vychazi z matematického vztahu

Yw=¥s+¥p+¥g+¥m|Pa] (1)

Vs osmoticky nebo také solutovy potencial z&visi na koncentraci, piesnéji na
aktivité¢ osmoticky aktivnich latek v bunééném roztoku a na teploté. Rozpusténé latky
snizuji volnou energii vody. V piipadé nizkého osmotického tlaku kapacita protoplastu
klesa az piestane vypliiovat prostor ohrani¢eny bunéCnou sténou a dochazi tzv.
plazmolyze (Pavlova, 2005).

Tlakovy (turgorovy) potencial ¥p ptedstavuje tlak bunécné stény z vnéjSku na
protoplast. Udava rozdil mezi tlakem v bunce a atmosférickym tlakem.

Vg gravitacni potencial souvisi s plsobenim gravitace a pozici vody
v gravita¢nim poli vzhledem k poloze, jenz je povazovéna za referencni

Matricni potencial ¥m je kapacita vrstvy vody o tloust’ce 1-2 molekuly, kterd se
uchovava v kapilarnich prostorech bunécnych stén, suché pudy, suchych semen nebo

siln& Ine k povrchiim bobtnajicich koloidi (Spinlerova, 2014).

U castych mezofytnich druht rostlin hodnoty mirného vodniho stresu. Prahova
hodnota pro riist nastava pii poklesu turgoru obvykle od —0.3 az —0,4 MPa. Stiedné
velky stres nastava, kdyz hodnoty dosahuji —0,5 az —1,5 MPa. V bunkach listu se

zvySuje koncentrace kyseliny abscisové, kterd ma za nésledek uzavirdni praducht, a

17



tim ovliviluje vyménu plynti. Okolo hodnoty —1,0 MPa dochazi k osmotickému
pfizptsobeni tvorbou aminokyseliny prolinu, betainu a nékterych cukrti. Pfi dal§im

snizeni vodniho potencialu do —2,0 MPa dochdzi k zdvaznym metabolickym zménam a

jedna se o stres velmi silny (Prochézka, 1998).

Tabulka 1: Minimalni hodnoty vodniho potencialu asimilacnich organu ruznych

ekologicky odlisnych skupin rostlin. Prevzato z odborné literatury

(Scholander et al., 1965; Merin et al., 1976, Berger et al., 1978; Richter, 1976).

Skupina rostlin Y in [MPa]
Vodni rostliny -1,2
Bazinné rostliny -1,5
Polni plodiny -1,5az-2,5
Travy -2,0az 2,2 (-4,5)

Dfeviny mirného pasma
Opadavé stromy a kete
Jehli¢nany
Rostliny oblasti s periodickym suchem
Tvrdolisté druhy
Druhy buse
Rostliny “garrigue
Poustni rostliny
Kefte
Sukulenty
Rostliny mangrovi

Halofyty

~1,5a2 2.5
~1,8 a2 2,5 (-6,0)

—3,5az-7,0
3,5az-8,0
—4,0 az 8,0

5,5 a2 9,0 (~16,0)
~1,8a2 2,0
~5,0 az 6.0

-3,0 a2 5.5 (-9,0)

sk I3 4 3 J4 4
V zévorkach jsou uvedeny extrémni hodnoty.

Pro posouzeni vody v rostlindch se vychazi z vodni bilance rostlin (2), kterd je

dana rozdilem mezi rychlosti pfijmu vody a rychlosti jeji ztraty:

Vodni bilance = absorpce - transpirace.
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Ptedpokladem je, Ze transpirace slouzi jako métitko vydeje vody. Jeji rychlost se
obvykle vyjadiuje v jednotkdch mnozstvi vody na jednotku cerstvé hmotnosti
fytomasy. Alternativné se mulize vztahovat absorpce a transpirace k obsahu vody
v rostlin€ a vyjadfovat obrat vody pfi transpiraci v mg vypaiené vody na g obsahu vody.
Rychlost vody udava procentualni podil obsahu v rostling€, jenz rostlina ztraci za urcity
Casovy interval a ktery je potfeba znovu piijmout z pudy, jestlize si ma zachovat
rovnovaznou vodni bilanci. Tu muze rostlina udrzet jen tehdy pokud se rychlost piijmu,
vedeni a vydeje vody vzajemné vyrovnavaji. Zaporna bilance nastava, jakmile pfestane
pfijem vody vyrovnavat potiebu transpirace. Rostlina z disledku nedostatku vody zazi
Stérbiny stomat, poklesne rychlost transpirace a ustavi se nova rovnovaha. Vodni
bilance tedy osciluje mezi zapornymi a kladnymi odchylkami v zévislosti na mnozstvi
vody a oslunéni. U oscilaci se musi vSak rozliSovat mezi kratkodobymi a dlouhodobymi
porusenimi této pohyblivé rovnovahy. Kratkodobé kolisani je spjato s béZznym rezimem
rostliny, vyznamnéj$i odchylky od rovnovahy nastdvaji v prib&éhu dne, kdy maji
rostliny na pfirozenych stanovistich vétSinou zapornou vodni bilanci, ktera se obnovuje
az v noci. Také béhem obdobi sucha, kdy se obsah vody v rostlin€ nestihne obnovit ani
za celou noc a tim vodni deficit vzrista az do obdobi, kdy ptijdou srazky, coz se miize

oznacit za sezonni kolisani vodni bilance (Larcher, 1988).

Z pohledu vodni bilance podle odliSného vodniho rezimu se rozd¢€lu;ji rostliny do
dvou zékladnich skupin na hydrostabilni (izohydrické) a rostliny hydrolabilni
(anizohydrické). Izohydrické druhy jsou schopny udrzovat optimalni obsah vody ve
svych pletivech po vétSinu dne, coz vede k udrzeni vodni bilance téchto rostlin témét
na nule. Tyto rostliny projevuji vysokou citlivost priduchti na nedostatek vody a jejich
kofenové systémy jsou obvykle velmi rozsahlé. DalSim cinitelem stabilizujici obsah
vody v protoplazmé jsou rezervy vody ulozené v zasobnich organech kofenti, dieva a
listech. K izohydrickym druhim nalezi stromy (ptiklad transpirace pro smrkové vyhony
zobrazen na (Obr. 3), nékteré travy, stinomilné rostliny a sukulenty. Anizohydrické
druhy naopak toleruji velké ztraty vody a zvySeni koncentrace bunécéné Stavy.
Protoplazma snas$i rychlé arozsdhlé vykyvy vodniho potencidlu bez poSkozeni.
K anizohydrickym druhiim patii hlavné cévnaté rostliny eurohydrického charakteru

(Larcher, 1988).
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Obrazek 3: Priibéeh transpirace smrkovych vyhonii za jasného srpnového dne, kterému
predchazelo obdobi sucha priblizujici (dva transpiracni vrcholy) se schématickému
diagramu izohydrickych druhii rostlin (Berger-Landefedt, 1936). Popisuje snizovani

transpirace pri deficitu vody. Nejdiive snizuji transpiraci stinné vétve na bazi koruny,

poté oslunéné vétve na okrajich spodni casti koruny a nakonec vétve na slunném

vrcholu koruny (Tranquillini, 1979).

3.1.1.2 Reakce rostlin na stres ze sucha

Primérni stresy zpiisobené abiotickymi Ciniteli pfispivaji ke vzniku sekundarnich
strest, napf. expozice ozonu vede k produkci ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS,
z anglického reactive nitrogen species). Sucho nebo mraz u rostlin zase vedou
k osmotickému stresu z vnéjSiho prostiedi, ktery poté zplisobuje osmoticky stres i ve
vnitinim prostiedi rostliny. Z tohoto divodu nelze zcela spravné posoudit intenzitu
priméarniho stresu s ohledem na celou rostlinu, protoze spousta stresorii zpusobuje
podobnou fyziologickou odezvu a rozdilné stresory mohou mit spolecné signalni drahy.
Vrozena nebo ziskana snaSenlivost k jednomu stresoru miize znamenat i zvysSenou
odolnost vuci stresoru jinému, napt. suchovzdornost a mrazuvzdornost (Tomaskova,
2016). Sekundarni stres zptisobuje naruseni nebo zménu mnoha fyziologickych procest
v rostlin€ ovliviiujicich stabilitu bilkovin nebo RNA, iontovy transport, spojeni reaket,

nebo jiné bunécéné funkce. Jakékoliv primarni naruSeni mize signalizovat rostling, ze
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doslo ke zmén¢ podminek v prostedi a ze je ¢as reagovat zménou existujicich cest nebo
aktivaci cesty reakce na stres. V dostupnych zdrojich je rozliSovano alespon pét riiznych
mechanismi na vnimani stresu. Fyzické vnimani se vztahuje na mechanické ucinky
stresu na strukturu rostliny nebo buiky. Naptiklad na smrStovani plazmatické
membrany od bunécéné stény beéhem sucha. Biofyzikalni vnimani mize zahrnovat zmény
v proteinové struktufe nebo enzymatické aktivité. Pfi suchu inhibici riznych enzymd.
Metabolické vnimani vychazi obvykle z detekce vedlejSich produkti hromadicich se
v buiikkach v disledku rozpojeni enzymatickych nebo elektronovych ptenosovych
reakci, hlavné ROS. Biochemické vnimani zahrnuje piitomnost specializovanych
proteint, které se vyvinuli k vnimani ur¢itého stresu. Naptiklad otevieni vapnikovych
kanalt, jenz mohou byt v endoplazmatickém retikulu, plazmatické membrang,
tonoplastu a transportuji Ca>" ionty do cytosolu, kde se na lokalizovanych mistech
vyskytuje dany enzym, ktery ma byt aktivovan. Epigenetické vnimani se vztahuje na
modifikace struktury DNA nebo RNA neménici genetické sekvence jako jsou zmény
v chromatinu, které se vyskytuji béhem teplotniho stresu. Kazdy z téchto mechanismt
vnimani stresu muze pusobit samostatné nebo v kombinaci k aktivaci signalnich
transdukénich drah. K nejcastéjSim spoleénym zméndm vedoucim ke zvySeni odolnosti
vici stresovym faktorim, respektive odpovédi na vjemy rostlin zplisobenymi stresem,
se miize zafadit tvorba stresovych proteini, zhaSeni ROS, tvorba stresovych

fytohormonii a tvorba osmoregulacnich sloucenin (Taiz et al., 2015).

Stresové proteiny jsou konstitutivni proteiny patiici k pravidelné vybavé vSech
genotypu. Za stresu se jejich cetnost mnohondsobné zvysSuje z diivodu vzriistu pocta
defektnich proteint. VétSina téchto proteinil je indukovana nespecificky, tedy riznymi

typy stresorti. Podle funkce se mizou zatadit do tfi skupin:

1) Molekularni chaperony slouzici kfizeni zmén konformace proteinli pfi

transportech pfes membrany a pii mirném poskozeni jsou schopny opravy.

2) Ubiviktin oznacujici defektni proteiny vétsiho rozsahu.

3) Protedzy rozkladajici vadny protein na aminokyseliny. Syntéza jinych stresovy
proteinii muze byt indukovana nékterymi dalSimi specifickymi stresovymi

faktory (Prochézka, 1998).
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ROS maji v rostlinnych systémech dvoji roli. Slouzi jako signalni molekuly pro
expresi genu, anebo to jsou toxické meziprodukty aerobniho metabolismu zpisobujici
poskozeni ¢i zanik buiikky. ROS mohou paralyzovat enzymy, oxidovat proteiny a
poskozovat DNA a RNA. Toho rostlina mize vyuzit pfi takzvané hypersensitivni
reakci, kdy je buiika napadena néjakym patogenem (napi. houbovym) a rostlina cilené
eliminuje buiiky po kontaktu houbové hyfy, ¢imz se vytvori ochranna nekroza a patogen
dale nema kam pokracovat. V rostliné jsou ROS tvofeny cestou enzymovych a

neenzymovych reakci (Piterkova, 2005).

ZhaSeni ROS probiha za pomoci neenzymatickych antioxidantd jejichz
vysledkem jsou nereaktivni molekuly se sdruzenymi valen¢nimi elektrony a
antioxida¢ni enzymy. Vyznamnymi antioxidanty jsou karotenoidy, které maji zasadni
vliv ve fotosyntéze, tokoferol (vitamin E) rozpustny v lipidech membran, askorbat
(vitamin C), polyaminy a flavonoidy. K antioxida¢nim enzymim patii predevSim
superxiddismutaza (SOD), jenz se vyskytuje v riznych podobach (Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD, Fe-SOD) a ve vétsin€ bunéénych organel. Superoxid katalyzuje na peroxid
vodiku, ktery je dale preménovan kataldzou predevSim v peroxizomech a
glyoxyzomech nebo askorbatparoxidazou v chloroplastech, poptipadé v cytozolu

(Prochazka, 1998).

Fytohormony jsou pfirozené vznikajici metabolity rostlin regulujici rist, vyvoj,
metabolismus rostlin a podili se na odolnosti vii¢i stresu. Hlavni funkce fytohormont
jsou bud’ stimulacni nebo tlumici, coz v fadé ptipadl zéalezi na koncentraci hormonu
(Tomaskova, 2016). Uéinek fytohormonu je vazan na receptor v podobé bilkoviny,
ktery je umistény na membrané buiiky a poté je prenaSen systémy druhych posli nebo
pronika ptimo do buiiky a vaZe se na rozpustny receptor v cytoplazmé, kde poté vznikly
komplex pronika do jadra. Zde se nasledné vyvola exprese nékterych genti (Prochazka,
1998). Rozlisujeme pét hlavnich ,klasickych® skupin fytohormonii podle chemické
povahy molekuly, tlohy, popt. u€inku ato auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu
abscisovou a etylén. Vedle téchto hormont existuji latky s riistoveé regulacni aktivitou.
Mezi né patii zejména brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova,

oligosacharidy a skupina fenolickych latek. Kromé téchto latek mtize ovliviiovat
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rostliny Casto s interakci s hormony izoprenoidy, slou¢eninami obsahujicimi dusik a

alifatickymi slouc¢eninami (Kozlowski et al., 1997).

Tvorbou osmoregulacnich slouCenin se rostlina osmoticky pfizpisobuje
vysychajici pid¢ hromadénim rozpustnych latek tak, aby se voda mohla pohybovat
puda-rostlina-atmosféra. Pfi snizeni vodniho potencidlu rhizosféry tykajici se
mikroprostiedi obklopujici kofen snizen¢ho v dasledku vodniho deficitu, rostliny
mohou pokracovat v piijmu vody jen tak dlouho, dokud je ¥w mensi nez v pidni vodé¢.
Osmotickéd adaptace je schopnost rostlinnych bunc¢k akumulovat rozpusténé latky a
vyuzivat je ke snizeni vodniho potencidlu (¥Pw) béhem osmotického stresu.
Ptizplisobeni zahrnuje pouze zvySeni obsahu rozpusténych latek v bunce, které je
nezavislé na objemovych zménach, jenz je dusledkem ztraty vody. Rostlina muize
pfijimat ionty z pudy nebo miiZe transportovat ionty z jinych rostlinnych orgéni do
kotene, a tim se zvySuje koncentrace rozpusténych latek v kofenovych bunkéch. Pti
transportaci iontll napfiklad ze zasolenych ptd, kde jsou ionty K", Ca*, Na* dobie
dostupné musi byt pfijem téchto kationta elektricky vyvazen piijmem anorganickych
aniontli CI" nebo produkei a vakuolarni akumulaci organickych kyselin jako je malat
nebo citrat. Nékteré ionty jako je sodik nebo chlorid jsou v nizkych koncentracich
nezbytné pro rust rostlin, ale ve vySSich koncentracich mohou mit $kodlivy vliv na
bunény metabolismus. lonty drasliku jsou potfebné ve vétsSim mnozstvi ale ve
vysokych koncentracich mohou mit na rostlinu neblahy vliv narusenim plazmatickych

membran nebo proteind.

Hromadéni iontii béhem osmotické upravy je pievazné omezeno na vakuoly, kde
jsou ionty udrzovany mimo kontakt s cytosolickymi enzymy nebo organelami. Po
zvyseni koncentrace iontll ve vakuole se zane zvySovat koncentrace také v cytosolu,
aby se zachovala jejich koncentrace vodniho potencidlu mezi obéma c¢éastmi.
Koncentraci v cytosolu zvysSuji latky nazyvajici se kompatibilni osmolity. Jsou to
organické slouceniny, které jsou v bunce osmoticky aktivni a ve vysokych
koncentracich nedestabilizuji membranu a nenarusuji funkci enzymu. Rostlinné bunky
toleruji vysoké koncentrace téchto slouceni bez Skodlivych tc€inkti na metabolismus.
Mezi bézné kompatibilni osmolity patii aminokyseliny (prolin, betain, glycin) a cukerné

alkoholy (sorbitol, mannitol) (Taiz et al., 2015).
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3.2 Tvorba cukru

Mezi vyse popsané zmény metabolismu u rostlin zapfi¢inéné suchem na Grovni
bunék, biosyntézu polyamidl a antioxidantli, zmény typu a obsahu osmotik, syntézu
fytohormonii, zmény vlastnosti membran nastavd zmeéna vztahu mezi bunécnym
dychanim a fotosyntézou mysleno zvyseni podilu ADP/ATP (snizeni produkce ATP
oproti ADP) ¢imz dochazi k vyC€erpani organismu a nedostatek okamzité dostupné

energie (Spinlerova, 2014).

Cukry, téz sacharidy nebo uhlohydraty (Otto, 1907) se vyskytuji ve vSech zivych
organismech. Riizné¢ modifikované je pak Ize najit jako ochranné povlaky okolo bun¢k
nebo zivocichl (napf. chitin), jiné modifikace pak lze téz nalézt v nukleové kyseliné
nebo v lé¢ivech (napf. remdesivir). Pojem karbohydraty (carbohydrates) nebo téz
uhlovodany (dnes jiz zastaralé (Kodicek et al., 2018)) vzesel ze skutecnosti, ze glukoza
jakozto prvni sacharid, ktery byl ziskdn v Cisté form& a jehoz sumarni vzorec je
CesH1206, byl ptivodné mylné povazovan za hydratovany uhlik, tedy Ce¢(H20)s. Od
tohoto pohledu bylo brzy opusténo, nicméné nézev pietrval do dnes. V soucasnosti se
pod pojmem karbohydraty oznacuje Siroké spektrum polyhydroxylovanych aldehydt a
ketontii bézn¢ oznacovanych jako cukry (McMurry, 2000).

Cukry jsou syntetizovany v zelenych rostlindch béhem fotosyntézy, coz je slozity
fotochemicky proces, pii kterém jsou voda a oxid uhli€ity pomoci svétla redukovany na

glukozu. Velmi zjednodusené 1ze reakci zapsat nasledovné (McMurry, 2000).

Polymerace

h “
6C0, + 6H,0 - 60, + CeHyp0g— s Celuldza, Skrob 3)

Cukry se obecn¢ déli do dvou skupin, a to na jednoduché¢ a komplexni.
Jednoduché cukry nebo také monosacharidy jsou uhlovodiky jako glukéza nebo
fruktoza, které jiz neni mozné hydrolyzou rozdélit na mensi cukry. Komplexni cukry
jsou pak tvofeny dvéma a vice jednotkami cukru spojenymi glykosidickou vazbou jako
napftiklad celul6za (McMurry, 2000). Alternativné Ize cukry rozdélit do tii jen nepatrné
odlisnych skupin na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Monosacharidy
predstavuji jednoduché, dale nehydrolyzovatelné chemické jednotky. Oligosacharidy

reprezentuji mezistupeni, kde jsou spojeny dvé az nékolik desitek monosacharidovych
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jednotek. Do této skupiny pak patii tfeba sachar6za a rafinéza. Polysacharidy
pfedstavuji dlouhé fetézce skladajici se znéckolika stovek az mnoha tisich
sacharidovych jednotek a patfi sem jiz zminéna celuldza a Skroby. (Kodicek et al.,

2018).

vvvvvv

rafindza, sachardza a mannitol.

3.2.1 Glukoneogeneze u rostlin, fotosyntéza

Z fyzikaln¢ chemického hlediska je planeta Zemé uzavienym systémem., aby
takovy systém nedosahl maxima entropie, a nakonec neSlo k zastaveni latkovym
vyménam a toku hmoty obecné, je tfeba do tohoto systému neustdle dodavat energii.
Jako zdroj této energie slouzi slunecni zafeni, kdy fotosyntetizujici organismy pohlti
priblizné¢ 3-10?! Joull z dopadajici energie za rok. Tato energie je pak ukladéna

v chemickych slouceninach jako jsou cukry (Taiz et al., 2015).

Fotosyntéza je zchemického hlediska oxida¢né-redukéni nebo téz redoxni
reakce. V pribéhu této reakce slouzi jeden z reaktantti jako redukéni €inidlo, poskytuje
tedy své elektrony a zvySuje svoje oxidacni Cislo, a tudiz se oxiduje. V piipadé
fotosyntézy je CO> ve svém nejvySSim oxida¢nim stavu. V rdmci svételné faze
fotosyntézy pak pomoci energetickych fotont probiha syntéza vhodného a dostatecné
silného redukéniho ¢inidla schopného redukovat CO,. V tomto piipadé se jednd o
nikotinamidadenindinukleotidfostat (NADP), respektive o jeho redukovanou formu
NADPH. Jako zdroj elektroni umozfiujici redukci NADP' v tomto piipadé slouzi voda
a jako vedlejsi produkt je uvoliiovan kyslik. Cely proces je schematicky naznacen na
Obr. 5. Reakce probihd z velké ¢asti v tylakoidech a i€astni se ji dva systémy, které
jsou v zavislosti na absorbované vinové délce oznaCovany jako fotosynteticky systém

1 a fotosynteticky systém 2 (PSI, PSII) (Taiz et al., 2015).
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Obrdzek 4: “Zet" schéma fotosyntézy. Cervené svétlo absorbované fotosystémem IT
(PSII) produkuje silny oxidant a slaby reduktant. Cervené svétlo s vétsi vinovou
délkou absorbované fotosystémem I (PSI) vytvari slaby oxidant a silny reduktant.
Silny oxidant produkovany PSII oxiduje vodu, zatimco silny reduktant produkovany
PSI redukuje NADP" (Taiz et al., 2015).

Takto, ve svételné fazi, pripravené redukcni ¢inidlo NADPH jiz mtze vstupovat
do reakci vramci Calvinova—Bensonova cyklu a podilet se na redukci a fixaci
atmosférického CO> do strukturnich i nestrukturnich sacharidii. Calviniv—Bensontv
cyklus je opét schematicky vyznacen na obrazku 6. Z hlediska syntézy cukrt jsou pak
v ramci Calvinova—Bensonova cyklu (Obr. 6) klicové dva kroky, a to vznik kyseliny

3-fosfoglycerova (3-fosfoglyceratu) a jeji nasledna konverze na glyceraldehyd-3-fosfat.
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Carbon input
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dihydroxyacetone @DP> + NADP*
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|

Sucrose (phloem)—— Growth,
storage polysaccharides
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Obrazek 5: Calviniiv-Bensoniiv cyklus probiha ve trech fazich: (1) karboxylace, kterd

kovalentné spojuje atmosfericky uhlik (CO>) s uhlikatym skeletem; (2) redukce, pri niz

vznika sacharid (Glyceraldehyd-3-fosfat) na ukor fotochemicky generovaného ATP

a redukcnich ekvivalentii ve formé NADPH; a (3) regenerace, pri niz se obnovuje

akceptor CO: ribuloza 1,5-bisfosfat. V ustaleném stavu se vstup CO: rovna vystupu

triosovych fosfatii. Ty slouzi bud’ jako prekurzory biosyntézy Skrobu v chloroplastu,

nebo proudi do cytosolu. Pro biosyntézu sacharozy a dalsi metabolické reakce.

Sacharoza se uklada do floémové mizy a vyuziva se k ristu nebo na biosyntézu

polysacharidii v jinych castech rostliny (Taiz et al., 2015).
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Latky vzniklé v téchto procesech pak jiz poskytuji prekurzory pro relativné
pfimou syntézu zajmovych sloucenin jako je glukoza, fruktdza, sachardza, rafindza a
mannitol (Taiz et al., 2015). Rafin6za a mannitol vznikaji také z tridz ziskanych ve
fotosyntéze ale v konsekutivnich biosyntetickych drahéch. Syntézu téchto latek
zjednoduSen¢ schematicky popisuje nésledujici Obr. 7. Mannitol je jednim z nejvice
rozsitenych cukernych alkoholl v ptirodé a jeho syntéza probihd v cytosolu. Podili se
také pii vzniku sacharidl rafindzové fady (Kozlowski et al., 1997), které pak slouzi jako

transportni nebo zasobni NSC stejné jako sacharéza (Sutakova, 2006).

biosyntéza Calvintiv
sachar6zy cyklus

v

' i M6PR manitol-1-P >
glulrza-&l"—’fﬂ*mza"l’ oo sorbitol-6-P

Jiné

produkty

Obrazek 6: Mannitol a sorbitol vznikaji z poolu glukozy-6-fosfatu/fruktozy-6-fosfatu
prostrednictvim manitol-1-fosfat dehydrogendzy (MtIDH) nebo aldoza-6-fosfat
reduktdzy (SIDH) za vzniku manitol-1-fosfitu nebo sorbitol-6-fosfatu. (Sutdkovd,

2006) piivodné prevzato, upraveno a zkraceno z (Bohnert et al., 1995).

3.3 Chradnuti smrku ztepilého (Picea abies (L.) karst.)

vvvvvv

a severni Evropy v dfevaifském pramyslu, kterd je péstovana i mimo sviij pfirozeny
vyskyt. Zastoupeni smrku v dneSnich ¢eskych lesich tvoti 54 %, zatimco zastoupeni
v ptirozenych lesich by ¢inilo pouze 11 %. Strom dosahuje velkych rozmért s vyskou
dosahujici kolem 50 m a primérem kmene az 1,5 m. Obvykle mlze dosahnout véku
mezi 350400 let. Ovétveni byva pravidelné, pieslenité s kuZzelovitou korunou.
V horskych oblastech mlize byt koruna §tihla s jemnym ovétvenim. Jehli¢i pretrvava
nejcasteji v rozmezi od 6 do 9 let. Jehlice jsou Ctythranné, zaSpicatélé, leskle zelené,
dlouhé 1-3 cm. Jedna se o jednodomou rostlinu. Sam¢i Sistice jsou drobné s Cervenou

barvou po odkveteni vSak Zloutnou, samici jsou zelené nebo také Cervené rostouci
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vzptimené avSak po oplozeni ptevisaji a vyvijeji se v §isky visici smérem dold (Obr. 8).
Sisky jsou previslé, valcovitého tvaru, které se nerozpadaji, dozravaji v prvnim roce. Po

vypadnuti semen opadaji i Sisky v celku (Musil, 2003).

Obrazek 7: Picea abies (L.) Karst. (Department of Plant Sciences, University of
Oxford).

V Evropé se smrku vyskytuje ve dvou oblastech: v stredoevropsko-balkanské
oblasti, kde se rozliSuji dalsi ¢tyti podoblasti (hercynsko-karpatska, alpska, dinarska,
rodopska) a v severoevropska oblasti, kterd je ploSn¢ vétSi pii zapocCitani 1 oblasti,
vyskytujici se s hybridy se smrkem sibifskym. Tudiz smrk pak svym aredlem zasahuje
v oreofytiku a mezofytiku. ve vegetacnich stupnich podle Skalického, 1988
submontanni, montanni a supramontanni (Musil, 2007). Oproti pivodnimu zastoupeni
smrku je soucasn¢ zastoupeni asi 5S-nasobné vyssi za cenu smisenych jedlo-bukovych a
bukovych lest, kde byl smrk ptivodné jen vtrousen. V prvni poloving 19. stoleti se smrk
stal vzhledem rychlosti rastu a technickym pfednostem difeva hlavni dfevinou
vysokokmenného kulturniho lesa. Tento vyvoj, péstovani smrku ptetrvaval dodnes,
ackoliv na nevhodnych stanovistich, ktera byla smrku vnucena, dochéazelo k rozvoji
chorob a sktdci (lykozrout, mniska) s pozdéjSimi kalamitnimi nasledky velkych

rozsahtl (Uradni¢ek 2003)
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Obrazek 8: Rozsireni smrku ztepilého v puvodnim i nepidnim aredlu (Caudullo et al.

2017).

3.3.1 Ekologie smrku

Smrk je svétlomilné dievina, v mladi s toleranci k zastinu, avsak tato tolerance se
méni s vékem a stanovistnimi podminkami. Obecné plati, Ze stromy rostouci na dobrych
stanovistich maji vyssi toleranci k zastinéni nez stromy na horsich stanovistich a stromy
vys$iho véku. Tepelné naroky smrku jsou relativné nizké, pti nartistu tepla vSak zvysuje
svou produkei, ale za predpokladu dostate¢ného zasobeni vodou. K vysokym teplotdm
je citlivéjsi nez k nizkym. Jako optimum se ve stiedni Evropé udéva: priimérna roéni
teplota 6 °C srazky 490-580 mm, teplotni amplituda nejchladnéjSiho a nejteplejsiho
mésice nad 19 °C (Uradnigek 2003).

3.3.2 Chiadnuti smrkovych porostu

Intenzivni Zloutnuti jehlic, defoliace letorostii, morfologické zmény korun smrk,
samostatné odumirajici stromy plosné rozprostiené v porostech a tim snizené

zakmenéni, dale zvySeny vyskyt klirovet (Curculionidae, Scolytinae) projevujici se
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smolenim kmene ataké symptomy napadeni houbovymi nakazami (Armillaria,
Heterobasidion) jako plodnice, zduiel¢ baze kmene, uhnilé kofeny, pfitomnost
rhizomorf, to vSe jsou projevy chiadnuti smrkovych porosti. Hlavni pfi¢iny jsou
piisuzovany nepivodnosti smrkovych porostl a klimatickym anomaliim zplsobujici
zejména niz$i srazkové thrny nebo také jejich zménou distribuce ve vegetaénim obdobi
(Holu$a, Liska, 2002). Odumirani lesti zptisobené zménou klimatu je globalnim
problémem, ktery postihuje lesni ekosystémy po celém svété (Allen et al., 2010).
V evropském kontextu neni problematika odumirédni smrku neobvyklym jevem. Jsou
zaznamenany udalosti chfadnuti smrkovych porostli ze zapadni a stfedni Evropy.
V Némecku, v letech po suchém obdobi 2018-2019 v oblasti Spessart a Hassberge byl
thyn 50 % stromii (Obladen et al., 2021). Porosty na hranicich Slovenska, Polska a
Ceska sledované v literatufe (Hlasny, 2010), z oblasti Norska v letech 1992-2000
(Solberg, 2004). ¢i v Beskydech (Hlasny et al., 2011) prezentuji obdobné nepiiznivy
vyvoj, coz oznacuji jako jednu z hlavnich oblasti upadku smrkovych lestt v Evropé. V
ramci zékladnich charakteristik ,,souasného tpadku smrkovych porosti* autofi
popisuji jeho vyskyt v nadmotskych vyskach 400 az 1000 m n. m., v porostech vSech
vékovych tfid, s pomérné chronickym pribéhem. Patologické ptiznaky zahrnuji zmény
v barvé a ztratu jehlici, zkracovani jehlici a vyhonil, nekrozy kmene, vytoky pryskyfice,
casté vyskyty houbovych infekci (Armillaria, Heterobasidion) a napadeni podkorniho
hmyzu. Ze Zpravy o stavu lesa a lesniho hospodarstvi (2022) je patrné, ze vlivem
teplotné nadprimérnych let 2014, 2015, 2018, 2019 se zvysila tézba smrkového

ktrovcového diivi (Obr. 9).
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Obrazek 9: Evidovany objem vytézeného kiirovcového dieva smrku ztepilého v obdobi

2008-2022 tis.m® (Zprdva o stavu lesa a lesniho hospodarstvi Ceské republiky, 2023).
3.3.3 Hospodaieni stromi s NSC

Zpusoby, jakym stromy vyvazuji své zdroje mezi riistem, ukladanim a obranou a jak
jehlicnany méni své zasoby béhem sucha a napadeni klirovcem, jsou omezené, ale
zasadni pro piedvidani reakce stromtl na abiotické a biotické stresy (Huang et al., 2019).
Pti trvalém deficitu vody a neustale potiebé sacharidii k produkci sekudéarnich slouc¢enin
a udrzeni metabolismu se zasoby vycCerpaji, coz vede k neschopnosti reagovat na
napadeni kirovecem (McDowell, 2011) Pro zjednoduseni piedstavy o zisku energie tedy

NSC a jejich alokaci znazoriiuje Obr. 10.
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Obrazek 10: Schématické zobrazeni alokace uhliku u stromii a jejich interakce

m=m Stored

s biotickymi ciniteli, jako jsou kurovci a jiné patogeny. Za stresovych podminek jako
je sucho a teplo, stromy koordinuji dodavku uhliku pomoci fotosyntézy (1), pozadavky
na rist a reprodukci (2), dychani (3), skladovani nestrukturalnich sacharidu (NSC)
(4), produkci konstitutivnich sekundarnich metabolitii (CSM) (5) a indukovanych
sekundarnich metabolitit (ISM) (6). Nicméné dlouhodoby silny stres muze vyrazné
omezit fotosyntézu a tim i remobilizaci skladovanych latek (7), coz miize hrat dulezitou
roli p7i alokaci na obranu stromii. Produkce CSM poskytuje prvni linii obrany, ktera
umoznuje odpuzovani popripadeé neutralizovani hmyzu a jinych patogenii (8), zatimco
investice do ISM probiha po biotickych utocich (9). Stromy integruji konstitutivni a
indukovanou obranu k posileni odolnosti viici komplexu kiirovcii a hub (10), kteri
naopak bojuji s obranou stromii

(Huang et al., 2020).

Sekundarni metabolity (SM) jsou latky, které se piimo netc€astni primérnich
metabolickych aktivit napt. ristu a reprodukce, ale ¢asto plni dalezité funkce jako je
detoxikace, odpudivost pro herbivory a obranych funkci proti patogenim. Biosyntéza
takovychto sloucenin miize byt pti omezenych zdrojich nakladna, protoze odvadi zdroje
z jinych sinkli a tim i1 zdroje primarnich metabolickych aktivit (rtistu) (Huang et al.,
2019). Distribuci zdrojl, at’ uz pro primarni nebo sekundarni aktivity osvétluje mnoho
ekologickych studii v kontextu teorii obrany rostlin. V ¢lancich (Coley et al., 1985)
navrhuje hypotézu dostupnosti zdrojli, kdy rostliny s pomalym riistem investuji do

protiherbivorni obrany. (Bryant et al., 1983) navrhuje hypotézu uhlikové Zivinové
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rovnovahy. Existuje také hypotéza rovnovahy ristu a diferenciace (Herms a Mattson,
1992), s tim, ze alokace sekundarnich metabolit zavisi na dostupnosti NSC, jenz zavisi
na dostupnosti a rovnovdze uhliku a dusiku za piedpokladu ziskavani uhliku

prostiednictvim fotosyntézy (Obr. 11).
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Obrazek 11: Vztah asimilacni rychlosti (NAR), relativniho ristu (RGR) a diferenciace
sekunddrniho metabolismu napric gradientem zdrojii. (A) Rust i fotosyntéza jsou
omezeny nizkou dostupnosti zdroju. (B) Riist je omezen vice nez fotosyntéza a proto je
vice prostredkii alokovano na diferenciaci sekundarniho metabolismu. (C) Rust je

méné omezeny ¢imz se do ného alokuje se vice prostredkit (Herms a Mattson, 1992).

Tyto hypotézy potvrzuji novéjsi studie, tim ze stromy béhem stresu suchem
uptednostnuji alokaci ulozenych zasob uhliku pied rastem, aby udrzely dychéani a
obranu pfed patogeny (Berini et al., 2018). Pokud naklady na dychani ptevysuji miru
asimilace uhliku, mize u stromi dojit k zdporné uhlikové bilanci, coz vyzaduje vyuZiti
ulozenych nestrukturadlnich sacharidi (NSC) zglukézy a Skrobu k podpote
metabolismu (McDowell et al., 2008). Distribuce sacharidii v organech stromu je
ovlivilovéna abiotickymi stresory, genetickymi faktory a také minulymi stresovymi
zkuSenostmi stromu Casto vykazujicimi nelinedrni vztahy. Tyto vztahy jsou ovlivnény

raznymi faktory jako jsou charakteristiky stromu, rostlinnych organech, pfitomnost
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biotickych ¢initelii a také nacasovani a intenzité stresu (Hartmann et al., 2018). Pti
mirmém stresu ze sucha mohou jehli¢naté stromy akumulovat NSC k udrzeni
ochrannych opatieni proti patogeniim (Ferrenberg et al., 2015). Také se NSC vyuzivaji
k opravé a rekonvalescenci metabolismu zpusobenych stresem a biosyntéze
sekundéarnich metabolitl jako jsou fenolové a terpenové slouceniny, misto aby pfi stresu
stromy investovaly do ristu (Hartmann et al., 2018). Mezi sekundarni metabolity patii
terpenové slouCeniny, které jsou soucasti pryskyfice. Pryskyfice smrku ztepilého
obsahuji pfedev§im monoterpenové uhlovodiky, jako jsou napft. : a-pinen, B-pinen, -

phellandren, myrcen, limonen aj. (Netherer et al., 2021).

3.3.4 Lykozrout smrkovy Ips typographus

Lykozrout smrkovy (Ips typographus L.) se fadi mezi zastupce fadu brouci (Coleoptera)
celedé nosatcoviti, podceledi ktirovcoviti. Dospéli jedinec dosahuje svym vzriistem cca.
4,8 — 5,5 mm a Sitkou 1.9 mm. Télo brouka je valcovitého charakteru pokryvajici
tmavohnédé zbarveni, na némz jsou drobné¢ chloupky. Pfedni ¢ast pronota je Sikmo
vykrojena a pod ustnim ustrojim jsou podéIné ryhy. V zadni ¢asti na lesklych elytrach
tvofici charakteristicky limcovy tvar jsou fady s dulky. Zakonceni okraji tvofi
charakteristické Ctyfi zuby z nichz tfeti je kapkovitého tvaru. Samicky kladou vajicka
jednotlivé do vyklenki po obou stranach matetské chodbicky. Jedna matecna chodbicka
prumérné obsahuje 50 vajicek, jejichz velikost je mensi jak 1 mm. Larvy jsou bilé
s malou hnédou chitinovou hlavou a hnédymi krovkami. Uplny vyvoj jedné generace
od faze vajicka ptes fazi larvy a kukly k dospélému jedinci trva Sest az deset tydnd.
Z toho utvareni matei'ské chodbicky a kladeni vajicek trva 7-10 dnii. Doba larvalniho
vyvoje je do znacné miry zavisld na teplotnich podminkach. V teplém pocasi délka
muze probéhnout za 7 dni, ale v ptipad¢ chladného se mize vyvoj protdhnout az na 40
az 50 dnl. Faze kukly mtze byt také proménliva avSak v priméru trva okolo 8. dnt

(Skuhravy a Zahradnik 2002).
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Obrazek 12: Zobrazuje Lykozrouta smrkového Ips typographus prevzato (Stejskal et
al. 2021)

Lykozrout smrkovy pieziva na vrub stromti. V Evropé¢ je nejvaznéjSim Sktdcem
smrkovych porosti. Je polygamni tzn. jeden samec oplodni vice samicek. Pti vytvareni
matecnych chodeb a pii ziru larev zplisobuje poskozeni rostlinnych pletiv hlavné pak
téch vodivych, floémovych, vedoucich k odumfeni stromia. Mezi vhodné stromy se fadi
hlavné ty oslabené, napiiklad vyvracené a rozlamané vétrem, snéhem nebo také
ledovkou popftipadé oslabené od houbovych patogenti ¢i suchem stresované, kde naléza
lykozrout optiméalni podminky v zavadajicim lyku a rychle se pfemnozi. Lykozrout
smrkovy obvykle myva dvé rojeni za rok V ptipadé teplotné¢ nadprimérného roku,
poptipad¢ optimalnich podminek miize mit az tfi pokoleni do roku. Pfi pfemnozeni se
lykozrout stdva vaznym Skiidcem a ohrozenim pro smrkové porosty. Vylihli jedinci
dalsich generaci nenalézajici zavadlé¢ stromy za ucelem dalSiho vyvoje, z divodu
odumfelych, zaschlych, poptipadé¢ stravenych predchozi generaci, se vrhaji i na stromy
zdravé. Ty se sice mizou branit vytokem pryskyfice, v niz zahyne ¢ast nalétajicich
lykozroutl, avSak pfi pietrvavajicimu naporu zdravy strom lykozroutim podlehne

(Zumr, 1995)

36



3.4 Chemicka analyza

Rostliny jsou pfi ristu a dal§ich fyziologickych funkcich, jako je dychani,
osmoticka regulace a obrana, zavislé jak na nov€ asimilovaném uhliku ve formé CO.,
tak na ulozenych zasobach nestrukturalnich sloucenin uhliku (NCC). Tyto
nestrukturalni slouc¢eniny uhliku pak zahrnuji Skroby, rozpustné cukry a v ptipadé
nékterych bylin také fruktany. Tyto latky jsou oznacovany jako nestrukturalni sacharidy
NSC. Nestrukturalni slouCeniny uhliku pak dale mohou zahrnovat i neutralni tuky
(Martinez-Vilalta et al., 2016). Prestoze NSC ptedstavuji celou skalu latek pozornost
bude vénovana zejména sacharidiim neboli cukrim, které v ramci NSC reprezentuji
nejvetsi podil uhliku. Zaroven také do urcité miry reprezentuji vymeénu respektive tok

uhliku mezi stromem a jeho okolim (Hartmann a Trumbore, 2016).

Postupti chemické analyzy mono a oligosacharidi je celd fada. Mezi tyto postupy
lze zaradit naptiklad plynovou chromatografii, rizné typy spektroskopii (napf.
fotoakustickou spektroskopii (Aloraynan et al., 2022), blizkou infracervenou
spektroskopii (Simeone et al. 2017; Kemsley et al. 1992), Ramanovu spektroskopii
(Mrozek a Weaver 2002), atd...), polarimetrie a kone¢n¢ kapalinova chromatografie. V
ramci piedklddané diplomové prace byla pouzita sprazena metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie (high-performance liquid chromatography, HPLC) spolu s
hmotnostni spektrometrii doby letu (time-of-flight mass spectrometry, TOF-MS).

3.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie, dale jen HPLC je analytickd metoda,
schopnd poskytnout kvalitativni i1 kvantitavni informace o vzorku. Kvalitativni
informace vyplyva zrozdilnych eluénich/reten¢nich cast zatimco kvantitativni
informace plyne z intenzity respektive z plochy pod pikem (Meyer, 2010). HPLC
vyuziva vysokého tlaku, ktery piisobi na rozpoustédlo, jez v dusledku tohoto tlaku
prochazi kolonou. Systém HPLC se sklad4a z mnoha soucasti. Standardné vSak Ize mezi
tyto soucasti zafadit autosampler (automaticky vzorkovac/davkovac), systému pro
dodavku rozpoustédla, vstiikovaci ventil vzorku, vysokotlaké chromatografické kolony
a hmotnostniho spektrometru, ktery slouzi jako detektor. Kolona je umisténa v peci,
jejiz dvitka jsou normalné zaviend, aby se udrzovala konstantni teplota kolony.

Obvyklejsi je volba plynové chromatografie misto kapalinové, protoze plynova
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chromatografie je levnéjsi a vznikd pfi ni mnohem méné odpadu (Harris, 2010).
V ptipad¢ analyzy cukrii 1ze ocekavat, Ze kapalinova chromatografie bude mit prednost,
nebot’ mnoho cukri nemusi byt pro plynovou chromatografii dostatecné t€kavych nebo

mohou pii analyze podléhat rozkladu.

241 )bar
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Obrazek 13: Schematickeé znazorneni HPLC systému. 1 — zdasobnik rozpoustédla;
2 — potrubni rad s fritou; 3 — cerpadlo s manometrem; 4 — injektor vzorku;

5 — termostatovana kolona, 6 — detektor; 7 — zasobnik na odpad, 8 — sbernice dat

(Meyer, 2010).
3.4.2 Chromatograficky proces

Chromatografie je separacni proces, pii kterém je smés vzorka rozdélena mezi
dvé faze v chromatografickém lozi (koloné nebo desticce). Jedna faze je stacionarni,
zatimco druhd prochazi chromatografickym loZzem. Staciondrni faze je bud’ pevny,
porézni, povrchové aktivni materidl ve form¢ malych ¢astic, nebo tenky film kapaliny
naneseny na pevny nosi¢ nebo sténu kolony. Mobilni fazi je plyn nebo kapalina. Pokud
se pouziva plyn, proces se nazyva plynova chromatografie. V ptipad¢ kapalinové
chromatografie je mobilni fazi kapalina, vcetné tenkovrstvé chromatografie.
V zévislosti na typu interakce mezi vzorkem unaSenym mobilni fazi a stacionarni fazi
pak Ize chromatograficky proces rozdé€lit do mnoha skupin napiiklad na adsorbéni nebo
gelovou permeacni chromatografii. Nicméné existuji i relativné netradicni typy
chromatografii jako naptiklad iontov€ vyménna chromatografie, chromatografie

s chemicky vazanymi fazemi, iontové parova chromatografie atd. (Meyer, 2010).
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Fazova preference vzorku lze vyjadfit tzv. distribu¢nim koeficientem Kx. Ten je
dan podilem aktivity vzorku obsazeném ve stacionarni fazi a aktivity vzorku v mobilni
fazi. Aktivita vzorku vSak byva obvykle aproximovana koncentraci vzorku. Analogicky
lze fazovou preferenci vyjadiit pomoci kapacitniho faktoru kde jsou koncentrace

nahrazeny latkovym mnoZzstvim

Cx stat (4)

= CX,mobil
Stacionarni faze se obvykle skladd z velmi malych ¢astic s velkym povrchem.
Obvykla velikost ¢astic u HPLC se pohybuje mezi 1,7 do 5 um. V principu plati, ze ¢im
mensi velikost ¢astic tim lepsi je rozliSeni, pfipadné tim kratsi 1ze pouzit kolonu pfi
zachovani stejného rozliSeni. Mensi velikost ¢astic vSak komplikuje prichod mobilni
faze a tim padem k potiebé vyssiho tlaku v aparatuie aby byl zajistén spravny prichod

mobilni faze (Harris, 2010).
3.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Zakladnim principem hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry, MS) je
generovani iontl z anorganickych nebo organickych sloucenin jakoukoli vhodnou
metodou nasledna separace téchto iont ve vhodnych polich podle jejich poméru
hmotnosti k naboji (m/z) a kone¢né jejich kvalitativni a kvantitativni detekce podle
pfislusnych m/z a mnozstvi. Analyt mize byt ionizovan tepelné, elektrickym polem,
chemicky nebo dopadem energetickych elektroni, iont nebo fotonti. lonty mohou byt
jednotlivé ionizované atomy, klastry, celé molekuly nebo jejich fragmenty ¢i asociaty.
Separace iontl se provadi pomoci statickych nebo dynamickych elektrickych nebo
magnetickych poli. lonizaci vzorku lze vSak provadét i exotickymi metodami jako jsou
vysoce energetické neutralni atomy, elektronicky excitované atomy, masivni klastrové
ionty, a dokonce lze k ionizaci pouzit i elektrostaticky nabité mikrokapicky. Zajimavosti
mize byt, Ze separace iontll nemusi nutn¢ vyuzivat riznych variant poli ale lze separaci
iontl podle m/z provadét také v oblastech bez pole, za predpokladu, Ze ionty maji na
vystupu z ionizatoru dobie definovanou kinetickou energii dréhy letu (Gross, 2011).

Toho 1ze docilit pouzitim molekulovych paprskii (Pysanenko et al., 2021).
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Hmotnostni spektrometr obsahuje celou fadu komponent, nicméné existuje
jednoduché schéma, které musi kazdy hmotnostni spektrometr spliiovat. Hmotnostni
spektrometr se skldda ze zdroje iontli, hmotnostniho analyzatoru a detektoru, které
pracuji ve vysokém vakuu, aby nedoslo k deionizaci vzorku.

Hmotnostni analyzator je zafizeni, které dokaze oddélit jednotlivé species, tj.
atomy, molekuly nebo klastry podle jejich hmotnosti. Separace by méla byt rovnéz
nezavisla na chemické konformaci. VSechny v soucasnosti pouzivané hmotnostni
analyzatory jsou zalozeny na elektromagnetismu, takze k dosazeni separace jsou
zapotiebi ionty. Proto musi byt k analyzatoru pfipojen zdroj iontd. Analyzator pak
rozdéli ionty ptichazejici ze zdroje podle jejich m/z. Existuje n€kolik typt hmotnostnich
analyzator pouzivanych v hmotnostné¢ spektrometrickém vyzkumu a lze je rozdélit do
riznych kategorii, jako jsou magnetické nebo Ccisté elektrické, skenovaci nebo
neskenovaci (zalozené na impulsech) a zachytové nebo nezachytové analyzatory. Do
téchto  skupin pak patii nasledujici typy hmotnostnich  analyzatori:
magneticky/elektricky sektorovy, kvadrupdlovy hmotnostni filtr, kvadrupdlova iontova
past, orbitrap, iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci a také
technika akceleratorové hmotnostni spektrometrie (AMS), jako posledni pak analyzator

casu letu (TOF) (Gross, 2011), ktery je st€Zejni pro tuto praci.
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3.4.4 Time-of-Flight

Princip toho detektoru je v principu jednoduchy a spoléhéd se na méteni rozdilu
v délkach priletu jednotlivych fragmentli. Nezbytnou soucasti TOF-MS je dobie
definovany pocatecni impulz, ktery jednak udava pocatek méteni Casu, ale také slouzi
jako zdroj iontl. Analyzatory TOF jsou proto velmi vhodné v kombinaci s pulznimi
iontovymi zdroji, jako je MALDI, kde Ize ke spusténi méteni ¢asu pouzit laserovy pulz,
ktery vytvari ionty v plynné fazi. Obvykle je na desku se vzorkem pfiveden vysoky
kladny nebo zéporny potencial, obvykle 5 az 30 kV, a jak je vzorek ionizovan a ionty
vstupuji do plynné faze, jsou urychlovany smérem k nulovému respektive niz§imu
potencialu. KdyZz opoustéji oblast urychlovani tj oblast mezi ,repelerem” a
»extraktorem®, maji vSechny neposkozené ionty se stejnym nabojem v idedlnim piipadé
stejnou kinetickou energii, ale riizné, na hmotnosti zavislé rychlosti. To v§ak v obecném
ptfipadé neplati, nebot’ by vSechny ionizované fragmenty musely vzdy startovat ve
stejném smeéru, v disledku toho pak dochazi k rozmyti pikii. Ionty pak volné prochazi
oblasti bez pole smérem k detektoru. Casovy rozdil mezi startovacim signilem a

impulsem generovanym pii dopadu iontu na detektor je doba letu (TOF) a lze jej

. L L m m )
= —_—= OC —_—
TOF =4, 2qU, Nz’

kde L je délka oblasti bez potencidlového driftu, vje velikost rychlosti po

vyjadtit jako:

urychleni, m je hmotnost iontu a ¢ je elektricky naboj a U, je rozdil potencialli mezi

repelerem a extraktorem (Gross, 2011).
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4 Metodika

V ramci dosazeni cili, jez si klade tato prace, bylo provedeno terénni méteni
pudniho vodniho potencidlu, odbér vzorki z kmene stromt, métfeni pfiristu kmene a
také nevybcrovy biologicky test scilem zjistit akceptovani smrku ztepilého
v podminkdach sucha lykouzroutem smrkovym Ips typographus. V analytické laboratoti
pak byla provedena série chemickych analyz za ucelem stanoveni obsahu
nestrukturdlnich sacharidii na zvoleném vzorku suchem stresovanych a ptirozené

zavlazovanych stromt.

4.1 Charakteristika porostu

Misto odbéru vzorka bylo provedeno v lese nedaleko obce Krymlov., zde byla
lokalizovéana plocha rozdélena na dil¢i ¢tyfi zkusné plochy (Obr. 14). V bieznu 2021
bylo na jedné zkusné plose postaveno jedno dievéné zastfeSeni o rozmérech (21 x 12
m). Kontrolnich zkusnych ploch bez zastfeSeni tedy byly tfi. Primérna ro¢ni teplota je
7,6 °C, primérny ro¢ni uhrn srazek je 665 mm. Langiv destovy faktor (LDF) je 87,6.
(Meteorologicka stanice Ceského hydrometeorologického tstavu v Ondiejové za
obdobi 1961-2000). Zkusné plochy se nachédzeji v nadmoiské vysce 440 m n. m.
Mateéna hornina je granodiorid — Ri¢anska Zula soucasti Stfedoceského plutonu,
rozkladajiciho se mezi oblastmi Riany, Klatovy a Taborem. V lokalité prevlada typ
pudy 195 ilimerizovana se zvétraliny slepenct a brekcii (https://app.geology.cz). Porost
je tvofen prevazné stoletou smrkovou monokulturou, rostouci v neoptimalnich
fyziologickych podminkach. Plochy jsou situovany v roviné nebo mirném svahu. Na
zastfeSené ploSe bylo sledovano Sest stromi, na dil¢ich plochach bez zastieSeni pak byl

sledovan jejich ekvivalent s ohledem na fenotypovou podobnost.
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Obrazek 14: Umisteni tri kontrolnich zkusnych ploch a jednu zastiesenou zkusnou

plochu.

4.2 Meéreni vodniho potencialu a priristu kmene stromu

Pro méfeni vodniho potencidlu pudy se od kvétna do zaii 2021 na pokusnych
plochach instalovaly senzory Teros 21 od firmy Meter Group s méficim rozsahem 0—
100 MPa. Senzory byly umistény cca. 20 cm pod povrchem pidy, jez zaznamenavaly

data za kazdou hodinu.

Ptirtisty kmene byly métfeny u vSech sledovanych stromi na kmeni ve vysce 3,5
m na zemi pomoci dendrometru DR26E od firmy Enviromental Measuring Systems
s.r.0. Dendrometr zaznamendval zmény obvodu kazdych pét minut s tim, Ze vysledky
byly pfevedeny na hodinové priiméry. Dendrometr byl propojen se zdznamnikem dat
(dataloggerem) GreyBox N2N od téze firmy, jenz byl vybaven GSM konektivitou
a umozioval propojeni s cloudovym systémem. Pro usnadnéni statistické analyzy se

prabézne zaznamenana data primérovala za den nebo na konkrétni casovy interval.
4.3 Odbér, zpracovani a chemicka analyza vzorki

V zastfeSeném 1 nezastfeSeném porostu byly provedeny odbéry vzorkl lyka.
Samotny odbér byl proveden pomoci kladiva tak, ze byl duty dérovac / priiraznik na
odbér vzorku vtlacen do stromu ve vySce zhruba 200 cm od zemé a zasahoval az do
béle (Obr. 15). Odbér byl provadén na jizni strané kmene, kde se nenachdzely zadné
vyrazné povrchové a riistové malformace. Nasledné¢ byl obsah dérovace kovovou
tyCinkou vytlacen do pfipravené kryovialky. Z kazdého sledované¢ho stromu bylo

odebrano 5 vzorki o priiméru 8 mm rozmisténych 15 cm od sebe. Po dokonceni odbéru
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kazdého vzorku byly kryovialky ihned umistény do chladiciho zafizeni s tekutym
dusikem. Po dokonceni celého odbéru vzorktll byly pfevezeny a ulozeny o teploté —80
°C ve skladovacich prostorach fakulty Lesnické a dfevaiské v Dievaiském pavilonu.

Pti terénnim odbéru vzorki bylo sesbirdno celkem 60 vzorka z 12 strom.

V ramci mechanického zpracovani a pfipravy vzorka dfevni hmoty na chemickou
analyzu byly vyseky vyjmuty zkryovialek a pomoci skalpelu byly ze vzorku
odseparovany tvrdé a z hlediska této prace nezadouci Casti vzorku, tj. borka, bél a ¢asti
pryskyfi¢nych kanalkt. Kousky €isté¢ho floému byly nasledné rozkrajeny na malé ¢asti.
Takto ptipravené castecky vzorku byly poté v tieci misce rozdrceny na jemny prasek
vhodny k analyze. Pro usnadnéni drceni byl ke vzorku piidavan tekuty dusik dle
potieby. Z tfeci misky bylo pomoci 1zicky a analytické laboratorni vahy odvéazeno 100
mg homogenizovaného vzorku a umistény do 1 ml kuZelové odstredivé zkumavky
oznacované téz falkonka. Béhem prace v laboratoti nebo pii jejim pieruseni bylo dbano
na to, aby byly vzorky v ptfipadech, kdy snimi neni manipulovdno umistény
v chladicim zafizeni. V horni ¢ésti takto piipravenych falkonek byla jehlou vytvorena
malé dirka slouZzici k odchodu par vody, respektive sublimatu vznikajiciho pfi suseni
lyofiliza¢ni metodou. Lyofilizace probihala tyden. Po suSeni byly vzorky opét vaZeny a
byl sledovan ubytek hmotnosti, respektive vlhkosti. Falkonka byla opatiena novym
uzaveérem a ulozena do mraziciho zafizeni s teplotou —20 °C. V tomto stadiu byly taktéz
pfipraveny vzorky, kde byly pfidany cukry jako standardni ptidavek usnadiiujici

kvantitativni chemickou analyzu.
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Obrazek 15: Misto odbéru vzorkit a nasledného zpracovani.

K takto pfipravenym a ususenym vzorkiim bylo pipetou piidano 1200 pl metanolu
a 300 pl deionizované vody, nasledné byly vzorky promichany ve virovém mixéru. Poté
byly takto promichané vzorky umistény po dobu 30 minut do tfepacky a byl zapnut
ohtev na 60 °C. Frekvence tfepani byla nastavena na 1000 otacek za minutu. Nasledné
byl vzorek umistén do centrifugy na 5 minut. Rychlost otaCeni byla nastavena na 135
000 otacek za minutu a teplota na 20 °C. Po dokonceni centrifugace byly vzorky
prefiltrovany pomoci injekénich stiikacek opatfenych stfikackovymi filtry z PVDF o
velikosti pora 0,2 um. Po dokonceni této procedury byly falkonky se vzorky opét
umistény do mraziciho zafizeni s teplotou —80 °C v jiz zminénych skladovacich
prostorach v Dievaiského pavilonu. Zde vzorky setrvaly, nez doslo k chemické analyze

na chromatografu.
4.3.1 Chemicka analyza vzorku

Koncentrace nestrukturalnich sacharidi byly naméfeny pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie sptrazené s kvadrupolovym time-of-flight (LC-qTOF-MS/MS)
spektrometrem od firmy Agilent Technologies (USA). Analyticky proces byl ve shodé
s Sulcem a kol. (Sulc et al. 2021). Konkrétni typ chromatografického zafizeni byl
Agilent 1290 Infinity II jez byl spfazen se spektrometrem od stejného vyrobce Agilent
6546 LC/MS QTOF. K rozdéleni NSC byla pouzita separacni chromatograficka kolona
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Supelco apHera NH, s kovalentné¢ vézanymi primdrnimi aminoskupinami. Kolona
(150-2 mm) byla naplnéna ¢asticemi o velikosti 5 pm a béhem méfeni byla temperovana
na 30 °C. Separace NSC prob¢hla pouzitim tzv. gradientové elu¢ni metody, pricemz
jako mobilni faze byla pouZzita smé&s acetonitrilu a vody a pocatecni sloZeni odpovidalo
poméru 80/20 (A/V). V priabéhu méieni se pak slozeni mobilni fAze ménilo nasledovné
0,5-13 min 55/45 (A/V), 14-15 min 80/20 (A/V). Béhem métfeni byl udrzovan
konstantni priitok mobilni fize na hodnoté& 0,2 ml-min"!. MnoZstvi vzorku pii nastiiku
do aparatury byl 1 pl. Analyzétor spektrometru pracoval v negativnim ioniza¢nim modu
a jeho parametry byly optimalizovany pomoci standardnii méfenych NSC, tedy
glukoza, fruktdza, rafindza, sachardza, mannitol a trehaldéza. Méfeny rozsah byl 100-
1000 m-z’!, teplota susiciho plynu byla 280 °C, priitok plynu v plasti byl 12 I'min™! a
jeho teplota byla 400 °C, kapilarni napéti bylo 2 kV a napéti v extraktoru 120 V. Béhem
meéfeni byly soucasné méfeny dva referencni standardy 112,9855 m/z a 922,0098 m/z
za ucelem korekce vyslednych hodnot. Ke zpracovani takto ziskanych dat byl pouzit

software Agilent Mass Hunter Acquisition.
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4.4 Nevybérovy biotest pro zjiSténi akceptovani smrku lykoZroutem

smrkovym, Ips typographus

Béhem prace byly také zkoumany preference I. typographus v zéavislosti na
koncentracich NSC obsazenych ve stromu, respektive floému. Byl proveden biologicky
test bez moznosti volby (No-choice bioassays by placing individual beetles in
Eppendorf tubes) zaloZzeny na principech plivodni pfedlohy dle Turcaniho et al.
(Turcani a Nakladal, 2007) respektive jeho vylepSend metoda uto¢nych boxt dle
Stiibrské (Stiibrska et al., 2022).

Samci 1. typographus byli jednotlivé umisténi do 2 ml Eppendorfovych zkumavek s
nékolika vétracimi otvory a byly vyplnény prouzkem filtraéniho papiru. Bylo pouzito
deset Eppendorfovych zkumavek se samci I. typographus a ty byly pfipevnény na
sledovanou stranu kmene stromu v prsni vySce a byly pfichyceny paskou. Takto
pfipraveni brouci byli ponechani ve zkumavkich po dobu 24 h. Nésledné bylo
zkouméno a pocitano mnozstvi brouku, kteii se uspesné zavrtali, byli vyhnani nebo
eliminovani pryskyfici anebo se pokusili zavrtat do kiry, ale tuto ¢innost nedokoncili.
VSsichni brouci, ktefi vykazovali tyto aktivity, byli zafazeni do kategorie ,,aktivni
brouci“. Nekteti brouci zlstali neaktivni a tito byli oznaceni jako ,,neaktivni brouci®.
Vyskytla se rovnéz mald skupina broukt, kterym se podafilo ze zafizeni uniknout.

Eppendorfova biologicka zkouska byla provedena dvakrat.

4.5 Statisticka analyza

Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit software Statistica 14. K vytvoreni
grafli reprezentujici statisticka data pak byl pouzit program MS Excel.
Jednim z cild prace bylo posoudit, zda se koncentrace jednotlivych vybranych NSC
statisticky vyznamné 1iSi, respektive zda jsou stiedni hodnoty koncentrace cukrii
skute¢né rozdilné, a nejen vysledkem nahodné variability. V rdmci statistického
zpracovani bylo nejprve zjisténo, zda se jedna o normalni rozdéleni. K tomu byl pouzit
Shapirouv-Wilkav test. Pfestoze, bylo na zaklad¢ Shapirova—Wilkova testu u nékterych
cukri prokazano normalni rozdéleni teoreticky umoznujici pouziti silnéjSich
parametrickych testli, bylo pro nasledné srovnani stfednich hodnot vyuzito

neparametrického Mann-Whitneyova potadového testu. Diivod volby tohoto testu byl,
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Ze tento test je vhodné&jsi pro porovnani datovych fad s rozdilnym rozd€lenim, a hlavné
s malym poc¢tem datovych zdznami. Nakonec k vyhodnoceni vysledkli nevybérového
biologického testu byl pouzit Kruskaliv—Wallistiv jednofaktorovy neparametricky test.
Opét z diivodu spolehlivé neprikaznosti normalniho rozdéleni. Vysledkem pouzitého
testu jsou pak standardni hodnoty p-veli€iny jako u parametrickych testa.

V ramci prace byl pak také vyhodnocovén vliv mnozstvi nestrukturalnich sacharidii na
prirast sledovaného jedince. Korelace mezi témito dvéma velicinami byla posouzena
uzitim Spearmanova korelacniho koeficientu, jez je schopen odhalit i nelinearni
korelaci mezi sledovanymi veli¢inami. Spolehlivost testu byla standardné, tak jako
v predchozim piipadé€, posouzena na zédklad€é hodnoty p-veliCiny.

Vysledky statistického zpracovani jsou prezentovany ve formeé tzv. krabicovych grafii
(boxplot), kde Cerna ¢ara v ,krabici® reprezentuje median. Krabice znazornuje rozpéti
od prvniho do tfetiho kvartilu (IQR — interquartil range; vnitrokvartilové rozpéti)

matematicky:

IQR = %75 — Xz5. (6)

Rozsahy, vzpéry nebo téZ vousky a znazoriiuji minimalni a maximalni hodnoty

a v tomto piipad¢ to jsou hodnoty, které neptesahuji vzdalenost 1,5%IQR.
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5 Vysledky

5.1 Porovnani vodniho potenciilu

Vodni potencial pudy
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Obrazek 16: Hodnoty vodniho potencialu zastresené plochy a kontrolnich nezastiesenych

ploch za mésice cerven, srpen a zari.

Hodnoty vodniho piidniho potencidlu charakterizuji vliv zastfeSeni a kontrolnich
ploch (Obr. 16). Vodni potencial kontrolnich ploch je dan ptirozenou distribuci srazek.
U zastieSenych ploch je vidét nizky vodni potencial jesté potrdd ve fazi rezistence

s hodnotou ptesahujicich ptes —1.5 MPa v mésicich srpen a zafi.
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5.2 Porovnani mnoZzstvi cukrii zastireSenych a kontrolnich ploch

Glukéza

12,00
. ZastieSené p =003 p=0,01

10.00 . Kontrolni

8,00

6,00
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Srpen Zari

Obrazek 17: Hladiny glukozy v mésici srpnu a zari pokusnych ploch. Koncentrace
glukozy na zastresené plose byly zvysené v porovnani s kontrolnimi plochami v

obou meésicich (v mg/g susiny).

Frukt6za
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Obrazek 18: Hladiny fruktozy v mésicich srpnu a zari pokusnych ploch.
Koncentrace fruktozy na zastresené plose byly opét vyznamné zvysené ve srovnani s

kontrolou v obou mésicich (v mg/g susiny).
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Sachar6za
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Obrazek 19: Hladiny sacharozy v mésicich srpnu a zari pokusnych ploch. Ackoliv to
neni statisticky vyznamné koncentrace sacharozy byly o néco vyssi na zastresené
plose (v mg/g susiny).

Rafinoza
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Obrazek 20: Hladiny rafinozy v mésicich srpnu a zari pokusnych ploch. V srpnu
byly hladiny rafindzy mirné vyssi ale opét statisticky bezvyznamne. V zari vSak doslo

k vyznamnému zvySeni v porovnani s kontrolou (v mg/g susiny).
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Mannitol
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Obrazek 21:: Hladiny mannitolu v mésicich srpnu a zari pokusnych ploch. V srpnu
byly koncentrace mirné vyssi u kontrolnich. V zari sice doslo ke zvyseni
koncentrace, avsak statisticky bezvyznamne. Trend je ale opacny nez u ostatnich

cukrii, kdy koncentrace byly vyssi u zastresenych (v mg/g susiny).

Na zaklad¢ predkladanych vysledk lze ukdzat, ze akutni sucho ma, metodami
statistické matematiky, postihnutelny vliv na nestrukturni sacharidy (cukry, NSC). V
srpnu vykazovala skupina stromd, jez byly zastfeSeny po sedm mésici mnohem vyssi
hladinu glukézy v porovnani se skupinou, jez takto oSetfena nebyla na hlading
vyznamnosti (p = 0,03). Pokracovani tohoto trendu je patrné i v zafi, kdy opét stromy
bez pfistupu vody opatfené zastfeSenim vykazovaly vyznamné vys$$i hodnoty
koncentraci glukézy (p = 0,01). Analogicky 1 hladiny fruktézy byly srpnu (p = 0,01)1v
zaii (p = 0,04) vyrazné vyssi u skupiny zastfeSenych stromii nez u kontrolni skupiny. V
ptipadé rafindzy v srpnu doslo pouze k mirnému zvyseni hladiny jeji koncentrace u
skupiny se zastieSenim ve srovnani se skupinou kontrolni a toto zvySeni nebylo
z hlediska vysledki testu statisticky signifikantni (p = 0,09), naproti tomu v zafi byla
jiz hladina rafinézy ve skupiné¢ opatfené stiechou vyrazné vyssi nez v kontrolni
(nezastieSené) skupiné (p =0,01). Na zaklad¢ vysledkli se pak porovnani stfednich
hodnot sachar6zy nejevi statisticky vyznamné vyssi nez v kontrolni skupiné (p = 0,07),
podobny trend je pak opét patrny v zafi, kdy u zastfeSené skupiny ve srovnani

s kontrolni byl pozorovan jest¢ mén¢ signifikantni rozdil s hodnotou p-veli¢iny 0,08. V
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srpnu byla hladina sacharézy vyssi ve skupiné oSetfené stfechou ve srovnani s
kontrolou. V srpnu byly hodnoty koncentrace sacharidového alkoholu mannitolu
s funkci osmotické molekuly vyssi v kontrolni skupiné (p = 0,51). V zafi byly hladiny
mannitolu v kontrolni skupiné€ rovnéz vyssi, ale rozdil opét nebyl statisticky vyznamny
(p = 0,32). Vysoké hodnoty p-veli¢iny lze v tomto ptipad¢ castecné vysvétlit malym

poctem vzorkl zastfeSenych stromii.

5.3 Porovnani pfirastu kmene u stromi vystavenych akutnimu suchu

a prirozené zavlazovanych

3
] Zastiesené
. Kontrolni T
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Cerven Srpen Zari
Obrazek 22: Porovnani radialniho priristku v jednotlivych mésicich na zastresené

plose a kontrolnich ploch.
PtirGsty kmene stromti nevykazovaly vyznamny rozdil v ¢ervnu a srpnu mezi plochami

se stfechou a kontrolnimi, v zaii vSak doSlo k vyznamnému zvyseni tloustkového

prirGstu v ramci kontrolni plochy (Obr. 22).
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5.3.1 Korelace priristu a cukri

Tabulka 4: Hodnoty Spearmanovych korelacnich koeficientit ukazuji, Ze hodnoty
koncentraci cukru signifikantné nekoreluji, ale trend ukazuje potencialni zapornou

korelaci pro glukozu, fruktozu v zari tedy ¢im mensi pririst, tim je vice cukru v lyku.

Korelace cukrua a

Srpen Zari

priristu
Pramér pfirastu za tyden  Primér pfirGstu za tyden

[mm] [mm]
Glukoza -0,10 —0,41
Sachardza —0,10 0,06
Rafin6za —0,30 —0,05
Fruktoza 0,10 —0,50
Mannitol - -

Grafu zobrazuje hodnoty korelacnich koeficientli mezi radidlnimi pfirtisty kmene a
obsahem cukrti ve floému, Z hodnot vyplyva, ze hodnoty vykazuji vyznamnou
zépornou korelaci mezi radidlnimi piirasty v kmeni pro dva specifické cukry, a to pro
glukozu a fruktdzu, Jestlize tedy strom obsahoval vice téchto cukrii byl snizeny radialni

ptirtist kmene.
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5.4 Nevybérové biologické testy, akceptovani akutné suchem

stresovanych stromu kiirovci

Tabulka 5: Pocet aktivnich lykoZroutit (vrtajicich, zavrtanych, pokousejici se vrtat do
stromu) v nevyberovem biologickém testu v Ependorfovych vialkach za mésic srpen a

zari na zastresené a kontrolnich plochach.

Typ Vzorek Srpen Zari
Pocet aktivnich Pocet aktivnich
jedinct jedinct

5B 4 5
5B 8 6
5B 9 4

ZastieSené
5B 5 5
5B 6 6
5B 7 2
5C 4 6
5C 3 4

Kontrolni °P 2 ¢
5D 0 5
5D 2 5
5D 0 3
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Tabulka 6: Sumarizuje aktivnich lykozroutit na zastresené a nezastiesenych plochach
v jednotlivych mesicich. Neparametrické rozdéleni, pocitano Kruskallovym-

Walisovym testem.

Mésic Aktivni
Srpen ZastfeSené 39
Kontrolni 11

Kruskall-Wallis p=0,005
Zati ZastfeSené 28
Kontrolni 29

Kruskall-Wallis p=0,54

Tabulky ¢. 3 a €. 4 zobrazuji vysledky nevybérového biologického testu. Tabulka €. 3
reprezentuje konkrétni pocty jedinct kidroveil v srpnu a v zafi. V této tabulce jsou
zobrazeny konkrétni pocty jedinci, kteti se zavrtali, vrtajicich a pokousejicich se zavrtat
do skupiny aktivnich. Hodnoty Kruskalova Wallisova testu potvrzuji vyznamnou
preferenci suchem stresovanych stromti v srpnu. Naproti tomu v zafi jiz tento test tuto
preferenci nepotvrdil. Tabulka ¢. 4. pak shrnuje celkové pocty vSech aktivnich broukt
dohromady ve vsech sledovanych stromech spole¢né s hodnotu p-veli¢iny Kruskalova

Wallisova testu.

Tabulka 7: Hodnoty Spearmanovych koeficientii poradové korelace mezi obsahem

NSC a poctem aktivnich jedincu Ips typographus.

Mésic Typ Typ NSC

Glukdéza Sachar6za Rafinéza Fruktéza Mannitol

Srpen  Exp2-EP-IT-Active 0,72 0,45 0,47 0,66 -

Zati Exp3-EP-IT-Active 0,13 0,32 0,62 0,13 -

Tabulka €. 5 zobrazuje hodnoty Spearmanovych korela¢nich koeficientli v srpnu a zafi,
mezi sledovanymi cukry a poctem jedinct Ips typographus. Hodnoty vykazuji v mésici

srpnu statisticky vyznamnou korelaci pro glukézu a fruktézu. Tyto hodnoty vsak
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v nasledujicim mésici nemaji statisticky vyznamnou korelaci pro tyto dva cukry.

Naopak se statisticky vyznamna korelace ukazuje u rafindzy

6 Diskuze

Cilem praktické casti prace bylo zjistit, zda zastieSeni ma vliv na ukladani
nestrukturalnich sacharidli, dale zda stromy vlivem zastfeSeni a tim i vystaveni
akutnimu stresu zptisobené¢ho suchem ma vliv na pfirtst a zda a v jaké mite byly NSC
investovany do zasob. V neposledni fad¢ bylo cilem prace také zjistit, jestli Ips

typographus vykazuje vétsi aktivitu na takto akutné suchem stresovanych stromech.

6.1 Pidni vodni potencial jednotlivych ploch

Vysledky méfeni pidniho vodniho potencidlu vykazovaly, Ze zahdjeni stresového
obdobi u zastfeSenych stanovist nastalo jiz v ¢ervnu. Data tykajici se koncentraci NSC
a prirasti ziskanych v tomto obdobi nebyly v této praci sledovany, a tudiz jim nebyla
vénovana veEtsi pozornost.

Z Obr. 16, jez znazoriiuje prubéh pltidniho vodniho potencidlu, je patrné, ze jeho
hodnoty kontrolnich vzorkl se pohybuji v rozmezi 0 az —0,5 MPa. Oproti tomu stromy,
jez byly zastteSené, se svymi hodnotami pohybuji v okoli v zati —1,5 MPa. To dokazuje,
ze stresni systém splnil tkol, a to vyvolavani akutniho stresu. V ¢ervnu jsou hodnoty
pod touto hranici, a naopak v zaii se jiz pohybuji pod hranici —2 MPa. Tyto hodnoty
pak v porovnani s Tabulkou 1 koresponduji s hodnotami minimalnich ptidnich vodnich
potencialll pro jehlicnaté stromy jez se pohybujici mezi hodnotami 1,8 az 2,5 MPa. Dle
literatury (Cochard, 1992), jez se zabyva studiem hodnot vodniho potencidlu pro riizné
dfeviny vcetné¢ smrku ztepilého jsou miniméalni hodnoty vodniho potenciélu, pii kterém
zaCina dochazet ke kavitaci a suchem indukované embolii, vyjma extrémnich hodnot,
pro vétSinu sledovanych dfevin kolem hodnoty —2,5 MPa. To naznacuje, Ze zkoumané

zastteSené vzorky se pohybuji ve fazi rezistence nicméné jsou blizko hranici vycerpani.
6.2 Nestrukturalni sacharidy

Stézejnim cilem prace bylo méfeni a stanoveni koncentraci jednotlivych NSC u
zastfeSené a kontrolni skupiny stromu. Vysledky ukazuji, ze u tii z péti sledovanych
NSC, konkrétn€ u sachardzy rafindzy a sacharidového alkoholu mannitolu, nebyl vliv

zastfeSeni statisticky vyznamny. U rafinézy se pak jeji koncentrace statisticky
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vyznamne¢ liila jen v zafi. Zbylé dva nestrukturdlni sacharidy, tedy glukéza a fruktdza
se statisticky vyznamné liSily v obou mésicich. Uvedend zjisténi jsou ve shodé¢
s literaturou (Hartmann et al., 2013), ktery analogicky uvadi, ze koncentrace glukozy a
fruktozy se u stromt vystavenych opakovanému akutnimu suchu a nasledném zavlazeni
vyznamne¢ 1i8i. Stejné tak nepozoroval statisticky vyznamné rozdily u jinych NSC. Dle
téze studie byly hladiny sachar6zy v kotenech stromi vystavenych cyklickému stresu
vyznamné niz§i a zdsoby Skrobu byly téméf vyCerpany. Toto tvrzeni vSak na zakladé
nasi studie nelze dementovat, nebot’ odbéry vzorkt probihaly v prsni vySce kmene. Déle
dle prace (Erbilgin et al. 2021) v niz byly stromy vystaveny suchu obnazovanim kotenti
a dvéma typum biotického oSetteni (feromonem a inokulace houbami) mély vyznamny
vliv na zasoby NSC. Naopak zanedbatelny ubytek NSC byl pifisuzovan obnazeni
kotfenli. Kombinace obou vlivii m¢la pak za nasledek odumieni 6 z 8 sledovanych
stromti (Erbilgin et al., 2021). Tomasella et al. 2019 ve své praci uvadi, ze sazenice
smrku ztepilého, jez byly podrobeny dvéma cykliim sucha a zavlazovani, které prob&hly
ve dvou po sob¢ nasledujicich 1étech, nevykazovaly béhem druhého cyklu procentudlni
ztratu hydraulické vodivosti v kmenu a obsah NSC zadné setrvavajici vlivy z
ptedchoziho sucha, coz svédci o Gplné obnove. Druhé oSetfeni suchem neovlivnilo
celkovy obsah NSC, zatimco Skrob byl v kiife pfeménén na rozpustné cukry. Po
tydennim opctovném zavlazovani byly zasoby NSC ochuzeny, pouze ve dievé,
pfiblizné 30 %. Udaje naznacuji, ze smrk dokaze napravit xylémovou embolizaci, a Ze
pfinove dostupné vod€ mohou byt NSC ulozené v xylémovém parenchymu kratkodobé
mobilizovany pro udrzeni respirace anebo pro procesy podilejici se na obnovée
xylémového transportu. To by vSak mohlo znamenat zévislost na zasobach NSC

v bélovém dieve, zejména pokud se vyskytuji ¢asta obdobi sucha.
6.3 Radialni piirist kmene

Z hlediska pfirtisti na kmeni se ukazalo, Ze v srpnu a zafi doSlo ke statisticky
vyznamnému snizeni pfirGstu kmene na zastieSené ploSe v porovnani s plochami
zavlazovanymi ptirozené. Tento rozdil ukazuje vyznamny vliv faktord prostiedi, tedy
snizené dostupnosti vody, na radialni pfirGst. Tato pozorovani jsou v souladu s
predchozimi studiemi, které prokazaly citlivost riistu stroml na vodni stres. (Krejza et
al, 2021) ve své praci uvadi, ze zmény piiristu kmene s vysokym ¢asovym rozliSenim

jsou vhodnym signdlem pro bioindikaci stresu ze sucha a pftirtistu tloustky kmene v
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reakci na mistni podminky prostfedi. Silny stres suchem pak vedl k dfivéjSimu

sezénnimu ukondéeni radialniho rustu kmene stromu.

6.4 Vliv akutniho vodniho stresu na akceptovani smrku Ips

typographus

V ramci nevybérového biologického testu aktivity byla zkouména preference Ips
typographus na stromech akutné stresovanych suchem a stromech kontrolnich. Samci
Ips typographus statisticky signifikantn¢é prokazali vyssi aktivitu na stromech akutné
stresovanych suchem avSak pouze v srpnu. Vysledek korela¢niho testu ukazal, ze
stromy stresované suchem vykazuji vyss$i atraktivitu pro Ips typographus, jez mély
vy$si koncentraci glukozy a fruktdzy v obou mésicich naproti tomu rafindzu jen v zafi.
Hodnoty korela¢nich koeficientli ukazuji na vyznamnou korelaci s obsahem glukozy a
fruktoézy v srpnu a dale pak vyznamnou korelaci s obsahem rafinézy v zari. Z hlediska
celkového obsahu NSC pak vysledky naznacuji, ze Ips typographus preferuje
jednotlivce s vysokym obsahem sacharidi ve floému. Tento vysledek je pak v relativni
shodé s (Erbilgin et al., 2021), jez naznacuje, Ze oslabené stromy jsou timto broukem

preferovany.
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7 Zavér

Predkladana prace v reSerSni Casti shrnuje soucasné poznatky o suchem vyvolaného
stresu na stromy. Dale se vénuje vodnimu potencialu u rostlin a jejich dopad na transport
latek, reakcnich mechanismech rostlin na stres a jejich syntéze a distribuci
nestrukturalnich sacharidii hlavné pak glukézy, fruktdzy, sachardzy rafinodzy a také
alkoholového cukru mannitolu.

V priibéhu metodické casti bylo vramci vyvijené metodiky na zastfeSené plose
odebrany vzorky floému a také ve smrcich pfirozen¢ zavlazovanych, v praci
oznacovanych jako kontrolni. Druhd ¢éast vyvijené metodiky se pak soustfedila na
kvantitativni analyzu vybranych klicovych nestrukturalnich sacharidii ve floému. Na
zaklad¢ ziskanych vysledki spolecné se statistickym zpracovanim pak byly
interpretovany vysledné odpovédi na stézejni cile této prace.

Prvnim z cili bylo urcit, zda se stromy akutn¢ stresované suchem (zde simulovanych
zastteSenim) upfednostiiuji ukladani sacharidi v porovnani se stromy pfirozené
zavlazovanymi. Vysledky ukazuji, Ze suchem stresované stromy skute¢n¢ preferuji
ukladani nestrukturalnich sacharidu. Statisticky vyznamné vSak 1ze toto tvrzeni podepftit
jen u glukdzy a fruktdzy v obou sledovanych meésicich. U rafindzy vSak pouze v zafi.
Druhym cilem bylo urcit, zda koncentrace nestrukturdlnich sacharidi v Iyku méla vliv
na radidlni pfirdst kmene. Toto tvrzeni se vramci sledovanych mésicl statisticky
vyznamné neprojevilo ani v srpnu ani v zafi, ale je viditelny trend, ktery by mohl byt
potvrzen pii vétSim mnozstvi vzork.

Poslednim cilem pak bylo urcit, zda koncentrace cukrt ve floému a akutni vodni stres
maji souvislost s poctem jedinct Ips typographus, kteti akceptovali stresované smrky.
Tato souvislost se opét prokazala na obsahu glukézy a fruktdzy jen v srpnu. U rafindzy
pak vysledky ukazuji vyznamnou korelaci v zafi.

Porovnani s dostupnou literaturou bylo v souladu s vysledky tak, Ze stromy stresované
suchem mély vyssi koncentrace sacharidii v lyku nicméné jen glukézy a fruktozy,

suchem stresované stromy pak mély niz$i radidlni ptirtst kmene.
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