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ANOTACE

Dobrovolna, D. Akumulace osmoticky aktivnich ldtek v in vitro kulturdch
v podminkdch sucha. Hradec Kralové, 2023. Diplomova prace na Prirodovédecké
fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace Zuzana Kovalikova.
77 s.

Klimatické predpovédi varuji pred pokracujicim nariistem primeérnych teplot,
zménami vrozloZeni a mnoZstvi srazek a CastéjSimi obdobimi sucha. Sucho je
povazovano za rizikovy faktor rostlinné produkce. Dopady zmény klimatu spolu
s rozriistdnim celosvétové populace predstavuji pro budoucnost lidstva zavazny
problém. MozZznym feSenim, jak predejit celosvétové potravinové krizi, bude
péstovat odolnéjsi rostlinné odrady.

V diplomové praci byly hodnoceny vybrané biochemické parametry (akumulace
osmoticky aktivnich latek, syntéza kyseliny abscisové a antioxidac¢ni aktivita)
uvybranych 5 odrlid jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’, ‘Rubinstep’,
‘Idared’, ‘Car Alexander) a5 odrid tfesni (‘Regina‘, ‘Napoleonova‘, ‘Kastanka’,
‘Sunburst’, ‘P-HL-C‘). Vybrané trzni odridy byly prevedeny do in vitro kultur.
Podminky sucha byly navozeny pridanim polyethylenglykolu (PEG) do
kultivacnich médii.

Stres ze sucha navozeny PEG vedl uobou druhii ovoce ke zvySené akumulaci
osmotik andarlstu hladiny Kkyseliny abscisové. Osmoticky stres zplsobil
sekundarni oxidacni stres. Vodpovédi na zvySenou tvorbu reaktivnich forem
kysliku u stresovanych rostlin vzrostla aktivita antioxidacnich enzymi.

Na zakladé vysledki analyz byly vybrany odridy potencidlné odolné stresu ze
sucha. Odridy ‘Rubinstep’ a ‘Kastanka‘ vykazovaly vyssi akumulaci osmolyti
a antioxidacni aktivitu. Vysledky byly porovnany sdrive publikovanymi
charakteristikami odrid z hlediska odolnosti suchu a s vysledky bakalarské prace
,Vyzkum tolerance ovocnych plodin na sucho v in vitro podminkach®.

KLiCOVA SLOVA

sucho, osmoticky stres, polyethylenglykol, in vitro kultura, jabloné, tresné,
antioxidanty, osmotika, kyselina abscisova



ANNOTATION

Dobrovolna, D. Accumulation of osmotically active substances in in vitro cultures
under water deficit. Hradec Kralové, 2023. Diploma Thesis at Faculty of Science
University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor Zuzana Kovalikova. 77 p.

Climate predictions warn of continued increase in average temperatures, changes
in distribution and amount of precipitation and more frequent drought period in
future. Drought is considered as a risk factor of crop production. Climate change
impacts with global population growth represent serious problem for the future of
humanity. Possible solution to avoid a global food crisis will be grow more tolerant
plant cultivars.

In the Diploma Thesis selected biochemical parameters (accumulations of
osmotica, synthesis of abscisic acid and antioxidant activity) of selected five apple
(‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’, ‘Rubinstep’, ‘Idared’, ‘Car Alexander‘) and five
cherry (‘Regina‘, ‘Napoleonova’, ‘Kastanka‘, ‘Sunburst/, ‘P-HL-C‘) cultivars were
evaluated. Selected market cultivars of apples and cherries were cultivated in vitro
on medium containing different levels of polyethylene glycol (PEG). PEG simulated
osmotic stress in plants.

PEG-induced water stress caused increased accumulation of osmolytes and content
of abscisic acid in both fruit species. Drought stress caused secondary oxidative
stress. In response to the increased production of reactive oxygen species in
stressed plants antioxidant activity increased.

Based on the results of analysis potentially drought stress tolerant cultivars were
determined. Cultivars ‘Rubinstep‘ and ‘Kastanka‘ showed higher accumulations of
osmotica and antioxidant activity. The results were compared with previous
characteristics of cultivars in terms of drought resistance and with results of the
Bachelor Thesis ,Drought tolerance research of fruit crops in in vitro conditions”.

KEY WORDS

drought, osmotic stress, polyethylene glycol, in vitro culture, apples, cherries,
antioxidants, osmotics, abscisic acid
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UvoD

Rostliny jsou permanentné vystaveny ptlisobeni biotickych a abiotickych stresf.
Stres ze sucha je povazovan za jeden z nejrizikovéjsich faktorq, které ovliviiuji rist,
vyvoj a produkci rostlin (Anjum et al. 2011; Aroca 2012). V disledku klimatické
zmény dochazi ke zvySovani globalni priimérné teploty, tani ledovci, vzestupu
hladin ocedni, ¢astéjSimu vyskytu extrémnich jevl pocasi, zméndm rocnich obdobi
a posunu vegetacnich pasem a arealli rozsiteni organismii (Ritchie et Roser 2017).
Klimatické modely varuji pred pokracujicim nartistem primérnych teplot,
zménami v rozloZeni a mnoZstvi srazek a ¢astéjSim vyskytem obdobi sucha (IPCC
2018).

Dopady klimatické zmény spolu s rozriistdnim celosvétové populace predstavuji
pro budoucnost lidstva vyznamny problém. Dle Godfraye et al. (2010) celosvétova
populace pravdépodobné do roku 2050 dosahne 9 miliard. K zajisténi
dostatecného mnoZstvi potravy a uspokojeni zvysujici se poptavky po potravinach,
bude nezbytné zvysit jejich produkci, tedy i produkci zemédélskych plodin. Jednim
z moznych reSeni, jak se vyhnout celosvétové potravinové krizi, bude péstovani
rostlinnych odrid svysSimi vynosy, které budou lépe odolavat nepfiznivym
klimatickym podminkdm (Wheeler et Braun 2013).

Rostliny reaguji na stres ze sucha morfologickymi, fyziologickymi a biochemickymi
zménami. Prvotni reakci rostlin na stres ze sucha je sniZeni buné¢ného turgoru.
Pokles turgoru se projevi vadnutim rostlin. Vadnouci rostliny staceji listy, ¢imz
zmensSuji plochu pro transpiraci. Pokles turgoru ve svéracich buiikach priduchi
rostlin vede kuzavirdni priduchovych Stérbin. Suzavienim priduchii dojde
k preruSeni ptijmu oxidu uhlicitého, a tedy ke zpomaleni jeho asimilace. Za velkého
vodniho stresu se fotosyntéza uplné zastavuje. V dlisledku preruseni riistu a déleni
bunék dochazi k zastaveni zvétSovani listové plochy a ke sniZeni produkce cerstvé
a suché hmoty (Farooq et al. 2009; Khoyerdi et al. 2016).

V diisledku stresu ze sucha na rostliny ptisobi také sekundarniho oxidac¢ni stres. Ve
stresovanych rostlinach dochazi ke zvySené tvorbé reaktivnich forem kysliku
(Reactive Oxygen Species, ROS). Ty nasledné poskozuji bunky rostlin, predevsim
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (Khoyerdi et al. 2016). V reakci na zvySenou
produkci ROS béhem stresu se urostlin vyvinuly enzymatické a neenzymatické
antioxida¢ni systémy, které umoZnuji radikaly odstraniovat. Neenzymatickymi
antioxidanty jsou napr. kyselina askorbova, glutathion, karotenoidy, tokoferoly,
flavonoidy a taniny. Mezi enzymatické antioxidanty lze zaradit napf. superoxid
dismutazu (SOD), katalazu (CAT), askorbat peroxidazu (APX) a glutathion
reduktazu (GR) (Slovakova et Mistrik 2007).



Vyznamnym mechanismem, kterym se rostliny brani poskozeni stresem ze sucha,
je syntéza a akumulace osmoticky aktivnich latek (aminokyseliny, rozpustné cukry,
cukerné alkoholy). Tyto latky sniZuji osmoticky potencial bunék a udrZuji bunécény
turgor (Anjum et al. 2011). Kompatibilni osmolyty jsou rovnéZ zdroji energie pro
rist rostlin, stabilizuji buné¢né membrany a pravdépodobné maji vyznam také
jako signalni molekuly (Ovesna et Janska 2011).

Za vodniho stresu rostliny syntetizuji stresové hormony (kyselina abscisovi,
ethylen) astresové proteiny (prolin, LEA proteiny, HSP proteiny). Kyselina
abscisova (ABA) je fytohormon, ktery hraje diilezitou roli v regulaci ristu, vyvoje
avodniho reZimu rostlin. Stresové proteiny chrani rostliny pred poskozenim
vyznamnych proteinti a buné¢nych membran (Ashraf et al. 2011).

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit vybrané biochemické parametry
(akumulace osmoticky aktivnich latek, syntéza kyseliny abscisové, antioxidacni
aktivita) uvybranych 5 odrGd jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’,
‘Rubinstep’, ‘Idared’, ‘Car Alexander) a5 odrid tfesni (‘Regina‘, ‘Napoleonova’,
‘Kastanka‘, ‘Sunburst’, ‘P-HL-C). Vybrané trzni odrldy jabloni atiesni byly
prevedeny do in vitro kultur. Osmoticky stres byl navozen pridanim
polyethylenglykolu (PEG) do kultiva¢nich médii. Jednotlivé odriidy na PEG
indukovany stres reagovaly odliSné. Prostrednictvim analyz proto bylo moZné
sledovat rozdily vakumulaci osmolytl, syntéze Kyseliny abscisové a aktivité
antioxida¢nich enzymia. Na zakladé vysledkii analyz byly vybrany odridy
potencialné odolné viici stresu ze sucha.

Diplomova prace navazuje na bakalarskou praci ,Vyzkum tolerance ovocnych
plodin na sucho v in vitro podminkach®, ve které byly hodnoceny morfologické
(Cerstvd asuchd hmotnost, obsah vody, plocha listli), fyziologické (obsah
chlorofyld a karotenoidii) a biochemické parametry (ROS, obsah malondialdehydu
a prolinu) u vybranych odrid jabloni a tfeSni. Vysledky diplomové prace byly

vvvvvv

a s vysledky, kterych bylo dosaZeno v bakalarské praci.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Sucho a jeho diisledky

Voda je jednou ze zadkladnich podminek Zivota na Zemi. VSechny Zivotni déje, které
probihaji v Zivych organismech, jsou na vodé zavislé. Voda je povaZovana za
nejvice limitujici faktor riistu, vyvoje a produktivity rostlin (Anjum et al. 2011;
Aroca 2012). Dostate¢né zasobeni rostlinnych bunék vodou je nezbytné pro
zachovani fyziologickych a biochemickych procest (fotosyntéza, respirace apod.).
Voda je univerzalnim rozpoustédlem organickych a anorganickych latek, slozkou
makromolekul, transportnim médiem, stavebni latkou (rostlinam dodava zakladni
stavebni prvky bunécnych struktur vodik a kyslik) a Cinitelem, ktery ovliviiuje
tepelny rezim rostlin (Kincl et Krpes$ 2000).

Deficit vody v prostredi, ktery vznika v disledku nedostatku atmosférickych
srazek a ktery negativné ovliviiuje rist a vyvoj rostlin a jejich produkci, nazyvame
sucho. Cesky hydrometeorologicky ustav (CHMU) (2022), ktery sucho definuje
jako nedostatek vody v atmosfére, pudé nebo vrostlinach, rozliSuje sucho
klimatické, ptidni a hydrologické. Termin klimatické sucho vyjadiuje déletrvajici
srazkovy deficit. Srazkové dhrny lezi pod dlouhodobym priimérem. Plidni sucho
znaci stav, kdy jsou koreny rostlin nedostatecné zasobeny vodou a u rostlin
dochazi knaruseni vodniho rezimu. Vlhkost pldy zavisi na mnoZstvi, intenzité
a frekvenci srazkovych uhrnti, na evaporaci a na vlastnostech ptdy. Hydrologické
sucho, které vznika v dlsledku nedostatku atmosférickych srazek, vyjadruje
sniZen{ stavu povrchovych a podzemnich zdroja vody.

Wilhite (2005) rozliSuje 4 typy sucha: meteorologické, zemédélské, hydrologické
a socioekonomické. Meteorologické sucho vznikd v dasledku dlouhodobého
nedostatku atmosférickych srazek. Vzhledem ke znaénym rozdilim srazkovych
uhrnt v jednotlivych oblastech nelze vyjadrit univerzalni hodnotu srazkovych
uhrni, kterd by vyjadrovala sucho. Zavaznost sucha, kterému jsou rostliny
vystaveny, lze spolehlivéji posoudit podle stavu vody v rostliné (napt. vodni
potenciadl bunék (Yw), vodni sytostni deficit (WD), relativni obsah vody (RWC)
apod.). Hodnota vodniho potencialu listl do -0,5 MPa znaci u béZznych mezofytnich
rostlinnych druht mirny vodni stres. Rozmezi vodniho potencialu od -0,5 do -1,5
MPa vyjadruje stredné velky stres. Hodnoty nizsi nez -1,5 MPa znaci velmi silny
stres, pri kterém dochazi v rostlinnych bunkach kpoklesu turgoru avadnuti
(Prochazka et al. 1998). Relativni obsah vody se pfi mirném stresu pohybuje
vintervalu 60 aZ 70 %, pri stfednim stresu 40 aZ 60 % a pfi silném stresu 0 aZ
40 % (Laxa et al. 2019). Meteorologické sucho je pric¢inou dalSich typi sucha.
Terminem zemédélské sucho oznacujeme stav, kdy je v ptiidé nedostatek vlahy pro
rist, vyvoj a produkci hospodarskych plodin. Hydrologické sucho vyjadiuje snizeni
stavu povrchovych a podzemnich vod. Socioekonomické sucho zahrnuje vSechny
negativni vlivy srazkového deficitu na lidskou spole¢nost (zemédélstvi, lesnictvi,
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dostatek pitné vody, energetika a priimysl, doprava, rekreace apod.) (Wilhite
2005).

Sucho lze dale charakterizovat dle intenzity, délky trvani a velikosti zasazené
plochy. Disledky sucha rovnéz zavisi na obdobi jeho nastupu. Rostliny jsou
vodnimu deficitu nejvice nachylné v ranych stadiich vyvoje (Wilhite 2005; Laxa
etal. 2011).

vivys

pidni vlahy se projevi snizenim produktivity rostlin. Obdobi beze srazek oslabuje
stromy a podporuje Sifeni Skiidct (napt. klirovcové kalamity). Podle Ashrafa
et Foolada (2007) je 45 % zemédélské pudy vystaveno trvalému, nebo Castému
suchu. Podle Wilhita (2005) je ro¢né zasaZeno velkym aZ extrémnim suchem 14 %
zemeédélské ptdy.

Nezanedbatelné jsou vydaje za vodu na zavlazovani zemédeélské piidy. Vice nez
40 % zemédélskych plodin je v soucasnosti péstovano na zavlazovanych ptidach.
Klimatické modely predpovidaji pokracujici nartist primérnych teplot, dbytek
srazek ajejich nerovnomérné rozloZeni a castéjsi vyskyt obdobi sucha (IPCC
2018). Do budoucna Ize proto ocekavat, ze se bude plocha zavlazované zemédeélské
plidy zvétsovat a spotieba vody poroste. Podle dat Ceského statistického tiadu
(CSU) z roku 2010 (CSU 2010) méla v Ceské republice zavlazovana piida rozlohu
19 196 ha, zatimco v roce 2020 byla rozloha zavlazované pidy 22 019,33 ha (CSU
2020). Vmnoha oblastech se spotfebuje na zavlaZovani vice vody, neZ se obnovi
z prirozenych zdroji. Nadmérné zavlazZovani je pri¢inou ztraty Zivin a Spatného
provzdus$néni pid (Skodacek et al. 2011). Sucho ma rovnéZ negativni vliv na
kvalitu pidy. Nizké srazkové uhrny, vysoky povrchovy vypar, zvétravani hornin,
zavlaZzovani a nevhodné zemédélské postupy jsou pricinou snizovani obsahu vody
v pudé a nartstajiciho zasoleni piid (Ashraf et Foolad 2007). Dle IPCC 2022 bude
v poloviné 21. stoleti 10 % rozlohy zemédélské plidy nevhodné pro péstovani
zemédélskych plodin.

1.2 Stres rostlin

Rostliny jsou po cely Zivot vystaveny proménlivym podminkam vnéjsiho prostredi.
Plisobeni téchto podminek miiZe rostliny poskozovat. Vlivy prostredi, které ptsobi
nepriznivé na rostliny, oznacujeme jako stresové faktory (stresory). Termin stres
vyjadiuje stav, béhem kterého je na rostlinu kladena zvySena zatéz (Prochazka
etal. 1998).

Rostliny jsou nepretrzité vystaveny plisobeni biotickych a abiotickych stresovych
faktori. Za biotické stresové faktory povazujeme negativni vlivy jinych organismi
na rostliny (viry, bakterie, houby, herbivori, parazitické rostliny apod.). Pri¢inou

12



abiotického stresu je nadbytek, nebo nedostatek fyzikalniho nebo chemického
podnétu. Mezi fyzikalni stresory lze zatfadit mechanické ucinky vétru, nadmérné
viditelné a UV zareni, extrémni teploty (horko, chlad, mraz) apod. Chemickymi
stresory jsou nedostatek vody (sucho), kysliku (hypoxie, anoxie), Zivin, nadbytek
mineralnich latek (zasoleni), pfitomnost toxickych latek v ptidé a ve vzduchu apod.
(Prochazka et al. 1998).

Vzhledem Kk prisedlému zplsobu Zivota si rostliny musely vyvinout obranné
mechanismy, které je pred pisobenim neptiznivych vlivii prostiedi chrani.
Stresova reakce je soubor odpovédi, kterymi rostliny reaguji na zmény podminek
vnéjSiho prostredi ana pritomnost stresorti (Obr. 1). Vlivem stresoru dojde
k naruseni bunécnych struktur a fyziologickych déjt (poplachova faze). Informace
o pritomnosti stresoru se mezi rostlinnymi buinikami S$ifi prostrednictvim
signalnich molekul. Neni-li plisobeni stresorti pro rostlinu letdlni, dojde
k mobilizaci obrannych mechanismd, které rostliné pomohou obnovit narusenou
homeostazu (restitucni faze). Diky obrannym mechanismim je rostlina schopna
odolavat stresovym podminkdm (faze rezistence). Intenzivni a dlouhodoby stres
vede kodumrieni rostliny (faze vycerpani). Pribéh stresové reakce zavisi na
intenzité a délce plsobeni stresového faktoru a na druhu rostliny (odolnost vici
plisobeni stresori je druhové specifickd), jejim zdravotnim stavu, vyvojové fazi
apod. (Prochazka et al. 1998).

-+

narmalni
stav

odolnost

]‘ pocatek stresu tas

Obrazek 1 Priibéh stresové reakce (Prochazka et al. 1998)

1.3 Vodni stres

Stres z nedostatku vody (vodni stres) vznika v dlsledku pilisobeni abiotickych
stresovych faktorl sucha, zasoleni a vysokych a nizkych teplot (Anjum et al. 2011;
Aroca 2012). Vyjadruje stav, pii kterém dochazi v rostlinnych burikach k naruseni
bilance mezi prijmem avydejem vody. V podminkach vodniho deficitu je obsah
vody v burnice niZ$i neZ pri plné turgescenci. Vodni stres je doprovazen osmotickym
stresem, ktery lze definovat jako vytékani vody zbunék v disledku rozdili

v osmotickych koncentracich mezi vnitfnim prostfedim bunék a vnéjSim
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prostredim. Voda se pohybuje ve sméru gradientu vodniho potencialu. Je-li
v okolnim prostiredi vyssi koncentrace osmoticky aktivnich latek nez uvnitt buriky,
vytéka voda skrze vakuolarni membranu, cytoplazmatickou membranu
a bunécnou sténu ven z buiiky. U rostlin vyvolava vodni a osmoticky stres radu
morfologickych, fyziologickych a biochemickych zmén (Kincl et Krpes 2000; Jaleel
etal. 2009).

1.4 Vliv vodniho stresu na morfologii rostlin

V disledku pldniho a atmosférického sucha dochazi ke sniZeni obsahu vody
v rostlinach. Voda je zakladni podminkou Zivota rostlin. Je nezbytna pro optimalni
pribéh metabolickych procesti. Akutni reakci rostlin na pritomnost vodniho
deficitu je pokles bunéfného turgoru. SniZena turgescence rostlinnych bunék se
projevi vadnutim rostlin, uzavienim listovych praduchli a sniZenim expanze,
prodluzovani a déleni bunék. Vadnouci rostliny staceji listy, ¢imz zmensuji plochu
pro transpiraci a soucasné zachycuji mensi mnoZstvi slune¢niho zareni (vodni
stres ptisobi Casto v kombinaci s vysokym ozarenim) (Anjum et al. 2017).

Uzavienim priiduchovych Stérbin v diisledku sniZeni objemu cytoplazmy a turgoru
ve svéracich bunkach rostliny predchazeji nadmérnym ztratdm vody transpiraci.
Uzavienymi priduchy ale rostliny nemohou prijimat oxid uhlicity, ¢imz je jeho
fixace v Calvinové cyklu narusena a akumulace asimilati se snizi. V podminkach
silného nebo dlouhodobého vodniho stresu miiZze dojit k uplnému zastaveni
fotosyntézy. Zachovani plné turgescence je proto hlavnim predpokladem pro
udrzeni déleni a rastu bunék (Farooq et al. 2009). U stresovanych rostlin je mozné
pozorovat mensi listovou plochu, sniZzenou produkci ¢erstvé a suché biomasy, nizsi
pocet listli a zvySeni poméru podzemnich ¢asti rostlin k nadzemnim. Zmensenim
velikosti listové plochy a poctu listd rostliny ztraci méné vody transpiraci. Za
vodniho stresu dochazi ke zménam v distribuci a akumulaci asimilati. Produkty
fotosyntetickych reakci jsou transportovany ke Kkorenim, kde se hromadi
a podporuji riist kofenového systému. Kofeny zastavaji u vyssich rostlin hlavni
ulohu v prijmu vody. Velky kofenovy systém ma pristup k vétSimu objemu pidy
(Anjum et al. 2017; Laxa et al. 2019).

Vodni stres ovliviiuje Zivotni cyklus rostlin. Ma vliv na nastup adélku trvani
vyvojovych fazi. Indukuje diivéjsi senescenci aodumirani listd. Ziviny
z odumfelych vegetativnich organti jsou transportovany ke generativnim organtim,
arostlina tak mize dokoncit vegetacni cyklus. Reprodukce je v podminkach sucha
opozdéna (Anjum et al. 2017).
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1.5 Vliv vodniho stresu na fyziologii rostlin

V reakci na vodni deficit dochazi v rostlinach ke zméndm koncentraci asimila¢nich
pigmentl, syntetizuji se stresové hormony Kkyselina abscisova (ABA) a ethylen,
aminokyselina prolin a stresové proteiny, LEA proteiny (Late Embryogenesis
Abundant Proteins), proteiny teplotniho Soku (Heat Shock Proteins) a dalsi
ochranné proteiny (Ashraf et al. 2011).

1.5.1 Vodni stres a fotosyntetické procesy

Asimilacni pigmenty (chlorofyl a, chlorofyl b akarotenoidy) jsou pritomny
v chloroplastech, kde absorbuji slune¢ni zareni a podili se na produkci redukénich
sil. Vdasledku vodniho stresu dochazi vrostlindch ke sniZeni koncentrace
chlorofyld v listech, ¢imz se snizi i obsah zachycenych fotond. Rostliny se takto
brani nadmérné produkci kyslikovych radikaldi, které poskozuji rostlinné burnky
(Jaleel et al. 2009; Khoyerdi et al. 2016). Karotenoidy jsou vyznamnymi
neenzymatickymi antioxidanty. Za vodniho stresu mtZe jejich koncentrace vzrist.
Napr. B-karoten vazany na fotosystémy I all (PS I all) vchloroplastech brani
tvorbé singletového kysliku (10:), achrani tak chlorofyly pred oxidativnim
poskozenim (Sircelj et al. 2007; Jaleel et al. 2009). Vlivem tbytku asimila¢nich
pigmentl dochazi u stresovanych rostlin ke zZloutnuti a hnédnuti listi (Khoyerdi
etal. 2016).

Samotné fotosyntetické procesy nereaguji na vodni deficit tak citlivé jako
napriklad rist aexpanze listl. Vodni stres miiZe redukovat fotosyntézu tremi
zpusoby: 1. Uzavienim listovych praducht rostliny v podminkach stresu ze sucha
snizuji transpiraci. Soucasné ale dochazi k omezeni vymény plynti, coZ vede ke
snizeni asimilace CO2. 2. Redukci aktivity chloroplasti atoku elektrond ve
svételnych reakcich fotosyntézy. Dlouhodobé sniZzeni obsahu vody vede
ke znacnému vycerpani jadra PS II. 3. Snizenim syntézy a aktivity enzymii, které se
uplatnuji v tmavych procesech fotosyntézy. MnoZstvi a aktivita enzymu ribuléza-
1,5-bisfosfatkarboxylaza (Rubisco), jehoZ syntéza je v podminkach sucha sniZena
vdisledku nedostatecného zasobovani ATP a NADPH, ovliviiuje rychlost
fotosyntetické asimilace uhliku. Dale mize byt narusena aktivita thylakoidni ATP-
syntazy (Reddy et al. 2004; Slovakova et Mistrik 2007; Farooq et al. 2009; Zargar
etal. 2017).

Vodni stres je casto doprovazen stresem znadmérného ozareni. Nadbytek
zachyceného slunecniho zareni u rostlin vyvolava fotooxidacni stres a mlize vést
k prehtati rostlinnych pletiv. Nadmérné ozarenti je priCinou tzv. fotoinhibice, ktera
vede k naruseni fyziologickych a biochemickych procest svételné faze fotosyntézy.
Poskozuje PS II azpilsobuje zmény ve strukture a funkcich elektronového
transportniho fetézce. U¢innost fotosyntézy klesa (Prochéazka et al. 1998).
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1.5.2 Vodni stres a syntéza stresovych hormonii

Fytohormony jsou rostlinné rlistové regulatory. V rostlindch jsou zastoupeny
v nizkych koncentracich. Ovliviiuji rdst avyvoj rostlin, metabolické procesy
a v neposledni radé také reakce rostlin na stresové podminky. Jsou vyznamnymi
signdlnimi molekulami, které spoustéji a zprostifedkovavaji stresové reakce.
Rostlinné hormony spolu vzajemné interaguji. V reakci rostlin na sucho jsou
vyznamné piredevsim fytohormony kyselina abscisovd (ABA) a ethylen (Ashraf
etal. 2011).

Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (Abscisic acid, ABA) je rostlinny hormon, ktery hraje zasadni
roli v regulaci riistu a vyvoje rostlin za stresovych podminek. Lze ji povaZovat za
nejvyznamnéjsi stresovy fytohormon. Po chemické strance se jedna o Css
seskviterpen (Ashraf et al. 2011; Dar et al. 2017).

Za stresovych podminek je ABA syntetizovana vrlznych orgdnech rostlin
(v kotenovych ¢epickach, dospélych listech, plodech apod.). Syntéza ABA probiha
intracelularné v chloroplastech a dal$ich plastidech (Zhang et al. 2019). Signdlem
pro pocatek syntézy je zména turgoru a zvySeni zaporného vodniho potencialu
vrostlinnych pletivech. Plisobenim enzymu zeaxanthin epoxidazy (ZEP) dochazi
v plastidech k pfreméné karotenoidu zeaxanthinu na violaxanthin. Violoxanthin je
preménén na neoxanthin, a nasledné jsou oba izomerizovany na 9-cis-violaxanthin
a 9-cis-neoxanthin. Enzymy, které katalyzuji tuto reakci, zatim nebyly
identifikovany. Jejich oxida¢nim S$tépenim Kkatalyzovanym enzymem 9-cis-
epoxykarotenova dioxygenaza (NCED) vznika karotenoid xanthoxin, ktery je
nasledné translokovan z plastidi do cytoplazmy, kde je plisobenim xanthoxin
dehydrogenazy (XanDH) pfeménén na ABA aldehyd. Nasledné ptisobenim enzymu
ABA aldehyd oxidaza (AAO) vznika ABA (Obr. 2) (Perin et al. 2019; Jia et al. 2022).

Zeaxanthin

l ZEP

Violaxanthin

7N

9-cis-violaxanthin 9-cis-neoxanthin
NCED\ AED

Xanthoxin

l XanDH

ABA aldehyd
\L AAO
ABA

Obrazek 2 De novo syntéza Kyseliny abscisové (ABA) dle Perina et al. (2019)
16



Béhem osmotického stresu (sucho, chlad, zasoleni) dochazi v rostlinach ke zvyseni
hladiny ABA (béhem 4 aZ 8 hodin se muZe zvySit az 50krat) ajejich derivatl
kyseliny fazové (PA), kyseliny dehydrofazové (DPA) a -D-glukopyranosyl
abscisatu (ABA-GE) (Daszowska-Golec 2016; Perin et al. 2019). Po skonceni
vlahového deficitu se jeji hladina vraci do normalu (Taiz et Zeiger 2006). Vyznam
derivatli ABA v reakci rostlin na vodni deficit dosud nebyl zcela objasnén. Tyto
latky umoznuji rychlou resyntézu ABA za stresovych podminek anapomadhaji
utvareni rovnovahy vnitiniho prostredi (Perin et al. 2019).

Jsou znamy dvé hlavni cesty katabolismu ABA - katabolismus ABA a konjugace
s gluk6zou (glc-konjugace) (Obr. 3). Katabolismem ABA vznikaji hydroxylované
ABA, PA a DPA. Reakci katalyzuje enzym ABA-8-hydroxylaza (CYP707A). Cestou
glc-konjugace dochazi glykosylaci enzymem f-glukosidazou (BG) ke vzniku
neaktivni ABA. Tato reakce je reverzibilni (Perin et al. 2019). Za stresovych
podminek rovnéz dochdazi k nartstu hladin enzyma podilejicich se na syntéze ABA
(ZEP, NCED apod.) a ke zvySeni exprese genl spojenych se syntézou ABA (AAO,
CYP707A apod.) (Dar et al. 2017; Zhang et al. 2019).

9'hydroxy ABA

BG
7’hydroxy ABA <—— ABA —> ABA-GE
A]’/om

Obrazek 3 Katabolismus kyseliny abscisové (ABA) a glc-konjugace dle Perina et al. (2019)

DPA €<— PA <— 8’hydroxy ABA

Z mist syntézy je ABA transportovana vodivymi pletivy xylému (ABA syntetizovana
v kofenech) afloému (ABA syntetizovana v listech). Transport probiha pasivné
i aktivné. Je-li ABA protonizovana, miiZe jako slabad kyselina pasivné prochazet
biologickymi membranami. Aktivni transport se uskuteciiuje prostrednictvim
transportéri (Daszowska-Golec 2016; Dar et al. 2017; Zhang et al. 2019).

ABA ovliviiuje riist a vyvoj rostlin. Brzdi prodluZovaci riist nadzemnich ¢asti rostlin
a vyvoj embrya (inhibuje piechod z embryonalni faze do faze kliceni, inhibici ristu
zplUsobuje zmensSeni listové plochy), navozuje dormanci, inhibuje kveteni,
stimuluje syntézu zasobnich proteini alipidli, zvySuje akumulaci osmoticky
aktivnich latek, reguluje hladinu ROS, ovliviiuje interakce mezi rostlinou
a mikroorganismy a stavbu koteni (stimuluje prodluzovani kotent). Vytvorenim
velkého korenového systému rostlina ziska pristup kvétSimu objemu ptdy.
Vysoké hladiny ABA dale zptsobuji senescenci listli (inhibici uzavirani priducht
dojde k rychlym ztratdm vody v listech) a opad listli (Tworkoski et al. 2016; Dar
etal. 2017).

Velmi vyznamny je ucinek ABA na priduchy. Mechanismus otevirani a zavirani
priduchi probiha na zdkladé zmén turgoru svéracich bunék. Svéraci buiiky reaguji
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na svétlo, predevSim na modré zareni, které aktivuje iontové pumpy. Do svéracich
bunék proudi draselné kationty K*, zatimco vodikové kationty H* proudi ven.
ZvySena koncentrace K* iontl uvniti svéracich bunék zpisobi pokles vodniho
potencidlu. Voda proudi do bunék, zvySuje se turgor, a priaduchy se oteviou.
Kjejich uzavieni dochazi pri sniZeni turgoru zplisobeného efluxem iontd K,
Stépenim sacharézy a paralelni pfeménou malatu na osmoticky neaktivni Skrob
(Kincl et Krpes 2000; Campos et al. 2011; Daszowska-Golec 2016).

Pri velkych vodnich ztratach a plidnim suchu se na regulaci otevirani/zavirani
priducht podili ABA. Ta je syntetizovdna v kofenech a transpira¢nim proudem
vedena do svéracich bunék, kde méni transport iontli. Po navdzani ABA na
specificky receptor dochazi k otevirdni kandlG pro vapenaté ionty Ca2+. ZvySena
hladina Ca%* v buiice aktivuje dva riizné typy aniontovych kanali: pomalu se
aktivujici trvalé (S-typ) arychlé prechodné (R-typ). Oba zprostiredkovavaji
uvolniovani aniontd ze svéracich bunék, coz zptsobuje depolarizaci (Obr. 4, vlevo).
Tato zména membranového potencialu deaktivuje dovniti usmérnujici K* kanaly
(K*in) aaktivuje K* kanaly smérem ven (K*ou), coZ ma za nasledek vytok K* ze
svéracich bunék. Navic ABA zplsobuje alkalizaci cytosolu svéracich bunék, coz
primo zvysuje aktivitu K*ou: kandlu a snizuje aktivitu kanald typu R. Trvaly vytok
aniontli a K* prispivd ke ztraté turgoru svéracich bunék, coZ vede kuzavieni
priducht. ProtoZe vakuoly mohou zabirat vice nez 90 % objemu svéraci bunky,
pres 90 % iontd exportovanych z builky musi byt béhem uzavirani priaduchi
nejprve transportovano zvakuol do cytosolu. Zvyseni koncentrace CaZ* aktivuje
draselné vakuolarni kanaly. Uvoliiovani aniontt z vakuol naopak neni aktivovano.
Otevirani priduchi je Fizeno vytokem H* pres H*-ATPazy umisténé v plazmatické
membrané. Ty mohou zaroven ridit ptijem K* prostiednictvim K+, kanali (Obr. 4,
vpravo). Cytosolické zvySeni Ca%* v privodnich bunkach negativné reguluje jak K+*in
kanaly, tak H*-ATPazy plazmatické membrany, coZ poskytuje mechanicky zaklad
pro ABA a Ca2+ inhibici vychytavani K* béhem otevirani priduchii (Maser et al.
2003).

ABA mediates stomatal closing ABA inhibits stomatal opening

ABA

Ca?* permeable
channel

K*,, channels

S-type anion H*
channel

ABA

Obrazek 4 Vliv ABA na zavirani a otevirani priduchu (Miser et al. 2003)
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ABA je vyznamnou signalni molekulou. Za pritomnosti stresovych faktorti spousti
kaskadu obrannych mechanismi. Ridi expresi genti kédujici proteiny, které jsou
vyznamné vakumulaci osmolyti (prolin), syntéze LEA proteinli, proteint
teplotniho Soku a dal$ich ochrannych proteinti (Zhang et al. 2019).

Vodni deficit spousti 2 signalni drahy aktivujici expresi genl podilejicich se na
adaptaci abiotickym stresim - ABA-dependentni (ABRE) a ABA-independentni
(DRE/CRT), které se lisi svymi komponenty. ABA-dependentni signalni draha
zahrnuje ABA responzivni element (ABRE) a transkrip¢ni faktory ABRE-binding
protein/ABRE-binding factors (AREB/ABFs), které se uplatiiuji v expresi gent
zavislych na ABA. V expresi genli nezavislych na ABA jsou vyznamné transkripcni
faktory dehydration-responsive element/C-repeat (DRE/CRT) a DRE-/CRT-
binding protein 2 (DREB2). VSechny tyto faktory se podileji na genové expresi
v podminkach osmotického stresu (Yoshida et al. 2014). Vyznamné je vzajemné
plisobeni mezi ABA a dalSimi fytohormony ve stresové signalizaci, ¢imz vznika
slozitd signalni sit (napf. antagonistické ucinky ABA a cytokininii na listové
pruduchy) (Ashraf et al. 2011).

Ethylen

Ethylen je plynny fytohormon, ktery ovliviiuje riistové a vyvojové procesy rostlin
atoleranci rostlin pisobeni abiotickych stresovych faktorl. Je syntetizovan
v cytoplazmé z aminoKkyseliny L-metioninu. VétSina ethylenu difunduje do
mezibunécénych prostor apriduchy do vnéjSiho prostiedi. Zbyly ethylen se
Castetné rozpousti v cytoplazmé, kde se vaZze na specifické vazebné bilkoviny
a vyvolava ucinky (Prochazka et al. 1998). Ethylen stimuluje respiraci, senescenci,
dozravani plodd, uzavirani priduchi aopad listi (sniZzeni vodnich ztrat
transpiraci). Jeho hladina u rostlin vystavenych vodnimu stresu nartsta. ZvySena
hladina ethylenu dale stimuluje syntézu fytoalexini a zvySuje aktivitu enzymij,
které se podileji na stresovych reakcich rostlin (Ashraf et al. 2011).

Dal$imi hormony, které se uplatiiuji v reakcich rostlin na plisobeni abiotickych
stresovych faktorti vCetné sucha jsou cytokininy, jasmonaty, kyselina salicylova,
auxiny a brassinosteroidy. Cytokininy chrani bunécné struktury, stimuluji syntézu
aminokyselin (prolin) a proteint a zpomaluji starnuti bunék. Vzhledem k indukci
otevirani priducha (cytokininy plisobi antagonisticky na ABA) dochazi za
vlahového deficitu ke sniZeni jejich hladiny (Ashraf et al. 2011; Peleg et Blumwald
2011). Jasmonaty inhibuji otevirani priducht, Kkliceni semen, rast rostlin
a fotosyntetickou aktivitu anaopak stimuluji senescenci listli ajejich opad,
dozravani plodl a biosyntézu karotenoidd (Ashraf et al. 2011). Uzavirani stomat
indukuje rovnéz kyselina salicylova. Jeji hladina se béhem stresu zvySuje. Auxiny
zvySuji ucinnost ochrannych LEA proteind a ovliviiuji biosyntézu ethylenu.
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Brassinosteroidy indukuji akumulaci osmoprotektantli, expresi gent, které
napomahaji zachovani fotosyntézy, aaktivuji antioxidatni enzymy (Peleg
et Blumwald 2011).

1.5.3 Vodni stres a syntéza stresovych proteint
LEA proteiny (Late Embryogenesis Abundant Proteins)

LEA proteiny jsou proteiny snizkou molekulovou hmotnosti, sloZené
z hydrofilnich aminokyselin. Vyskytuji se predevSim v semenech rostlin. Podileji se
na ochrané rostlin pred poSkozenim suchem, chladem azasolenim. Dle
molekularnich vlastnosti je 1ze rozdélit do 5 skupin. Proteiny jsou aktivovany pri
vodnim a osmotickém stresu. Jejich tvorba je zavisla na zvySené koncentraci ABA
aje organové specifickd. Chrani cytoplazmu abunééné membrany pred
dehydrataci a vychytavaji ROS, které posSkozuji rostlinné burky (Prochazka et al.
1998; Hong-Bo et al. 2005; Zhang et al. 2019).

HSP proteiny (Heat Shock Proteins)

Proteiny teplotniho Soku (Heat Shock Proteins, HSPs) jsou skupinou ochrannych
proteint, jejichz tvorba je stimulovana zvysSenou teplotou. Funguji jako
molekularni chaperony, proteazy a ubikvitiny. Skladaji proteiny a stabilizuji jejich
prostorové usporadani v podminkach vysokych teplot a oxidativniho poSkozeni.
Poskozené proteiny jsou ubikvitiny oznaceny a prostiednictvim proteaz rozloZeny
na aminoKkyseliny, které jsou nasledné vyuzity pro syntézu novych proteini
(Prochazka et al. 1998). HSPs mohou vychytavat kyslikové radikaly, a chranit tak
lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny pfed oxidativnim pos$kozenim (Durech et al.
2012).

1.5.4 Vodni stres a syntéza osmoticky aktivnich slouc¢enin

Osmotické prizplisobeni (osmoregulace), tedy akumulace nizkomolekularnich
rozpustnych  organickych latek (kompatibilnich osmolyti) v buiikach
v podminkach vodniho deficitu, je vyznamnou fyziologickou adaptaci rostlin. Jedna
se o latky, které ani ve vysokych koncentracich nenarusuji buné¢ny metabolismus
a neplisobi toxicky. ZvySena syntéza a akumulace téchto latek zvySuje odolnost
rostlin vii¢i vodnimu stresu (Ashraf et al. 2011).

Osmoregulace vede ke zvySeni osmotického tlaku, atedy ke sniZeni vodniho
potencialu rostlinnych bunék (Majumder et al. 2010). Transport vody do burky
probiha na zakladé rozdilu vodniho potencidlu mezi vnéjSim a vnitfnim

20



prostredim. Vodni potencial (yw) lze charakterizovat jako schopnost bunék
nasavat vodu. Jedna se o veliCinu, kterd je pro vodni rezim rostlin zcela zasadni.
Udava totiZz molekuldam vody v rostliné smér pohybu. Vodni potencial nabyva
zapornych hodnot, protoZe aktivita molekul vody v burice je nizsi neZ aktivita Cisté
vody. Lze jej vyjadrit jako rozdil osmotického potencialu a tlakového potencialu.
Osmoticky potencidl (ys) vyjadiuje osmoticky tlak bunécné Stavy anabyva
zapornych hodnot. Tlakovy potencial ({p) odpovida turgoru, tlaku bunécné stény,
anabyva kladnych hodnot. Voda se pohybuje ve sméru klesajiciho vodniho
potencidlu (Kincl et Krpes 2000). V diisledku osmoregulace se osmoticky potencial
rostlinnych bunék sniZi. Buriky tak mohou prijimat a zadrZovat vodu v podminkach
sucha anedochazi unich kpoklesu bunééného turgoru, ktery je diileZity pro
zachovani metabolismu a ristu rostlin (Farooq et al. 2009; Ashraf el al. 2011).

Kompatibilni osmolyty akumulované vrostlinnych bunikkdch hraji dale
nezastupitelnou roli vochrané bunéfnych membran abiomolekul. Udrzuji
integritu enzymi a hormont. Plsobi jako molekuldrni chaperony, které stabilizuji
strukturu proteinti asouCasné umoznuji sklddani nové wvzniklych proteini
a opétovné skladani poskozenych proteind. Chrani rostliny pired posSkozenim ROS
(Ashraf et Foolad 2007; Majumder et al. 2010; Ashraf et al. 2011).

Mezi kompatibilni osmolyty akumulované v rostlinnych bunkach radime glycin
betain, rozpustné sacharidy, polyoly (polyhydrické alkoholy) aaminokyseliny
(zejména prolin). Tyto latky jsou pritomny v cytosolu, chloroplastech a dalSich
bunécnych kompartmentech (Majumder et al. 2010).

Glycin betain

Glycin betain (GB) je vyznamna kvartérni amoniova sloucenina, ktera se
v podminkach stresu ze sucha, zasoleni, vysokych teplot, UV zareni a tézkych kovil
akumuluje v rostlinnych pletivech. Je syntetizovan ve stromatu chloroplastti dvéma
cestami - dehydrogenaci cholinu, nebo N-methylaci glycinu. GB zvySuje osmoticky
tlak apodili se tak na osmotickych upravach, chrani thylakoidni membrany
chloroplastii, ¢imz udrzuje ucinnost fotosyntézy, stabilizuje enzymy a bunécné
membrany a ma protektivni Ucinek i na dalSi bunécné struktury (Ashraf et Foolad
2007; Majumder et al. 2010; Ashrafetal. 2011).

Prolin

V reakci na vodni a oxidacni stres dochazi v rostlinach k akumulaci aminokyseliny
prolin. Jedna se o neenzymaticky antioxidant, ktery zmirnuje Skodlivé ucinky ROS
a zvySuje aktivitu antioxidac¢nich enzym? (Filippou et al. 2014). Prolin ptisobi jako
zhaSec singletového kysliku a je schopen zachycovat hydroxylové radikaly, ¢imz
brani poskozeni nukleovych kyselin, proteinii a buné¢nych membran (Campos
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etal. 2011). Prolin je povazZovan za vyznamny molekularni chaperon, ktery
stabilizuje strukturu proteind. Podili se také na genové expresi ochrannych
proteinti a signalizaci stresové reakce. Prolin predstavuje pro rostliny zdroj
energie. Oxidaci jedné molekuly prolinu se uvolni 30 molekul adenosintrifosfatu
(ATP) (Kaur et al. 2015). Prolin dale hraje kli¢covou roli jako kompatibilni osmolyt
v osmotickém prizplisobeni. Syntéza a akumulace prolinu proto souvisi s odolnosti
rostlin vii¢i vodnimu stresu (Campos et al. 2011; Kaur et al. 2015; Khoyerdi et al.
2016).

Prolin je syntetizovan glutamatovou, nebo ornitinovou cestou v chloroplastech
a cytosolu (Obr. 5). Glutamatova cesta syntézy je klicova. Glutamat je dvéma po
sobé jdoucimi redukcemi, katalyzovanymi enzymy 1-pyrrolin-5-karboxylat
syntetazou (P5CS) a 1-pyrrolin-5-karboxylat reduktdzou (P5CR), pfeménén na
prolin. K akumulaci prolinu za stresovych podminek dochazi v disledku zvyseni
aktivity klicového regula¢niho enzymu v biosyntéze prolinu P5CR, nebo sniZeni
aktivity prolindehydrogenazy (PDH) (Ashraf et al. 2011; Filippou et al. 2014).
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Obrazek 5 Metabolismus prolinu v riiznych bunéénych organelach - biosyntéza
v chloroplastech a cytosolu, katalyza v mitochondriich (Kaur et al. 2015)

Rozpustné sacharidy

Sacharidy jsou syntetizovany v listech rostlin béhem fotosyntézy. Jsou zdroji
energie pro metabolismus a stavebnimi slozkami rostlin. Rozpustné cukry (napft.
sacharéza, fruktoza, glukéza, trehaléza) jsou vyznamnymi osmoregulacnimi
latkami. Udrzuji bunécny turgor v podminkach osmotického stresu (sucho,
zasoleni), stabilizuji proteiny a buné¢né membrany, vychytavaji ROS, ovliviiuji
expresi geni, které se podileji na obrannych reakcich rostlin, a mohou ptisobit také

22



jako signalni molekuly. V podminkach sucha dochazi v listech kjejich akumulaci.
Ta je druhové specificka alze ji povaZovat za prizptsobeni se rostlin stresovym
podminkdm (Ashraf et al. 2011; Yang et al. 2019).

V Calvinové cyklu dochazi za ucasti enzymu Rubisco k navazani COz na primarni
akceptor ribul6za-1,5-bisfosfat (Ru-1,5-DP). Vznikd nestabilni Sestiuhlikaty
meziprodukt, ktery se sledem reakci méni na tridzofosfaty. Ty jsou vychozimi
latkami pro syntézu fruktézy-6-fosfatu (F-6-P), kterd pak mize byt
v chloroplastech vyuzita pro syntézu Skrobu, nebo je transportovana do cytosolu
a vyuZzita pro syntézu sacharézy (Suc) (Obr. 6). Tri6zofosfaty se podileji rovnéZ na
regeneraci primarniho akceptoru CO2 (Prochazka et al. 1998).

Light
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Triose phosphate
phosphate
translocator

Triose-P

L. A

Obrazek 6 Tridzofosfaty mohou byt v chloroplastech vyuzity pro
syntézu Skrobu, nebo v cytosolu pro syntézu sacharozy, ktera je
nasledné transportovana z mezofylovych bunék (Heldt et al. 2005)

Suc je hlavnim produktem fotosyntézy. Jedna se o neredukujici disacharid glukézy
a fruktozy, ktery je hlavnim transportnim sacharidem vyssich rostlin (Prochazka et
al. 1998). Je syntetizovana v cytosolu mezofylovych bunék, odkud je
transportovana do mist spottfeby, nebo akumulace (Yang et al. 2019).

Suc miiZze byt invertdzou preménéna na fruktézu (Fru) a glukézu (Glc), nebo
sacharéza syntazou na Fru a UDP-glukézu. Po vstupu do vakuoly muze byt Suc
preménéna vakuolarni kyselou invertazou na Fru a Glc. Vzajemné premény
sacharidl jsou reverzibilni a umoziuji rostlinam udrzet osmoticky tlak a turgor
bunék (Heldt et al. 2005; Yang et al. 2019).

V diisledku vodniho deficitu dochdazi v listech stresovanych rostlin ke sniZenf fixace
uhliku fotosyntézou. Rostliny jsou ale presto schopny akumulovat velké mnozstvi
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rozpustnych sacharidd. Mira akumulace kompatibilnich osmolytli odrazi
schopnost rostlin vyrovnat se stresu ze sucha (Yang et al. 2019).

Polyoly (polyhydrické alkoholy)

Polyoly (syn. polyhydrické alkoholy, cukerné alkoholy) jsou redukovanymi
formami cukrii ald6z a ketdz. Jedna se o primarni produkty fotosyntézy, které jsou
vyznamnymi kompatibilnimi osmolyty. V podminkach stresu ze sucha, zasoleni
a nizkych teplot se akumuluji v cytosolu rostlinnych bunék a pomahaji udrZovat
vodni bilanci a chrani enzymy a buné¢né membrany. V rostlinach se nejbéznéji
vyskytuji polyoly mannitol a sorbitol (Noiraud et al. 2001; Ashraf etal. 2011).

Nejjednodussim alditolem je glycerol. Uplatiiuje se pti osmotickém prizplisobeni,
stabilizuje proteiny abuné¢né membrany achrani rostlinné bunky pred
oxidativnim poskozenim (snizuje produkci Kkyslikovych radikali). Za béZnych
podminek je koncentrace glycerolu v rostlindch nizkd. Ke zvySené akumulaci
glycerolu dochazi u naklicenych semen. Akumulace zvySuje odolnost rostlin viici
plisobeni abiotickych stresti (sucho, zasoleni, nizké teploty) (Eastmond 2004).

Manitol je nejbéznéjsi hexitol pritomny ve vysSich rostlinach. Jedna se o hlavni
produkt fotosyntézy. Jeho syntéza probiha v mezofylovych bunkach z F-6-P, pres
manoézu-6-fosfat a manitol-1-fosfat. V podminkdch vodniho deficitu jeho
koncentrace nartsta. Podili se na ochrané bunécénych enzymii a membran (Noiraud
etal. 2001).

DalSim polyolem akumulovanym rostlinami v podminkach sucha je sorbitol. Jedna
se o hlavni produkt fotosyntézy ovocnych stromt z Celedi Rosaceae (Yang et al.
2019). V podminkach vodniho deficitu se zvySuje aktivita hlavniho enzymu syntézy
sorbitolu sorbitol-6-fosfat dehydrogenazy (S6PDH). Sorbitol je vyznamnym
kompatibilnim osmolytem a zdrojem energie pro riist a vyvoj rostlin a pro priibéh
metabolickych pochodii. Akumulaci sorbitolu se rostliny brani plisobeni
kyslikovych radikala (Lo Bianco et al. 2000).

1.6 Vodni stres a tvorba reaktivnich forem Kysliku

Sekundarni oxidativni stres vznikd v dlsledku nerovnovdhy mezi produkci
reaktivnich forem kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS) v rostlinach a schopnosti
rostlin  odstraiovat ROS  prostfednictvim  antioxida¢nich  systémfi.
NejvyznamnéjSimi ROS jsou singletovy kyslik (102), superoxidovy radikal (O2-),
peroxid vodiku (H202) a hydroxylovy radikal (OH') (Ashraf et al. 2011).

ROS vznikaji béhem metabolickych pochodl v rostlinach jako vedlejsi produkty
aerobniho metabolismu (fotorespirace, fotosyntéza, mitochondrialni dychani).
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Vznikaji v chloroplastech, mitochondriich a mikrotéliskach (peroxizomy,
glykozomy a glyoxyzomy). Jejich tvorba je soucasti normalniho bunécného
metabolismu (Wang et al. 2012). 102 vznika absorpci elektromagnetické energie
z fotoexcitovanych sloucenin pritomnych v rostlinach. Redukci molekuly kysliku
Ctyfmi elektrony vznikaji postupné Oz-, H202, OH- a dvé molekuly vody (Obr. 7).
Produktem prvni redukce je silny akceptor protont Oz-. Prijetim elektronu se O>-
redukuje na H20;, ktery je povaZovan za prvni stabilni meziprodukt redukce
kysliku. Treti elektron redukuje H20: na vodu a OH, ktery je vysoce ucinnym
oxidantem. OH: je redukovan poslednim elektronem na molekulu vody (Pessarakli
1999; Wang et al. 2012).

e- e+ ZH+ e+ H* u e+ H*

0z Oz H:z02 \ . H:z0

Hz0

Obrazek 7 Vznik ROS postupnou ¢tyirelektronovou redukci kysliku (Pessarakli 1999)

ROS se uplatiiuji jako signalni molekuly, podileji se na rizeni riistu a vyvoje rostlin,
programované bunéc¢né smrti (apoptoze), spoustéji obranné reakce, ¢imz umoznuji
rostlinam prizplisobit se stresovym podminkdm apod. (Wang et al. 2012).

Vrostlinnych bunikach je udrzZovana nizkd koncentrace ROS. Jsou-li rostliny
vystaveny stresovym faktortim, dochdzi knaruSeni rovnovdhy mezi tvorbou
a eliminaci ROS, coZ vede k jejich prudkému nartstu (Laxa et al. 2019).

Za vodniho deficitu klesa turgor rostlinnych bunék a dochazi k uzavirani priduchi.
Rostlina prijimd méné CO: afotosyntéza se zpomaluje. SniZeni rychlosti
fotosyntézy zplisobi, Ze rostlina ve svételné fazi absorbuje vice zarivé energie, nez
miZze vyuzit pro karboxylaci CO2 vtemnostni fazi (Wang et al. 2018).
V elektronovém transportnim ftetézci dochazi knaruSeni prenosu elektront
a nadmérné redukci za vzniku ROS. SniZeny prijem CO2 je priinou zvySené oxidace
primarniho akceptoru COz Ru-1,5-DP, a tedy aktivace fotorespirace, béhem které
aktivitou glykolat oxygenazy v peroxizomech vznika mnozstvi H20>. Fotorespiraci
je fixace CO2 pozastavena. Dochazi ke zpomaleni oxidace NADPH. Nedostatek
NADP+ (oxidovana forma NADPH) naruSuje transport elektrond a zputsobuje
nadmeérnou redukci kysliku béhem Mehlerovy reakce. Produkty této reakce jsou
02~ a H202. Naruseni transportu elektronti ve fotosyntéze se projevi také v pienosu
elektroni v dychacim fetézci v mitochondriich. V oxidacnim systému dochazi
knadmérnym redukcim vkomplexu I (NADH dehydrogenaza) alll
(cytochromreduktaza). Vznikly Oz je preveden na H202. Za nadmérnou tvorbu ROS
rovnéZ odpovida enzym alternativni oxidaza, ktery je soucasti mitochondrialniho
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elektronového transportniho retézce ajehoZ aktivita béhem stresu ze sucha
narista (Laxa et al. 2019).

Vzniklé ROS poskozuji rostlinné bunky. Plsobi neptiznivé predevSim na lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. ROS jsou pfic¢inou inhibice fady enzym, degradace
chlorofylu, naruSeni integrity bunéfnych membran, ztraty funkci bunécnych
organel apod. (Campos et al. 2011). ROS indukuji peroxidaci lipidG a produkci
malondialdehydu (MDA), ktery lze povaZovat za indikator poskozeni bunécnych
membran v obdobi sucha (Laxa et al. 2019).

Rostliny se snegativnimi ucinky ROS vyrovnavaji pomoci antioxidacnich
mechanismi. Lze rozliSit enzymatické a neenzymatické antioxidacni systémy.
Jejich plisobenim rostliny predchazeji vzniku oxida¢niho stresu a udrzuji optimalni
hladinu ROS pro funkci metabolismu. Enzymaticky systém je vysledkem
sekventniho asoubézného plisobeni nékolika antioxidacnich enzymi. Mezi
enzymatické antioxidanty lze zaradit enzymy superoxid dismutazu (SOD),
peroxidazy (POX), kataldzu (CAT), glutathion peroxidizu (GPX) aenzymy
askorbat-glutathionového cyklu (AsA - GSH). Za neenzymatické antioxidanty jsou
povazovany tokoferoly, karotenoidy, kyselina askorbova (AsA), glutathion (GSH)
a fenolické slouceniny (flavonoidy, tfisloviny, lignin apod.). MnoZstvi antioxidanti
a aktivita antioxida¢nich enzymi se v podminkach stresu zvySuje (Ashraf et al.
2011; Wang et al. 2012).

SOD je antioxidatni enzym pritomny v subcelularnich kompartmentech, které
podléhaji oxida¢nimu stresu. V Zivych organismech jsou piitomny 3 typy tohoto
enzymu. Lisi se kovovym kofaktorem - FeSOD, MnSOD a Cu/ZnSOD. V podminkach
sucha se koncentrace SOD vyznamné zvySuje. Katalyzuje preménu Oz~ na kyslik
améné toxicky H20: (Tab. 1) (Blokhina et al. 2003). Vznikly H202 je nasledné
vychytavan enzymy CAT a POX, a preménén na vodu a kyslik (Tab. 1). Vzhledem
k lokalizaci CAT v peroxizomech a glyoxyzomech je jeji ochranna funkce omezena.
Zatimco CAT nevyzaduje specificky donor elektronti, POX vyuZiva specificka
redukéni c¢inidla. CAT a POX reguluji vnitrobunécénou koncentraci H202 (Ashraf
etal. 2011; Wang et al. 2012).

DalSimi enzymy, které se podileji na eliminaci H202 jsou GPX a enzymy AsA - GSH
cyklu. GPX katalyzuje redukci hydroperoxidii (ROOH) na alkohol a vodu za vyuziti
redukovaného glutathionu (GSH) jako kofaktoru. Béhem reakce tak vznika také
oxidovana forma glutathionu (GSSG) (Tab. 1) (Matouskova et al. 2014). GPX hraje
vyznamnou roli v ochrané bunécnych membran vystavenych oxida¢nimu stresu.
AsA - GSH cyklus je hlavni sloZkou enzymatické obrany rostlin (Obr. 8). Je tvoren
4 enzymy: askorbat peroxidaza (APX), monodehydroaskorbat reduktaza (MDHAR),
dehydroaskorbat  reduktaza (DHAR) a glutathion  reduktaza (GR)
a 2 neenzymatickymi antioxidanty: AsA a GSH. Antioxidanty AsA a GSH dokazi
vychytavat ROS samostatné a zdroven v AsA - GSH cyklu odvadéji prebytecnou
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excitaCni energii v chloroplastech (Piterkova et al. 2005; Campos et al. 2011; Wang
et al. 2012). GSH je pritomny ve vSech bunécénych kompartmentech. Jedna se
o vyznamny antioxidant, ktery se podili na eliminaci H202 avolnych radikalg,
anapomaha tak udrzovani redoxni rovnovahy v burice. Vzhledem k pritomnosti
molekul siry v GSH je soucasné jeji zasobni formou v rostliné. AsA je lokalizovana
ve vétSiné bunécnych organel avapoplastu. Eliminuje H202, volné radikaly
a singletovy kyslik. Jeji dalSi, neantioxida¢ni funkci je regulace bunééného cyklu
a dlouZivého riistu bunék (Blokhina et al. 2003).

Superoxid
dlsmutasa
Oxidovany
7{0&3%\ /ﬁlf\D \ /glutathlon NADP H
Askorbat lonodehydroaskorbat Dehydroaskorbat glutathion
peroxidasa reduktasa reduktasa reduktasa
Menedehydroaskorbat NADIP}H Redukovany \’NADF’
glutathion

Dehydroaskarbat
Obrazek 8 Askorbat - glutathionovy cyklus (Piterkova et al. 2005)

APX vyuziva AsA jako specificky donor elektronti k redukci H202 na vodu. Béhem
reakce vznikd monodehydroaskorbat (MDHA). Jeho preména na AsA
a dehydroaskorbat (DHA) probiha spontdnné (Tab. 1). MDHA je rovnéZ redukovan
DHAR na AsA. Redukci MDHA predchazi redukce DHA za vyuziti GSH. GSH je
regenerovan z GSSG za plisobeni GR avyuziti redukéniho Ccinidla NAD(P)H
(Piterkova et al. 2005; Wang et al. 2012). GR napomdaha udrzeni rovnovahy mezi
GSH a GSSG (Tab. 1) (MatouSkova et al. 2014). Syntéza MDHAR, DHAR a GR je
primarni reakci rostlinnych bunék na vodni deficit. Regeneraci antioxidanti AsA
a GSH rostliny zmirnuji oxida¢ni poskozeni. Za silného vodniho stresu dochazi
k poklesu aktivit enzymii AsA - GSH cyklu. Vyssi koncentrace ROS zptlisobuji
oxidaci enzym1 a jejich inaktivaci (Wang et al. 2012).

Rostliny disponuji mnoha sloZitymi antioxida¢nimi systémy, prostrednictvim
kterych jsou schopny eliminovat ROS azamezit jejich akumulaci v pletivech.
Kooperace mezi antioxidanty umoznuje rostlinam preZit v podminkach stresu
(Blokhina et al. 2003).
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Tabulka 1 Antioxida¢ni enzymy vychytavajici ROS a jimi katalyzované reakce (prevzato
z Blokhina et al. 2003; MatousSkova et al. 2014)

Enzym Katalyzovana reakce

Superoxid dismutaza (SOD) 202~ + 2H*>H202 + O

Katalaza (CAT) 2H202 © 02 + 2H20

Glutathion peroxidaza (GPX) 2GSH + ROOH - GSSG + H20 + ROH
Askorbat peroxidaza (APX) AsA + H202 © DHA + 2H20
Glutathion reduktaza (GR) NADPH + GSSG & NADP+ + 2GSH

1.7 Rostlinné strategie

U rostlin se jako odpovéd na nepriznivé podminky prostiedi vyvinuly modifikace
v Zivotnich cyklech, morfologické a anatomické stavbé a fyziologii. Tyto druhové
specifické modifikace rostlinam umozZnuji odolavat stresovym podminkam.
Urostlin rozliSujeme tfi zdkladni obranné strategie, kterymi rostliny Cceli
podminkdm s omezenou dostupnosti vody. Prvni strategii je snaha vyhnout se
obdobi sucha. Pro rostliny s touto strategii jsou charakteristické kratké Zivotni
cykly. Vegetacni cyklus je dokoncen pred nastupem sucha v podminkach s dobrou
dostupnosti vody. Druhou obrannou strategii je odklad dehydratace. Rostliny
s touto strategii disponuji morfologickymi a fyziologickymi modifikacemi, které jim
umoznuji zachovat Zivotni procesy v podminkach sucha. Za morfologické adaptace
povazujeme zmenSeni listové plochy, zvétSeni tloustky listi, ochlupeni listi
(zvySuje odrazeni slunecniho zareni a snizuje teplotu listii), voskovou kutikulu na
povrchu listd (sniZeni transpirace), bezlistost, nariist podilu sklerenchymatickych
pletiv, zduZnaténi listd a stonk(, zvySeni poméru korenl k nadzemnim castem
(koreny u téchto rostlin tvori 60 aZ 90 % rostlinné biomasy) apod. Za fyziologické
adaptace povazujeme uzavirani praduchd (velkd mezidruhova variabilita
vreakcich priduchi na vodni stres), zmény v produkci a aktivité enzymi
a hormonti, osmotické Upravy, metabolické adaptace (fotosyntetické cesty CAM
aC4) apod. U rostlin adaptovanych na podminky sucha se casto objevuje
mykorhizni symbiéza, ktera zlepSuje zasobovani rostlin vodou a Zivinami. Treti
strategii jsou rostliny tolerantni dehydrataci. Tyto rostliny jsou zcela zavislé na
vlhkosti prostredi a snasi dehydrataci. V podminkach vodniho deficitu se jejich
zivotni procesy zastavuji. Dehydratace unich nezplsobuje vazna poskozeni
bunéfnych membran aorganel. Po obnoveni dodavek vody rostliny pokracuji
v zivotnich cyklech. S touto strategii se setkdvame u fas, mechi, kapradin a cca 70
druhti vyssich rostlin (Pessarakli 1999).
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2 PRAKTICKA CAST
2.1 Material a metodiky
2.1.1 Rostlinny material

Pro biochemické analyzy tolerance vodnimu deficitu bylo vybrano 5 odrtd jabloni
(‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’, ‘Rubinstep’, ‘Idared ‘Car Alexander®)
a5odrid tresni (‘Regina‘, ‘Napoleonova‘, ‘Kastanka‘, ‘Sunburst!, ‘P-HL-C‘).
Vyzkumny vzorek byl zvolen tak, aby obsahoval béZné trzni i nové vyslechténé
odridy. Rostlinny materiadl pro analyzy poskytl Vyzkumny a Slechtitelsky ustav
ovocnai'sky Holovousy s.r.o. (VSUO Holovousy).

Charakteristiky vybranych odrud

Jabloné

‘Malinové holovouské

Odrida pochazi z Holovous, kde byla vyslechténa na pocatku 19. stoleti. Plody jsou
kulovité, stredné velké az velké, nachové Cervené, s naruzovélou duzninou sladce
malinové chuti. Odriida je mrazuvzdorna (Riha 1919; Boc¢ek 2008). Ve vyssich
avlh¢ich polohach plodi vice. Netoleruje krat$i obdobi sucha (Databaze odrtd
ovocnych dievin 2010; Archiv starych odrid ovoce 2016).

‘Fragrance’

Odrtida byla vyslechténa ve VSUO Holovousy. Odriida vstupuje rané do plodnosti.
Plody jsou kulovité, stiedné velké aZ velké, karminové cervené, skrémové
zlutou, aromatickou duzninou sladké chuti. Jednd se o odridu odolnou
strupovitosti a mraziim (Kolektiv autori VSUO Holovousy 2007; Databaze odrad
ovocnych dfevin 2010; VSUO Holovousy 2019).

‘Rubinstep’

Odrtida pochazi z VSUO Holovousy. Jedna se o podzimni odriidu jabloné. Plody jsou
kulovité, stifedné velké, oranzové Cervené, s krémoveé Zlutou, aromatickou, sladkou
duZninou. Odrlida je stifedné odolnd vici strupovitosti a padli. Vyzaduje dobie
zavlaZzovanou a zivinami bohatou plidu (Databaze odriid ovocnych drevin 2010;
VSUO Holovousy 2019). Odolava zimnim a jarnim mraztim (BlaZek 2001).

‘Idared’

Odrida byla vyslechténa v USA. Vstupuje rané do plodnosti. Plody jsou ploSe
kulovité, stiredné velké az velké, Zlutozelené s Cervenym mramorovanim, s bilou,
aromatickou duZninou sladké chuti. Odriida je citlivéjsi vii¢i mraziim. Casto trpi
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strupovitosti a padlim (Kutina et Holecek 1992; Databaze odrid ovocnych dievin
2010; VSUO Holovousy 2019).

‘Car Alexander"

Jedna se o starou odriidu jabloné, ktera byla vyslechténa v Rusku na konci 18.
stoleti (Riha 1919). Plodi na podzim. Plody jsou $iroce kuZelovité, velké, karminové
Cervené, snazloutlou duzninou sladké chuti. Vzhledem k nachylnosti k plisnim
a hniti se odriidé dobie daii na vyssich, chladnéjsich stanovistich. Je vysoce odolna
viucéi mrazu (Riha 1919; Vanék 1936; Riha 1937; Bocek 2008). Je nachylna k suchu
(Bocek 2008; Archiv starych odrid ovoce 2016).

TieSné

‘Regina’

Odrida pochazi z Némecka. Jedna se o pozdni odridu tiesné s velmi velkymi plody
tmavé Cervené barvy atuhou, aromatickou duzninou sladké chuti. Pro svou
nenarocnost vici klimatu a kvalité plidy je odrtida hojné vysazovana (Databaze
odrid ovocnych drevin 2010; VSUO Holovousy 2019). Za des$té plody pukaji
(Wociér 2008).

‘Napoleonova’

Odrtida byla vyslechténa v Némecku na konci 18. stoleti. Plody jsou kulovité,
stredné velké, svétle Zluté s cervenym mramorovanim a sladkou, svétle Zlutou
duZninou s ¢ervenymi Zilkami (Databaze odriid ovocnych dfevin 2010; VSUO
Holovousy 2019). Odrtida neni odolna praskani. Je silné mrazuvzdorna (Vanék
1938). Toleruje kratSi obdobi sucha (Kutina et al. 1991; Archiv starych odrid
ovoce 2016).

‘Kastanka“

Odrida pochazi z Anglie. Vstupuje rané do plodnosti. Plody jsou srdcovité, stredné
velké, leskle tmavé cCervené, s mékkou, aromatickou duzninou sladké chuti.
Odolavaji praskani za de$té (Databaze odriid ovocnych dievin 2010; VSUO
Holovousy 2019). Odrida je mrazuvzdornd (Kamenicky 1941; Databaze odrid
ovocnych dievin 2010) a toleruje piisusek (Archiv starych odriid ovoce 2016).

‘Sunburst’

Odrida pochazi z Kanady. Jedna se o odriidu se srdcovitymi, velmi velkymi, tmavé
¢ervenymi a aromatickymi plody sladké chuti (VSUO Holovousy 2019). Odriida je
odolna praskani a mrazuvzdorna (Lane 1984).

‘P-HL-C*
Jedna se o vegetativné mnoZenou podnoZ pro tieSné, kterd byla vyslechténa ve
VSUO Holovousy v 70. letech 20. stoleti. Kofenovy systém podnoZe je mélky.
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Vyzaduje zavlazované, tirodné piidy a oporu (VSUO Holovousy 2019). Je stfedné
odolna vii¢i mrazu a mirné citliva vici suchu (Blazkova 2004).

2.1.2 Zalozeni in vitro kultur, multiplikace explantatii, navozeni osmotického
stresu

Pro zaloZeni pocatecnich in vitro kultur byly pouzity ristové vrcholy z naraSenych
pupenti dormantnich vyhont vybranych ovocnych odrid. Vrcholy byly nasledné
po dobu cca 1 minuty sterilizovany v 0,15% roztoku chloridu rtutnatého
s pridavkem Tween 20. Po sterilizaci byly oplachnuty destilovanou vodou
anasazeny do Erlenmeyerovych banék o objemu 100 ml na sterilni agarové
Murashige & Skoog (MS) médium (Murashige et Skoog 1962) s pridavkem
vitamint a zakryty hlinikovou f6lii. (Pfesné sloZeni média je uvedeno v Tab. 2.)

Tabulka 2 SloZeni zakladniho pevného Murashige & Skoog (MS) média pro kultivaci in vitro
Kultur (Murashige et Skoog 1962)

Slozka mg-1-1 Slozka mg-1-1
NH4NOs; 1650 CuSO4- 5H20 0,025
KNO3 1900 NazEDTA - 2H;0 37,3
H3BO3 6,2 FeS04- 7H20 27,8
KH2PO4 170 Thiamin 0,1
KI 0,83 Pyridoxin 0,5
Na;MoO, - 2H,0 0,25 Kyselina nikotinova 0,5
CoCl; - 6H,0 0,025 Glycin 2
CaCl; - 2H20 440 Sacharé6za 30000
MgS04 - 7H20 370 Myo-inositol 100
MnSOs - 4H>0 22,3 Agar 7000
ZnS04 - 7H20 8,6 pH 5,8

MS médium bylo pred nasazenim explantati po dobu 20 minut sterilizovano
v parnim tlakovém autoklavu 5075 ELV (Tuttnauer) pri teploté 120 °C. V jedné
kultivacni nadobé bylo péstovano 3 az 5 explantati na 25 az 30 ml média. Po
4 tydnech kultivace pri teploté 22+1 °C a za svételnych podminek dlouhého dne
(16 hodin svétlo/8 hodin tma) byly pocatecni in vitro kultury preneseny na
multiplikacni MS médium spridavkem stimuldtoru cytokininu
6-benzylaminopurinu (BAP) o koncentraci 1,5 mg--1 apéstovany za stejnych
teplotnich a svételnych podminek. Kazdé 4 tydny pak byly explantaty prenaseny na
Cerstvé médium (Jiroutova et Kovalikova 2021).

rastu

Osmoticky stres byl vin vitro kulturach navozen pridanim polyethylenglykolu
(PEG 6000) do kultivacniho média. PEG je vysokomolekularni polymer. SniZuje

31



vodni potencidl média, a urostlin vyvolava osmoticky stres. Vzhledem ke své
vysoké molekulové hmotnosti neprostupuje bunéénymi sténami. Pro rostliny neni
toxicky (Rahayu et Sudarsono 2015). PEG byl rozpusStén v destilované vodé
a pridan do zakladniho MS média pred sterilizaci v koncentraci 0, 5, 10, 25 a 50
gl (0%, 05 %, 1 %, 25 % a5 % PEG 6000). Explantaty byly na médiu
s pridavkem PEG péstovany za vySe uvedenych teplotnich a svételnych podminek
po 4 tydny. Nasledné unich byly provedeny biochemické analyzy (Jiroutova
et Kovalikova 2021).

Rostlinny material byl péstovan ve VSUO Holovousy, odkud byl v pravidelnych
intervalech dodavan k laboratornim analyzam.

2.1.3 Stanoveni cukrii a cukernych alkoholu

Pro analyzu cukrt (glukdza, frukt6za, sachar6za) a cukernych alkoholi (sorbitol,
glycerol) bylo ve treci misce homogenizovano 0,2 g Cerstvé hmotnosti explantatu
se 2 ml 80% ethanolu. Homogenat byl prenesen do 2ml mikrozkumavky, ve které
byl zahtivan pri 80 °C po dobu 30 minut a nasledné 10 minut centrifugovan pfi
4500 rpm (MPW-55 Microcentrifuge, MPW, Polsko). Supernatant byl odebran do
Cisté zkumavky. Pelet byl resuspendovan s 0,75 ml 50% ethanolu a nasledné opét
zahtivan pti 80 °C po dobu 30 minut a 10 minut centrifugovan piti 4500 rpm.
Vznikly supernatant byl smichan s dfive odebranym supernatantem. Pelet byl
znovu resuspendovan s 0,75 ml 50% ethanolu, zahtivan pti 80 °C po dobu 30
minut a 10 minut centrifugovan pri 4500 rpm. Vznikly supernatant byl odebran
a pridan ke smési supernatantii. Ve smeési supernatanti byl stanoven obsah cukri
a cukernych alkoholii pomoci ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie
UHPLC Infinity II 1290 v kombinaci shmotnostnim spektrometrem Triple
Quadrupole 6470 (elektronova ionizace ESI, negativni polarita) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Separace probihala na koloné BEH Amide
(2,1 mm x 150 mm, 2,6 um; Waters, Milford, MA, USA) vyuZitim isokratické eluce
mobilni faze: smés 0,05% kyseliny mravenci a acetonitrilu/methanolu (8:2)
vpoméru 20:80 %. Pritok byl nastaven na 0,4 ml-l-1. Parametry iontového
zdroje: teplota plynu 150 °C, pratok plynu 6 l-min-1, nebulizér 40 psi, teplota
plynového plasté 300 °C, pratok plynu 12 I-min-1, kapilarni napéti 2500 V a napéti
trysky 0 V. Nastrik vzorkd byl 1 ul. VSechny pouzité standardy cukri byly
zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Darmstadt, Némecko) (Jiroutova et Kovalikova
2021).
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2.1.4 Stanoveni obsahu kyseliny abscisové

Obsah kyseliny abscisové byl stanoven v 0,2 g Cerstvé hmotnosti explantatu, které
byly po odbéru okamzité zmraZeny v tekutém dusiku a skladovany pti -80 °C, aby
se predeSlo degradaci fytohormonu. ZmraZeny rostlinny material byl
homogenizovan s tekutym dusikem vtreci misce na jemny prasek, ktery byl
nasledné prenesen do 1,5ml mikrozkumavky vychlazené v tekutém dusiku. Do
zkumavky bylo pridano 0,5 ml roztoku pro extrakci kyseliny abscisové. Extrakcni
roztok tvorila smés methanolu, destilované vody a kyseliny mravenc¢i v poméru
15:4:1, podchlazend na -20°C.Vzorky byly ponechany pri -20°C po dobu
1 hodiny anasledné 30 minut centrifugovany pfi 15000 rpm ateploté 4 °C
(Eppendorf 5804 R, Némecko). Supernatant byl odebran do c¢isté zkumavky. Pelet
byl resuspendovan s 0,25 ml extrakéniho ¢inidla a ponechan pti =20 °C po dobu 30
minut. Nasledné byl opét 30 minut centrifugovan pii 15000 rpm a teploté 4 °C.
Vznikly supernatant byl smichan s diive odebranym supernatantem a CiStén
pomoci 2 typl SPE kolonek (Solid Phase Extraction; extrakce na tuhé fazi) - C18
(Sep-Pak® Plus Short tC18; Waters, Dublin, Irsko), které zadrzuji nepolarni
slouceniny, a MCX (Strata™ -XC 33 pm kolona; Phenomenex, CA, Torrance, USA),
které rozdéli vyizolované fytohormony do frakci (Obr. 9). SPE C18 kolonky byly
nejprve promyty 5 ml methanolu. Poté bylo na kolonky naneseno 5 ml extrakéniho
roztoku, ktery byl ponechan prokapavat. Nasledné byl na kolonku nanesen vzorek,
ktery byl po prokapani kolonkou odparen ve vakuové odparce SpeedVac (Huanyu
NK200-1B, Zhejiang, Cina) pii 40 °C na cca 1/10 objemu. Odpateny vzorek byl
rozpustén v 1 ml 1M kyseliny mravenci a nanesen na aktivovanou kolonku MCX.
Kolonka MCX byla drive aktivovana promytim 5 ml methanolu a 5 ml 1M kyseliny
mravenci. Po prokapani vzorku byla kolonka opét promyta 5 ml 1M Kkyseliny
mravenci. Nasledné byly pod kolonky umistény Cisté zkumavky a kolonky byly
promyty 5 ml 100% methanolu. Prokapany roztok, ktery obsahoval extrahovanou
kyselinu abscisovou, byl ve zkumavkach odparen do sucha vakuovou odparkou
SpeedVac pri 40 °C. Pred analyzou byl odparek rozpustén v 50 pl 10% acetonitrilu
a 10 minut centrifugovan pri 15000 rpm a teploté 4 °C. Vznikly supernatant byl
analyzovan pomoci ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (systém UHPLC-MS - UHPLC Infinity II 1290 a Triple Quadrupole
6470; Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA). Separace probihala na koloné
Zorbax RRHD Eclipse plus C18 (2,1 x 50 mm, 1.8 um; Agilent Technologies)
vyhtaté na 40 °C. Gradient mobilni faze s pritokem 0,4 ml-1-1 byl nasledujici: 0 min
-10% A, 1.0 min - 10 % A, 4.0 min - 95 % A, 5.0 min - 94 % A, 5.1 min - 10 % A,
a 6.0 min - 10 % A v B, kde A: voda Milli-Q a B: acetonitril. Parametry iontového
zdroje: teplota plynu 300 °C, pritok plynu 6 I-min-1, nebulizér 40 psi, teplota
plynového plasté 400 °C, priitok plynu 12 I-min-1, kapilarni napéti 2000 V a napéti
trysky 1200 V. Nastrik vzorkl byl 1 pl. Monitorovany byly dva MRM posuny:
263.1-219.1, 153.1. Standard kyseliny abscisové byl zakoupen od firmy Sigma-
Aldrich (Darmstadt, Némecko) (Jiroutova et Kovalikova 2021).
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Obrazek 9 Stanoveni obsahu Kkyseliny abscisové pomoci SPE vakuového rozdélovace pro 12
kolonek (CHROMABOND SPE vacuum manifold for 12 positions, Macherey-Nagel, Diiren,
Némecko). A - kondicionace SPE C18 kolonek; B - odpaiovani vzorki pomoci vakuové
odparky SpeedVac; C - promyvani pomoci MCX kolonek. Foto Dominika Dobrovolna

2.1.5 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita byla testovana reakci vzorkd se stabilnim radikalem 2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazylem (DPPH). Smés 60pM DPPH v methanolu byla
pripravena rozpusténim 2,4 mg DPPH ve 100 ml 100% methanolu. Tato smés byla
fialova. Roztok podléhal svételné degradaci, a proto jej bylo nezbytné uchovavat ve
tmé. Vzorky ovocnych odrid byly pripraveny homogenizaci 0,1 g cerstvého
explantatu se 2 ml 100% methanolu ve tfeci misce. Vzhledem k vysokému odparu
bylo nutné pracovat rychle. Homogenat byl prenesen do mikrozkumavky a 15
minut centrifugovan pti 3500 rpm (MPW-55 Microcentrifuge, MPW, Polsko). K 1,5
ml roztoku radikalu DPPH bylo pridano 30 pl supernatantu. Po promichani byly
vzorky inkubovany 30 minut ve tmé p¥i laboratorni teploté. Béhem inkubace doslo
k redukci radikalu volnym atomem vodiku na difenylpikrylhydrazin (DPPH-H).
Redukce zptsobila ztratu fialového zbarveni. Barevna zmeéna znacila vyssi
celkovou antioxidac¢ni aktivitu. Absorbance byla méfena spektrofotometricky pri
vlnové délce 595 nm (spektrofotometr Cintra 101, Francie). Antioxida¢ni aktivita
byla vypocitana v procentech dle vzorce (Jiroutova et Kovalikova 2021):

% zhaSeni DPPH = [(Ag - As)/ Ag] x 100,
Ag - absorbance slepého vzorku (100% methanol),

As - absorbance vzorku po 30 minutach ve tmé.
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2.1.6 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymu

Pro analyzu vybranych antioxida¢nich enzym (SOD, CAT, APX) bylo ve vychlazené
tieci misce (miska byla ponofena do ledové drti) homogenizovano 0,2 g cerstvé
hmotnosti explantatu v 1,5 ml 50mM fosfatového pufru (pH 7,0). Pracovni roztok
50mM fosfatového pufru bylo nutné pripravit pred kazdou analyzou smichanim
zasobnich roztoki K2HPO4 a KH2PO4 v poméru 1:1. Do pripraveného pufru byl pro
udrzeni funkcnosti proteint ptridan 1% polyvinylpolypyrolidon (1 g na 100 ml).
Vznikly homogenat byl prenesen do mikrozkumavky a 15 minut centrifugovan
v chlazené centrifuze pri 14000 rpm a teploté 4 °C (Eppendorf 5804 R, Némecko).
Po celou dobu prace byly vzorky uchovavany na ledu (Jiroutova et Kovalikova
2021).

Stanoveni aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Aktivita SOD byla stanovena komerc¢ni diagnostickou soupravou pro stanoveni
aktivity SOD (Sigma-Aldrich SOD Determination Kit, kat. ¢islo 19160).
Prostfednictvim diagnostické soupravy byla urfena inhibice tvorby
superoxidovych radikald vzniklych oxidaci xantinu. Superoxidové radikaly
redukovaly tetrazolium nitroblue na tetrazolium nitroblue - diformazan.
V dlisledku pritomnosti SOD doslo k poklesu hladiny superoxidového radikalu,
atedy ke sniZeni tvorby tetrazolium nitroblue - diformazanu. Analyza byla
vyhodnocena pristrojem Spark® multimode microplate reader (Jiroutova
et Kovalikova 2021).

Stanoveni aktivity katalazy (CAT)

Aktivita CAT byla stanovena ve 4ml sklenéné kyveté postupnym pridavanim
2,94 ml fosfatového pufru a0,05 ml drive pfripraveného supernatantu.
Enzymaticka reakce byla zahajena pridanim 0,01 ml 35% H202. Odbouravanim
H202 aktivitou CAT doSlo ke zméné absorbance. Absorbance byla mérena pri
vinové délce 240 nm na zacatku reakce a po 1 minuté (spektrofotometr Genesis
150, Thermoscientific, Madison, USA). Jako slepy vzorek byl pouZit fosfatovy pufr.
Aktivita CAT byla vypocitana s vyuZzitim molarniho absorpfniho koeficientu
€ = 394 mM-1.cm-! avyjadrena jako pmol-min-! na mg proteini (Jiroutova
et Kovalikova 2021).
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Stanoveni aktivity askorbat peroxidazy (APX)

Aktivita APX byla stanovena sledovanim poklesu absorbance pri oxidaci askorbatu.
Do 4ml sklenéné kyvety byly postupné pridany 2 ml fosfatového pufru, 0,55 ml
0,5mM Kkyseliny askorbové a 0,225 ml 250mM H:0:. Enzymaticka reakce byla
zahajena pridanim 0,225 ml drive pripraveného supernatantu. Odbouravanim
H>02 aktivitou APX dosSlo ke zméné absorbance. Absorbance byla méfena pri
vinové délce 290 nm na zacatku reakce a po 1 minuté (spektrofotometr Genesis
150, Thermoscientific, Madison, USA). Jako slepy vzorek byl pouzit fosfatovy pufr.
Aktivita APX byla vypocitdna s vyuzitim molarniho absorpéniho koeficientu
€ = 2,6 mMl.cm™! avyjadiena jako nmol'min-! na mg proteini (Jiroutova
et Kovalikova 2021).

Obsah proteinii byl stanoven pomoci metodiky dle Bradfordové (1976). Ke 30 ul
drive pripraveného supernatantu bylo priddano 970 pl cinidla Bradfordové.
Absorbance byla méfena po 10 min pti 595 nm (spektrofotometr Genesis 150,
Thermoscientific, Madison, USA). Jako standard byl pouZit bovinni sérovy albumin
(Bio-Rad).

2.1.7 Statistické zpracovani dat

Pro kazdou odrtidu ovocnych drevin a koncentraci PEG v kultivatnim médiu byla
provedena 3 meéfeni. Biochemické analyzy odolnosti stresu ze sucha byly
vyhodnoceny porovnanim hodnot kontrolnich rostlin, péstovanych na MS médiu
bez pridavku PEG, s hodnotami stresovanych rostlin. Data byla zpracovana pomoci
statistického programu GraphPad Prism 9 (LLC, San Diego, CA, USA) s vyuZitim
jednorozmérné analyzy variance (Anova) a Tukeyho testu na hladiné vyznamnosti
p < 0,05. Tabulky a grafy byly vytvoreny v programu MS Excel (Microsoft, USA).
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2.2 Vysledky
2.2.1 Zmény v obsahu osmoticky aktivnich sloucenin

Osmoticky stres navozeny PEG 6000 zpulsobil zmény koncentraci osmoticky
aktivnich sloucenin u vSech odriid jabloni i tfeSni. U rostlin s pridavkem PEG 6000
v kultiva¢nim médiu byl pozorovan narlist koncentrace rozpustnych sacharidt
(glukézy, fruktdzy a sacharoézy) a cukernych alkoholt (glycerolu a sorbitolu) oproti
kontrolnim rostlindm, péstovanym na kultiva¢nim médiu bez pridavku PEG.

U odrid jabloni bylo nejvyraznéjsi zvySeni koncentrace glukézy zaznamenano pri
nejnizs$i koncentraci PEG v kultiva¢nim médiu (Obr. 10). NejvysSsi naristy byly
pozorovany uodriid ‘Rubinstep’ (2,1krat) a ‘ldared’ (1,8krat). Pii wvysSich
koncentracich PEG bylo zaznamenano jen mirné zvySeni koncentrace glukozy
oproti kontrolnim rostlindm. U tre$ni byly nejvyssi narlsty glukézy pozorovany pri
dvou nejnizsich koncentracich PEG v kultiva¢cnim médiu. Nejvyssi narlsty byly
naméfeny pri PEG10 uodridy ‘Kastianka® (2,2krat) auodrid ‘Napoleonova’
a ‘Sunburst’ (u obou 1,7krat).
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Obrazek 10 Vliv riiznych koncentraci PEG 6000 na koncentraci glukézy (mg-g-1 ¢erstvé hmotnosti)
uodrid jabloni (vlevo) atiesni (vpravo). Udaje predstavuji primérnou hodnotu *smérodatna
odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Nejvyraznéjsi vzestup koncentrace fruktézy u jabloni byl naméren u odrid ‘Idared’
pri PEG5 (4,8krat), ‘Malinové holovouské® pri PEG5 a ‘Rubinstep’ pri PEG10
(uobou 3,1krat) a ‘Car Alexander’ ptri PEG5 (3krat) (Obr. 11). Nejvyssi nartsty
fruktézy u treSni byly zaznamendny pii PEG10 u odrid ‘Napoleonova‘ (4,6krat),
‘Sunburst’ (4krat) a ‘Kastanka‘ (3,9krat).
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Obrazek 11 Vliv raznych koncentraci PEG 6000 na koncentraci fruktézy (mg-g-! ¢erstvé hmotnosti)
uodriid jabloni (vlevo) atiesni (vpravo). Udaje predstavuji priimérnou hodnotu #* smérodatna
odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

U jabloni bylo nejvyraznéjsi zvyseni koncentrace sacharézy naméreno u odrid
‘Rubinstep’ pri PEG10 a ‘Car Alexander‘ pti PEG5 (uobou 2,3krat) a ‘Malinové
holovouské‘ pti PEG50 (2,2krat) (Obr. 12). U odriid treSni byly nejvyssi naristy
sachardzy zaznamendny pri dvou nejniZSich koncentracich PEG v kultivacnim
médiu. Nejvyssi narlsty sacharézy byly sledovany pti PEG5 u odrid ‘Kastanka“
(2,2krat) a ‘Regina‘ (2,1krat).
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Obrazek 12 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na koncentraci sacharozy (mg-g-! ¢erstvé hmotnosti)
u odrid jabloni (vlevo) atfe$ni (vpravo). Udaje predstavuji priimérnou hodnotu *smérodatna
odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Vyraznéjsi vzestup glycerolu byl uodrid jabloni zaznamenan pti vyssich
koncentracich PEG v kultiva¢cnim médiu (Obr. 13). NejvysSi narlsty byly
pozorovany u odriid ‘Malinové holovouské’ pii PEG25 (3,8krat), ‘Rubinstep’ pri
PEG50 (2,6krat) a ‘Fragrance’ pti PEG10 (2,5krat). U odrid treSni byly nejvyssi
narusty glycerolu zaznamenany pii dvou nejnizSich koncentracich PEG
v kultivacnim médiu. Nejvyraznéjsi zvysSeni koncentrace glycerolu bylo naméreno

pfi PEG5 u podnoZe ‘P-HL-C’ (3,5krat) a u kultivaru ‘Kastanka‘ (2,6krat).
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Obrazek 13 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na koncentraci glycerolu (mg-g-! ¢erstvé hmotnosti)
uodrid jabloni (vlevo) atie$ni (vpravo). Udaje piedstavuji primérnou hodnotu #*smérodatna
odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Nejvyssi koncentrace sorbitolu byly u obou ovocnych druhii naméteny pti PEG5
a PEG10 (Obr. 14). U jabloni byly nejvyssi nartsty pozorovany u odriad ‘Rubinstep’
pri PEG10 (3,4krat) a pti PEG5 u odrtid ‘Car Alexander (3,2krat) a ‘Idared’ (3krat).

‘

e 7

U treSni byly nejvy$si narlGsty nameéieny pifi PEG10 uodriid ‘Napoleonova
(3,9krat) a ‘Sunburst’ (3krat) a u odriady ‘Regina‘ pii PEG5 (2,9krat).
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Obrazek 14 Vliv raznych koncentraci PEG 6000 na koncentraci sorbitolu (mg-g-1 ¢erstvé hmotnosti)
uodrid jabloni (vlevo) atiesni (vpravo). Udaje predstavuji primérnou hodnotu *smérodatna
odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznac¢ené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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2.2.2 Zmény v obsahu kyseliny abscisové

Stres ze sucha navozeny pridavkem PEG 6000 vyvolal u vSech stresovanych rostlin
vyznamné zvySeni hladiny ABA (Obr. 15). Nejvyssi koncentrace ABA byly u odrid
jabloni zaznamenany pii PEG5 a u odrid tresni pti PEG10. U jabloniovych odriid se
koncentrace ABA nejvice zvySila uodriad ‘Malinové holovouské’ (27krat)
a ‘Fragrance’ (12krat). U odrld tfes$ni byly nejvys$si nartsty ABA zjistény u odrid
‘KaStanka“ (24,5krat) a ‘Napoleonova’ (22,5krat). Nejniz$i vzestup ABA byl
zaznamendn u odrld jabloni ‘Idared’ (2,6krat) a ‘Rubinstep’ (3,3krat) a u tiesnové
podnoze ‘P-HL-C* (3,7krat). Utéchto odriid byly souCasné naméreny nejvyssi
koncentrace ABA u kontrolnich rostlin, péstovanych na kultivatnim médiu bez
pridavku PEG.
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Malinové Fragrance Rubinstep Idared Car Alexander Regina Napoleonova  Kastianka Sunburst P-HL-C
holovouské

Obrazek 15 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na koncentraci Kyseliny abscisové (ABA)
(ng-g-1 éerstvé hmotnosti) u odriid jabloni (vlevo) a tie$ni (vpravo). Udaje predstavuji priimérnou
hodnotu * smérodatna odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji
dle Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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2.2.3 Zmény v kapacité antioxidantii a aktivité antioxida¢nich enzymii

Stres ze sucha navozeny pridavkem PEG 6000 zpiisobil sekundarni oxidacni stres.
V odpovédi na zvySenou tvorbu ROS stresované rostliny syntetizovaly enzymatické
a neenzymatické antioxidanty.

Y

Celkova antioxida¢ni kapacita, vyjadiend redukci radikalu DPPH, se s nartstajici
koncentraci PEG v kultiva¢nim médiu mirné snizovala (Obr. 16). Nejvyraznéjsi
pokles celkové antioxidac¢ni kapacity byl zaznamenan ujablonovych odrad
‘Fragrance’ a ‘Malinové holovouské’ auodrid tresni ‘Napoleonova‘’ a ‘Regina‘.
Vysokou antioxidac¢ni kapacitu si udrzely odriidy ‘Rubinstep‘ a ‘Sunburst'.

99.4 4
99.2 4
99.0 1
98.8 -
98.6 -
98.4
98.2 A

% Scavenging

98.0 1

97.8 1

99.4 4
99.3 4
99.2 4
99.1 4
99.0 4
98.9 4
98.8 4
98.7 4

98.5

m PEGO mPEGS5 = PEG10 mPEG25 mPEG50

97.6 A

97.4 +
P-HL-C

Sunburst

Idared Kastanka

Car Alexander

Malinové Rubinstep Regina Napoleonova

holovouské

Fragrance

Obrazek 16 Vliv ruznych koncentraci PEG 6000 na vychytavani radikalu DPPH (%) u odrid jabloni
(vlevo) a tfesni (vpravo). Udaje predstavuji primérnou hodnotu * smérodatna odchylka (n = 6).
Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05).

Uvsech sledovanych ovocnych odrid byl snartstajici koncentraci PEG
v kultiva¢nim médiu zaznamenan nartist koncentraci antioxida¢nich enzymi SOD,
CAT aAPX. Aktivita enzymu SOD byla vyjadrena jako inhibice tvorby
superoxidovych radikalt (Obr. 17). U obou druhti ovoce vzestup aktivity enzymu
koreloval se vzristajici koncentraci PEG. U odrid jabloni byl nejvyraznéjsi vzestup
aktivity SOD zaznamenan u odriid ‘Rubinstep’ (2,1krat) a ‘Car Alexander* (2krat).
U kontrolnich rostlin téchto odriid byla soucasné namérena nejniz$i aktivita
enzymu. Nejniz$i narast aktivity SOD byl sledovan u odrid ‘Fragrance’ a ‘Idared’
(uobou 1,6krat). Jejich kontrolni rostliny mély nejvyssi aktivitu enzymu.
U tfestiovych odrid byly ndarlsty aktivity SOD méné vyrazné. Nejvyraznéjsi
vzestup aktivity SOD byl zaznamenan u odriidy ‘Napoleonova‘ (1,2krat), u které
byla rovnéz zjiSténa nejnizsi aktivita enzymu pri PEGO. U odriGd treSni byla
v porovnani s odriidami jabloni aktivita SOD celkoveé vyssi.
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Obrazek 17 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na aktivitu superoxid dismutazy (SOD) (%) u odrid
jabloni (vlevo) a ties$ni (vpravo). Udaje predstavuji priimérnou hodnotu  smérodatna odchylka
(n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05).

Aktivita enzymu CAT byla vyjadifena odbouravanim H»O: (Obr. 18). Nejvétsi
aktivita enzymu byla zaznamenana u jablonové odridy ‘Car Alexander’ pti PEG50.
U této odrudy byla rovnéz zjisténa nejvyssi aktivita CAT u kontroly. Nejvétsi nartst
aktivity enzymu byl zaznamenadn u odridy ‘Malinové holovouské’ pri PEG25
a PEG50 (3,4krat). U této odriidy byla soucasné namérena nejnizsi aktivita CAT pii
PEGO. Nejmensi narlst aktivity CAT byl zjiStén uodrid ‘Rubinstep’ (2krat)
a ‘Fragrance’ (2,1krat) (u obou pti PEG5). U kontrolnich rostlin téchto odrtd byla
soucasné nameéiena vysoka aktivita CAT. Uodrid treSni byla v porovnani
sodridami jabloni aktivita CAT celkové niz$i. NejvétSi narlist enzymu byl
zaznamenan uodrid ‘Sunburst’ pifi PEG50 (3,6krat) a ‘Kastanka‘ pii PEG25
(2,2krat). Naopak nejmensi narast aktivity CAT byl zjiStén u podnoze P-HL-C pfi
PEG5 (1,3krat). U této podnoze byly naméreny vyssi hodnoty aktivity CAT. Nizka
enzymaticka aktivita CAT byla zaznamenana u odrtady ‘Regina’“.
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Obrazek 18 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na aktivitu katalazy (CAT) (pmol-min-! na mg
proteinii) uodrid jabloni (vlevo) a tfe$ni (vpravo). Udaje predstavuji primérnou hodnotu
* smérodatna odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle
Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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Aktivita enzymu APX byla vyjadfena odbouravanim H;02 (Obr. 19). U odrid
jabloni doslo po aplikaci PEG ke skokovému zvyseni aktivity APX. Nejvétsi nartst
byl zaznamendn u odridy ‘Malinové holovouské’ pii PEG50 (3,3krat). U této
odridy byla soucasné namérena nejnizsi aktivita APX u kontroly. Vyrazny nartst
enzymatické aktivity byl rovnéz zjistén u odriid ‘1dared’ pri PEG10 (3,1krat) a ‘Car
Alexander’ pii PEG5 (2,4krat). U odrid tireSni byly zaznamendny celkové nizsi
hodnoty aktivity APX. Aktivita enzymu se s rostouci koncentraci PEG pozvolna
zvySovala. Nejvyraznéjsi nariist enzymatické aktivity byl zjiStén uodridy
‘Sunburst’ pri PEG50 (3,8krat). Nizké hodnoty aktivity APX byly zaznamenany
u odridy ‘Regina‘.
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Obrazek 19 Vliv riznych koncentraci PEG 6000 na aktivitu askorbat peroxidazy (APX)
(nmol-min-! namg proteini) uodrid jabloni (vlevo) a tfe$Sni (vpravo). Hodnoty ve sloupcich
oznacené stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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3 DISKUSE

SouCasnd zména klimatu vede koteplovani planety, CcastéjSimu vyskytu
extrémniho pocasi, ke zménam rocnich obdobi a k posunu vegetacnich pasem
(Ritchie et Roser 2017). Klimatologové predpovidaji pokracujici narust
primérnych teplot, zmény v rozloZzeni a mnoZstvi srazkovych uhrni a castéjsi
vyskyt obdobi beze srazek (IPCC 2018). Sucho je ptitom povazovano za viibec
nejrizikovéjsi faktor, ktery ovliviiuje rist, vyvoj a produkeci rostlin. Voda je zakladni
podminkou Zivota na Zemi. VeSkeré Zivotni déje v zZivych organismech mohou
probihat jen za dostatetného zasobeni vodou (Anjum et al. 2011; Aroca 2012).
Disledky klimatické zmény spolu s rychle se rozriistajici celosvétovou populaci
predstavuji pro udrzeni potravinové bezpecnosti znacné riziko. MoZnym reSenim,
jak predejit nedostatku potravin a vzniku hladomoru, bude Slechténi a péstovani
rostlinnych odrtd, které budou 1épe odolavat plisobeni abiotickych a biotickych
stresovych faktorti (Wheeler et Braun 2013).

V diplomové praci byla hodnocena odolnost vici plisobeni sucha uvybranych
trznich odrad jabloni atreSni. Stres ze sucha byl navozen pridanim
s podzemnici olejnou (Rahayu et Sudarsono 2015), mandlonémi (Akbarpour et al.
2017), kiwi (Zhong et al. 2018), lipnici lu¢ni (Chen et al. 2019), jahodnikem (Yosefi
et al. 2020), myrtou (Tafreshi et al. 2021), ,mexickou limetkou“ Citrus aurantifolia
(Christ.) Swingle (Jafari et Shahsavar 2022), riizemi (Hajizadeh et al. 2022) nebo
bramborami (Sajid et Aftab 2022). PEG je vysokomolekularni latka, ktera snizuje
vodni potencial kultiva¢niho média, aurostlin vyvolavad osmoticky stres. Pro
rostliny nenfi toxicky, a proto jej lze vyuZit pro selekci tolerantnich odrtid (Rahayu
et Sudarsono 2015). Prostrednictvim biochemickych analyz byly u ovocnych odrid
sledovany rozdily vsyntéze aakumulaci osmoticky aktivnich latek, syntéze
kyseliny abscisové, kapacité antioxidanti a aktivité antioxidacnich enzymi.
U téchto parametra se ocekavalo, Ze prokazi odolnost, nebo citlivost rostlin vici
stresu ze sucha.

Stres ze sucha navozeny PEG vedl u vSech odriid jabloni i treSni ke zvySené syntéze
aakumulaci  rozpustnych  sacharidd  (glukézy, fruktézy  a sacharézy)
a polyhydrickych alkoholi (glycerolu a sorbitolu). U odrld jabloni byly nejvyssi
nartsty glukézy, fruktézy, sacharézy a sorbitolu zaznamenany v podminkach
mirného vodniho stresu. Shodné vysledky byly sledovany u odriid tresni, kde navic
nartstu koncentrace glycerolu. Vyssi koncentrace PEG vedly ujabloni ke
zvySené syntéze a akumulaci glycerolu. Rozpustné sacharidy a polyoly jsou latky,
které se uplatnuji jako zdroje energie pro metabolické procesy, slouZi jako stavebni
slozky rostlin, sniZuji osmoticky potencial rostlinnych bunék, ¢imZ brani poklesu
bunéfného turgoru, chrani bunécné membrany a biomolekuly a stabilizuji
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strukturu proteinti, enzyml a hormontl. ZvySena syntéza aakumulace téchto
osmoticky aktivnich latek vyznamné zvysuje odolnost rostlin piisobeni vodniho
stresu (Farooq et al. 2009; Majumder et al. 2010; Ashraf et al. 2011). Tolerantni
odriidy reagovaly na PEG indukovany vldhovy deficit vyssi syntézou a akumulaci
rozpustnych sacharidi a polyold. Ve studii s pistaciemi (Khoyerdi et al. 2016) byl
po aplikaci PEG do kultivacnich médii rovnéz zaznamendn vyznamny nartst
rozpustnych sacharidil. Jejich akumulace se zvySovala se vzristajici koncentraci
PEG v kultiva¢nim mediu a u tolerantnich odrtid byl jejich vzestup vyraznéjsi.
Podobnych vysledki bylo dosaZeno také ve studiich s olivami (Karimi et al. 2018),
jablonémi (Ma et al. 2019) nebo jahodnikem (Yosefi et al. 2020). V dalsi studii
s jablonémi (Yang et al. 2019) vedl stres ze sucha k akumulaci sorbitolu, glukézy,
fruktozy, galaktézy a Skrobu. Soucasné doslo k vyznamnému sniZeni fotosyntézy
a akumulace sacharoézy. Sorbitol a sacharéza jsou hlavnimi produkty fotosyntézy
ovocnych stroma zceledi Rosaceae. Vysoké Kkoncentrace sorbitolu v listech
stresovanych rostlin asoucasné nizka akumulace sacharézy pri sniZené
fotosyntéze vedly autory studie k zavéru, Ze sorbitol funguje jako misto ukladani
uhliku vrostlinach, zatimco sacharéza jako cukr dostupny pro metabolické
procesy.

V reakci na PEG indukovany osmoticky stres doslo u vSech stresovanych rostlin
kvyraznému zvysSeni hladiny stresového fytohormonu ABA. ABA je Kklicova
v regulaci ristu a vyvoje rostlin za stresovych podminek (Ashraf etal. 2011; Dar
etal. 2017). Vyssi koncentrace ABA v rostlinach je spojovana s vyssi odolnosti
suchu vzhledem kjejim ucinkim na listové praduchy, indukci tvorby velkého
kotenového systému, inhibici dlouZivého riistu nadzemnich ¢asti rostlin, zvySeni
akumulace osmoticky aktivnich latek aregulaci hladiny ROS (Tworkoski et al.
2016; Dar et al. 2017). Za stresovych podminek rovnéz dochazi k nartstu hladin
enzymd, které se podileji na syntéze ABA, a ke zvySeni exprese genl spojenych
sjeji syntézou (Dar et al. 2017; Zhang et al. 2019). Napriklad ve studii
s broskvonémi (Bielsa et al. 2016) exprese gent souvisejicich s biosyntézou ABA
korelovala s poklesem intenzity fotosyntézy zpusobenym uzavienim listovych
priducht. Jejich exprese byla vyssi po 15 dnech vystaveni podminkam vldhového
deficitu. U odrld jabloni i tieSni byly nejvyssi koncentrace ABA zaznamenany pii
dvou nejnizsich koncentracich PEG. Podobné vysledky byly zaznamenany ve studii
Tworkoskiho et al. (2016) sjablonovymi odriidami, kde v podminkach sucha
rovnéz doslo ke zvysSeni koncentrace ABA a jejich metaboliti DPA a PA. Shodnych
vysledkli bylo dosazeno také ve studiich sjablonémi (Kowitcharoen et al. 2015;
Yang et al. 2022), jahodniky (Perin et al. 2019), lipnici ro¢ni (Chen et al. 2019),
rajc¢aty (Zhang et al. 2019) a ryzi (Wang et al. 2020). Tworkoski et al. (2016) ve své
studii rovnéz zminuje vliv podnoze na vyslednou odolnost suchu. Rizné kultivary
akumulovaly na tolerantnéjSich podnozich vice ABA.

Vldhovy deficit urostlin vyvolal sekundarni oxida¢ni stres. Stresované rostliny
produkovaly aakumulovaly velké mnozstvi ROS. V rostlinnych bunkach je za
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optimdlnich rastovych podminek udrzovana nizkd koncentrace Kkyslikovych
radikald (Laxa et al. 2019). ROS se uplatiiuji jako signalni molekuly a podileji se na
fizeni ristu a vyvoje rostlin. V dlisledku stresu ze sucha doslo k nerovnovaze mezi
jejich tvorbou a eliminaci. Vysoké koncentrace ROS poskozuji rostlinné burky.
Plsobi nepriznivé na lipidy, proteiny anukleové Kkyseliny, inhibuji enzymy
a narusuji celistvost bunéénych membran (Campos et al. 2011; Khoyerdi etal.
2016). V odpovédi na zvySenou tvorbu ROS se v listech stresovanych rostlin zvysila
syntéza antioxidantl a aktivita antioxida¢nich enzymt. U druhli tolerantnich
k suchu bylo zvySeni aktivity enzymii vyraznéjsi (Ashraf et al. 2011; Wang et al.
2012). Celkova antioxidac¢ni kapacita byla vyjadrena redukci radikalu DPPH.
S nartstajici koncentraci PEG v kultiva¢nim médiu se u odriid jabloni i tfeSni mirné
sniZovala. U vSech sledovanych ovocnych odrid byl s nariistajici koncentraci PEG
v kultiva¢nim médiu zaznamendan nartlist koncentraci antioxida¢nich enzymi SOD,
CAT a APX. Aktivita SOD byla vyjadiena jako inhibice tvorby superoxidovych
radikalli, podobné jako ve studiich s transgennimi ‘Swingle‘ citrumely (Campos
etal. 2011) apajasanem zlaznatym (Filippou et al. 2014). U jablonovych
i tresniovych odrid vzestup aktivity enzymu koreloval se vzristajici koncentraci
PEG v kultivaénim médiu. U odriid tfesni byla v porovnani s odriidami jabloni
aktivita SOD celkové vyssi. Vyznamny nartst aktivity SOD v podminkach sucha byl
zaznamenan také ve studiich s pajasanem zlaznatym (Filippou et al. 2014), kiwi
(Zhong et al. 2018), jablonémi (Wang et al. 2018; Yang et al. 2022), jahodnikem
(Yosefi et al. 2020), myrtou (Tafreshi et al. 2021), riizemi (Hajizadeh et al. 2022),
bramborami (Sajid et Aftab 2022) a ,mexickou limetkou“ Citrus aurantifolia
(Christ.) Swingle (Jafari et Shahsavar 2022). Ve studii Patadeho et al. (2011)
s cukrovou titinou ztlstala aktivita SOD v podminkach PEG indukovaného vodniho
deficitu beze zmény, zatimco ve studii s citrumelem (Campos et al. 2011) se jeji
aktivita za nedostatku vody dokonce vyrazné sniZila. Aktivita CAT a APX byla
vyjadirena odbouravanim H20;, podobné jako ve studii Campose et al. (2011).
Vreakci na stres ze sucha doSlo knarlstu enzymatické aktivity CAT u obou
ovocnych odrid. U odrad treSni byla v porovnani s odrtidami jabloni aktivita CAT
celkové nizsi. Vyznamny ndarlst aktivity CAT byl sledovan také ve studiich
s pajasanem Zlaznatym (Filippou et al. 2014), jablonémi (Wang et al. 2018; Yang
etal. 2022), myrtou (Tafreshi et al. 2021), riizemi (Hajizadeh et al. 2022)
a ,mexickou limetkou“ Citrus aurantifolia (Christ.) Swingle (Jafari et Shahsavar
2022). U odrid jabloni doslo po aplikaci PEG ke skokovému zvyseni aktivity APX,
zatimco u odrid tfesni se aktivita enzymu s rostouci koncentraci PEG pozvolna
zvySovala. U tresnovych odrid byly, podobné jako u CAT, zaznamenany celkové
nizsi hodnoty aktivity APX. Narist enzymatické aktivity APX v podminkach sucha
byl sledovan také ve studiich s jablonémi (Wang et al. 2012) a myrtou (Tafreshi
etal. 2021). Naopak vyrazny pokles aktivity enzymu byl zaznamendan za silného
stresu ve studiich s citrumelem (Campos et al. 2011), cukrovou titinou (Patade
etal. 2011) a jablonémi (Wang et al. 2018). Pokles aktivity antioxida¢nich enzymi
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v podminkach vladhového deficitu miiZe byt zplisoben interakcemi enzymi s ROS,
které vedou k oxidaci enzym1 a jejich deaktivaci (Wang et al. 2012).

Na zakladé vysledkli biochemickych analyz provedenych v diplomové praci byly
urceny jako potencidlné nejvice odolné vici stresu ze sucha jabloniové odridy
‘Rubinstep’ a ‘Malinové holovouské‘. Navzdory tomu, Ze byl u odriidy ‘Rubinstep’
zjiStén v porovnani s ostatnimi jablonovymi odriidami méné vyrazny vzestup
hladiny fytohormonu ABA a aktivit antioxida¢nich enzyma CAT a APX, byla u ni
zaznamendna vys$$i akumulace rozpustnych sacharidi (glukézy, fruktozy
a sachardzy) acukernych alkoholG (glycerolu a sorbitolu). Odrida si navic
v podminkach vodniho deficitu udrZela vysokou antioxida¢ni aktivitu a byl u ni
rovnéZz zaznamenan vyznamny vzestup aktivity SOD. Syntéza a akumulace
osmoticky aktivnich latek a vyssi antioxida¢ni kapacita jsou povaZovany za klicové
parametry urcujici odolnost rostlin vii¢i pisobeni sucha (Eastmond 2004; Ashraf
et al. 2011; Wang et al. 2012; Yang et al. 2019). V bakalarské praci (Dobrovolna
2021) bylo uodridy zjisténo vyznamnéjsi sniZeni cerstvé hmotnosti, obsahu
chlorofylii a karotenoidl a vyraznéjsi vzestup Hz0: a superoxidového radikalu.
Tyto vysledky se priklanéji k mozné citlivosti odridy vici suchu. U odriidy ale bylo
soucasné zaznamendno malo vyznamné sniZeni obsahu vody avyrazny nartst
obsahu prolinu. Obsah vody charakterizuje celkovy stav rostliny a prolin je
povaZzovan za diileZitou soucast antioxida¢niho systému rostlin. Odriida byla proto
vyhodnocena jako potencialné odolna suchu. V tomto ohledu se vysledky neshoduji
zimnim a jarnim mrazim, kterd ale vyZzaduje dobie zavlaZovanou piidu (BlaZek
2001; VSUO Holovousy 2019).

U odrtdy ‘Malinové holovouské’ byl sice zaznamenan pokles celkové antioxidacni
kapacity, soucasné u ni ale byla sledovana vyssi akumulace rozpustnych sacharidi
(fruktézy asacharézy) apolyhydrického alkoholu glycerolu, vyrazny nartst
hladiny stresového hormonu ABA a aktivit antioxida¢nich enzym@ CAT a APX.
V bakalarské praci (Dobrovolna 2021) byla odriida navzdory tomu, Ze u ni bylo
zaznamenano sniZeni obsahu chlorofylli avyraznéjSi vzestup Hz0: a MDA,
vyhodnocena jako potencidlné nejvice odolnad vici stresu ze sucha ze vSech
testovanych odrid jabloni. OdrGda totiz dosdhla nejlepSich vysledkt
v preferovanych morfologickych parametrech (Cerstvd hmotnost, obsah vody
a velikost listové plochy) abyly uni sledovany ivysSi hodnoty aminokyseliny
prolinu. Diive publikované charakteristiky o odrtidé hovofi jako o mrazuvzdorné
odriidé, kterd netoleruje krats$i obdobi sucha (Riha 1919; Bocek 2008; Databaze
odriid ovocnych dievin 2010; Archiv starych odrid ovoce 2016). Na zakladé
vysledkli provedenych analyz lze ale odriidu povazovat za potencidlné odolnou
stresu ze sucha.

Zodrid treSni dosahly v biochemickych analyzach, které byly provedeny
v diplomové praci, nejlepsich vysledkii odriidy ‘Kastanka‘ a ‘Sunburst’. U odridy
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‘Kastanka‘ byla zaznamenana vyss$i akumulace rozpustnych sacharida (glukézy,
fruktézy asacharézy) acukerného alkoholu glycerolu, vyznamny vzestup
koncentrace ABA a aktivity antioxida¢niho enzymu CAT. V bakalarské praci
(Dobrovolna 2021) byla odrtida vyhodnocena jako potencidlné nejvice odolna
stresu ze sucha ze vSech testovanych odrid tieSni i pres to, Ze u ni byl zjiStén vyssi
narist koncentrace MDA abyla jedinou treSiiovou odridou, ukteré nebyl
zaznamendn vreakci na PEG indukovany osmoticky stres nariist obsahu
karotenoidii. Odrida totiz dosdhla nejlepSich vysledkli v morfologickych
parametrech (Cerstva hmotnost avelikost listové plochy). U odriady byly dale
zaznamenany vyS$s$i hodnoty prolinu. Na zdkladé téchto vysledki lze odriadu
povazovat za potencidlné odolnou vic¢i suchu vsouladu s diivéjSimi
charakteristikami, které odriidu popisuji jako mrazuvzdornou a suchu tolerantni
(Kamenicky 1941; Databaze odrtid ovocnych drevin 2010; Archiv starych odrtd
ovoce 2016).

U odridy ‘Sunburst’ byla zjisténa vyssi akumulace rozpustnych sacharida glukézy
a fruktoézy a polyolu sorbitolu. Odrida si navic v podminkach stresu ze sucha
udrzela vysokou antioxida¢ni aktivitu a byl uni sledovan ivyznamny vzestup
aktivit enzyml CAT a APX. V bakalarské praci (Dobrovolna 2021) bylo ale
uodriidy zjiSténo vyznamné sniZeni obsahu vody. Naopak sniZeni Cerstvé
hmotnosti a velikosti listové plochy nebylo vyznamné. U odridy bylo rovnéz
sledovano nevyrazné sniZeni obsahu chlorofylli, vyznamny vzestup Kkarotenoidii
a maly nartist MDA. Odrtdu lze proto povaZovat za potencialné tolerantni suchu.

vvvvvv

0 souvislosti mezi toleranci k suchu a mrazu u jabloni a tfeSni a odolnosti k suchu
apraskdni utfesni bylo pojednano v bakalaiské praci (Dobrovolnd 2021).
V obrannych mechanismech rostlin lze nalézt mnoho spole¢ného a akumulace
osmoticky aktivnich latek zde hraje vyznamnou roli (Prochazka et al. 1998). Vztah
odolnosti vii¢i suchu amrazu byl potvrzen ujablofiovych odriid ‘Malinové
holovouské’, ‘Rubinstep’ a‘Car Alexander’ auodrid treSni ‘Napoleonova’,
‘Kastanka‘ a ‘Sunburst’. Naopak souvislost mezi nizkou odolnosti vici suchu
a citlivosti k mrazu byla potvrzena u jabloniové odriidy ‘Idared’.

Na zakladé vysledkl provedenych analyz byly vybrany odridy potencialné odolné
vUci stresu ze sucha. Vysledky byly porovnany s vysledky, kterych bylo dosazeno
v bakalarské praci ,Vyzkum tolerance ovocnych plodin na sucho v in vitro
podminkach”. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 3. Poradi ovocnych odrid z hlediska
potencialni odolnosti vici stresu ze sucha bylo odhadnuto nasledovné: jabloniové
odriidy ‘Malinové holovouské’ > ‘Rubinstep’ > ‘Car Alexander’ > ‘Idared’ >
‘Fragrance’ a tfeSiiové odriady ‘Kastanka‘ > ‘Sunburst’ > ‘Napoleonova‘ > ‘Regina‘ >
‘P-HL-C'. Za klicové parametry urcujici odolnost ptisobeni sucha byly povazovany
vysledky morfologickych parametri (CerstvdA hmotnost, obsah vody, listova
plocha), hodnoty prolinu, syntéza a akumulace rozpustnych sacharidi (glukoza,
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fruktéza asacharé6za) apolyhydrickych alkoholl (glycerol, sorbitol) a syntéza
antioxidanti a aktivita antioxida¢nich enzymii (SOD, CAT, APX) (Ashraf et al. 2011;
Campos etal. 2011; Wang et al. 2012; Khoyerdi et al. 2016; Anjum et al. 2017; Yang
etal. 2019).
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit vybrané biochemické parametry
(akumulace osmoticky aktivnich latek, syntéza kyseliny abscisové, antioxidacni
aktivita) uvybranych 5 odrGd jabloni (‘Malinové holovouské’, ‘Fragrance’,
‘Rubinstep’, ‘Idared’, ‘Car Alexander) a5 odrid tfesni (‘Regina‘, ‘Napoleonova’,
‘Kastanka’, ‘Sunburst’, ‘P-HL-C"). Vybrané odrtdy byly prevedeny do in vitro kultur.
Osmoticky stres byl navozen pridanim polyethylenglykolu (PEG) do kultiva¢nich
médif.

Stres ze sucha navozeny PEG se projevil uvsech testovanych odriid ovoce.
Jednotlivé odriidy na stres reagovaly odliSné. U vSech odriid jabloni i treSni doSlo
ke zvySené syntéze aakumulaci rozpustnych sacharidi (glukézy, fruktézy
a sacharodzy) a polyhydrickych alkoholl (glycerolu a sorbitolu) oproti kontrolnim
rostlinam, péstovanym na kultivacnim médiu bez pridavku PEG. ZvySena syntéza
a akumulace osmoticky aktivnich latek je spojena s odolnosti rostlin viici piisobeni
stresu ze sucha. Vys$i akumulace rozpustnych sacharidii a polyoli byla
zaznamenana u jablonové odridy ‘Rubinstep‘ a tfesnové odriidy ‘Kastanka‘.

Vreakci na PEG indukovany vlahovy deficit doSlo u vSech stresovanych rostlin
k vyraznému zvySeni hladiny stresového fytohormonu ABA. Vys$si koncentrace
ABA byla sledovana u odriid tolerantnich suchu. Nejvyssi koncentrace ABA byly
Nejvyraznéjsi nartisty ABA byly zjiStény u jabloniové odridy ‘Malinové holovouské’
pti PEG5 a u treStiové odridy ‘Kastanka‘ pri PEG10.

Osmoticky stres u rostlin vyvolal sekundarni oxida¢ni stres. Stresované rostliny
produkovaly a akumulovaly velké mnoZstvi ROS. V reakci na zvySenou tvorbu ROS
se vlistech stresovanych rostlin zvysSila syntéza antioxidanti a aktivita
antioxida¢nich enzymG SOD, CAT aAPX. Celkova antioxida¢ni kapacita se
s narlstajici koncentraci PEG v kultivacnim médiu mirné sniZovala. Vysokou
antioxida¢ni kapacitu si udrzela jablonova odrida ‘Rubinstep’ a tifesnova
odrtida ‘Sunburst’. U odridd tolerantnich ksuchu byl zaznamendn vys$S$i nartst
aktivity antioxida¢nich enzymi. U obou ovocnych druhti vzestup aktivity enzymu
SOD koreloval se vzriistajici koncentraci PEG. Nejvyraznéjsi vzestup aktivity SOD
byl zaznamenan u jabloniové odridy ‘Rubinstep’ a tieSiiové odriidy ‘Napoleonova’.
Aktivita enzymii CAT a APX byla u odrad tre$ni v porovnani s odriidami jabloni
celkové nizsi. Nejvétsi narist aktivity CAT byl zaznamenan u jabloniové odridy
‘Malinové holovouské‘ pri PEG25 a PEG50 autreSiiové odriidy ‘Sunburst’ pri
PEG50. U odrid jabloni bylo sledovano skokové zvySeni aktivity APX. Nejvétsi
nartst byl zaznamendan u odriidy ‘Malinové holovouské‘ pii PEG50. U odriid treSni
se aktivita enzymu s rostouci koncentraci PEG pozvolna zvySovala. Nejvyraznéjsi
narlst enzymatické aktivity byl zaznamenan u odridy ‘Sunburst’ pii PEG50.
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Na zakladé vysledki analyz byly vybrany odridy potencialné odolné vici stresu ze
sucha. Vysledky byly porovnany s vysledky, kterych bylo dosaZeno v bakalaiské
praci ,Vyzkum tolerance ovocnych plodin na sucho v in vitro podminkach®. Poradi
ovocnych odriid zhlediska potencidlni odolnosti viici stresu ze sucha bylo
odhadnuto nasledovné: jablonové odriidy ‘Malinové holovouské’ > ‘Rubinstep’ >
‘Car Alexander’ > ‘Idared’ > ‘Fragrance’ a tfeSfiové odriidy ‘Kastanka‘ > ‘Sunburst‘ >
‘Napoleonova® > ‘Regina® > ‘P-HL-C. Vysledky byly porovnany s drive
publikovanymi charakteristikami odrtid z hlediska odolnosti suchu.

Vzhledem k rychle se rozristajici celosvétové populaci a neptiznivym klimatickym
predpovédim, které varuji pred pokracujicim nariistem pramérnych teplot,
zménami v rozloZeni a mnozZstvi srazek a ¢astéjsim vyskytem obdobi sucha, bude
v blizké budoucnosti nezbytné prijmout opatfeni, ktera snizi negativni vliv klimatu
na rostlinnou produkci azamezi celosvétové potravinové Kkrizi. Slechténi
a péstovani rostlinnych odrlid, které budou 1épe odolavat nepiiznivym rlistovym
podminkam, je moZnym reSenim.
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SEZNAM ZKRATEK

ABA

APX

AsA - GSH cyklus

AsA
ATP

Csq

CAM
CAT
DPA
Fru

GB

Glc
HSPs
LEA proteiny
MDA
NADP+
NADPH
PA

PEG
PSI, PSII
ROS
Rubisco
SOD
Suc

UDP-glukéza

abscisic acid, kyselina abscisova

askorbat peroxidaza

enzymy askorbat-glutathionového cyklu
kyselina askorbova

adenosintrifosfat

Cs-cyKklus (Hatch-Slacktv cyklus)
Crassulacean Acid Metabolism

katalaza

kyselina dehydrofazova

fruktoza

glycin betain

glukéza

Heat Shock Proteins, proteiny teplotniho Soku
Late Embryogenesis Abundant Proteins
malondialdehyd

oxidovana forma nikotinamidadendinukleotidfosfatu
nikotinamidadendinukleotidfosfat

kyselina fazova

polyethylenglykol

fotosystém I, fotosystém Il

Reactive Oxygen Species, reaktivnich formy kysliku
ribul6za-1,5-bisfosfatkarboxylaza

superoxid dismutaza

sacharodza

uridindifosfoglukdza

Pozn. Vseznamu zkratek nejsou uvedeny zkratky, které se v textu vyskytuji
ojedinéle. Tyto zkratky jsou vysvétleny pouze v textu.
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Abstract: Plant response to osmotic stress is a complex issue and includes a wide range of physiolog-
ical and biochemical processes. Extensive studies of known cultivars and their reaction to drought
or salinity stress are very important for future breeding of new and tolerant cultivars. Qur study
focused on the antioxddant activity, accumulations of osmotica, and the content of abscisic acid in
apple (cv. “Malinové holovouské”, “Fragrance”, “Rubinstep”, “Idared”, “Car Alexander™) and cherry
{ev. “Regina”, “Napoleonova”, “Kadtdnka”, “Sunburst”, “P-HL-C") cultivated in vitro on media
containing different levels of polyethylene glycol PEG-6000. Our results indicated that the studied
genotypes responded differently to osmotic stress manifested as reduction in the leaf relative water
content (RWC) and increment in the activities of antioxidant enzymes, proline, sugars, and abscisic
acid content. Owerall, cherry cultivars showed a smaller decrease in percentage RWC and enzymatic
activities, but enhanced proline content compared to the apple plants cultivars. Cultivars “Rubin-
step”, “Napoleonova”, and “Kastinka” exhibited higher antioxidant capacity and accumulation of
osmoprotectants like proline and sorbitol that can be associated with the drought-tolerance system.

Keywords: abiotic stress; in vitro culture; antioxidants; sugar alcohols; proline; abscisic acid

1. Introduction

Plants are constantly exposed to various types of stress, of which the most severe is
stress produced by water imbalance in the ecosystem. Both decreasing rainfall and rising
average temperatures reduce water storage in soil and cause drought stress. Moreover,
irrigation with high ion content water and overuse of chemical fertilizers significantly
contributes to soil salinization. Drought and high soil salinity lead to osmotic stress in
plants and represent the major abiotic stress factor that affects the growth of plants and
agricultural production worldwide [1]. Responses to abiotic stress in plants are complex
and include numerous physiological and biochemical processes affecting their growth
and productivity. This complexity makes selection and breeding of tolerant cultivars
extremely difficult [2].

In general, osmotic stress causes a wide range of morphelogical, physiclogical, and
biochemical changes that are crucial for mitigating the negative effect of water deficiency.
One of the known mechanisms that plants use to avoid water deficit in salt or drought stress
environment is osmotic adjustments which are crucial for maintaining cell turgor and plant
metabolic activity. Plants synthetize osmotica such as proline or soluble sugars to establish
osmotic balance at the cellular level [3]. Proline is a cyclic amino acid with low molecular
weight and high water solubility. Under the normal conditions, it is an important part of
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many proteins and under various siress conditions proline has an essential role as one of
the most abundant osmoprotectants. Proline accumulation can be used as a physiological
indicator of plant resistance to stress tolerance [4]. Soluble sugars like glucose, fructose,
sucrose, and sugars like glycerol or sorbitol represent an essential metabolite complex
playing various roles in plant development. They are a fuel for plant growth, signalling
molecules, and precursors for metabolism. They can stabilize the cell membrane or protect
plats from oxidative stress under the stress conditions by being part of the reactive oxygen
species scavenging system [5]. Similar to accumulation of proline, the accumulation of
sugars can be used as a physiological indicator for evaluation of stress tolerance [3].

All stress conditions can induce an accumulation of reactive oxygen species (ROS),
such as hydrogen peroxide Hy( and superoxide -0, in plant cells. Overproduction of
ROS is toxic for plants because they cause the oxidation of lipids, proteins, nucleic acids,
and carbohydrates that can result in irreversible changes in plants or lethality. Plants have
evolved complex antioxidant system to protect cellular membranes and organelles from the
damaging effect of ROS that consists of both enzymatic and non-enzymatic mechanisms of
detoxification. Non-enzymatic antioxidant system includes both water soluble low molecu-
lar mass compounds, such as ascorbic acid or glutathione, and lipid soluble antioxidants
such as a-tocopherol and p-carotene [6]. Enzymatic antioxidant system in plants includes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), and glutathione
reductase (GR) [7]. Superoxide dismutase belongs to the first line of enzymatic defence
against enhanced level of ROS with its ability to catalyse conversion of superoxide -Os~
to Oz and HyOx in all subcellular compartments. In plants, several distinct types of SOD
can occur, each varying with respect to the metal at the active site [5]. Catalase is present
in the peroxisomes, and as a key antioxidant enzyme plays a fundamental role in the
catalytic scavenging of H2O7 and its decomposition to water and oxygen. An increase
in catalase activity is often part of the adaptive response of plants to abiotic stress. It is
assumed that without increase in catalase activity, plant growth would be more reduced
and damaged under the stress conditions [9]. Ascorbate peroxidase presents another key
antioxidant enzyme involved in scavenging H2O» by its conversion to H2O using ascorbate
as the source of reducing power. The level of expression of APX tightly correlates with
the intensity and duration of applied stress. It is suggested that crosstalk amongst various
antioxidant enzymes does exist in plants. For example, activity of APX increases in the
presence of other antioxidant enzymes like SOD and GR [10].

In addition to antioxidants and osmotica, the phytohormones also remarkably con-
tribute to the adaptation of plants in response to osmotic stress. Among plant hormones,
abscisic acid (ABA) plays a central role in the regulation of stress responses via regulation
of several physiological processes such as opening and closure of stomata or helping the
roots to increase their absorption area. The level of endogenous ABA as well as the ABA
associated enzymes sharply increases during water deficit [11,12].

Assessing plant response to osmotic stress can be achieved by using water-soluble,
high molecular weight polymer polyethylene glycol (PEG). In the present study, PEG-6000
was added to the cultivation medium. Previously, it has been reported that PEG does not
enter the cell wall space and that PEG molecules with a molecular weight greater than 3000
are evidently not absorbed. Apparently, PEG also does not have any toxic effects on plants,
and it is widely used to induce drought or salinity stress in higher plants through lowering
the water potential of the nutrient solution [13].

Apple is one of the most consumed and widespread agricultural commodities around
the world, primarily because of its texture, flavour, and nutritive values [14]. As well as
apples, cherries are a popular fruit, valued for both their taste and nutrients with plenty of
beneficial health effects [15]. In this study, five apple and cherry cultivars were cultivated at
different levels of PEG in medium and their physiological and biochemical responses were
monitored. Such a comprehensive analysis of versatile responses to osmotic stress in apple
and cherry in vitro culture has not been carried out previously. In addition, this study aims
to help breeders find a quick laboratory tool for initial screening of varieties in breeding of
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new cultivars. Thus, we provide fundamental information for breeding of new resistant
or tolerant cultivars. In terms of breeding programs, in vitro based techniques with PEG
enriched medium are able to screen diverse plant cultures in laboratory conditions in a
short time. On the other hand, the major disadvantage of this method is simulation of
drought stress via osmotic stress, contrary to withholding irrigation methods based on
whole plants. Therefore, the combination of both methods could be beneficial for future
breeding programs.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material and Experimental Condifions

All the genotypes of apple (Malus = domestica) and cherry (Prunus avium) were
produced in vitro from donor shoots collected in the Research and Breeding Institute of
Pomology, Holovousy Lid., Czech Republic. Cultivars were selected to include a represen-
tative of the commercial varieties (“Idared”, “Rubinstep”, “Regina”) but also landraces
(“Malinové holovouské”, “Car Alexander”, “Napoleonova”). According to stress tolerance
of selected cultivars, apple cultivars “Fragrance”, “Rubinstep”, and “Car Alexander” are
considered to be frost resistant [16-18] contrary to “Idared”, which is ranked among the
sensitive varieties [19]. In case of cherry cultivars, “Sunburst” and “P-HL-C" are resistant
to frost [20,21] and “Napoleonova” is known for its drought resistance [22]. In vitro ex-
plants were cultivated in 100 mL Erlenmeyer flasks capped with aluminium foil, each flask
contained 25 mL of solid (7.0 g L1 agar) Murashige and Skoog (MS) medium [23] with the
shoot growth stimulant 6-aminobenzylpurine (BAP) at a concentration of 1.5 mg Lt pH
was adjusted to 5.7 before autoclaving at 121 “C for 15 min. The growth conditions were as
follows: photoperiod 16 h light/8 h dark and a temperature 22 = 1 “C. Well established
in vitro cultures were transferred in the fresh medium every 30 days. Different levels of
osmolic stress were achieved by adding polyethylene glycol (PEG-6000) at a concentration
of 0, 5,10, 25, and 50 g L~! to the basal medium labelled as PEG0, PEG5, PEG10, PEG25,
and PEGS0, respectively. These concentrations represent water potential of the medium as
follow 0.002 MFa, 0.004 MPa, 0.01 MPa, 0.02 MPa. Explants were treated with PEG-6000
for 30 days, which is a standard subcultivation period for this kind of plant material. After
30 days of cultivation on media (with or without PEG-6000), in vitro explants were used
as plant material for following analysis. At least three independent measurements were
carried out for each cultivar and each concentration.

2.2. Determination of Relative Water Content

Six explants from two independent experiments for each cultivar were weighed
immediately (FW) after harvesting to determine the relative water content (RWC). Explants
were submerged in distilled water for 4 h and then turgid weight (TW) was measured.
Afterwards, the explants were dried in oven at 105 “C to the constant weight to obtain their
dry weight (OW). Relative water content was calculated using the following formula [24]:

_ fresh weight (FW) — dry weight (DW)

RWC (%) = turgid weight (TW) — dry weight (DW) * 100

2.3. Determination of Osmotic Regulating Compounds
2.3.1. Proline Content

The content of proline was determined via the sulfosalicylic acid /ninhydrin reaction
method described by Bates et al. [25]. Fresh leaf material (300 mg) was extracted in 5 mL
of 3% sulfosalicylic acid. After centrifugation at 4500 rpm (10 min), 2 mL supernatant
were mixed with 2 mL glacial acetic acid and 2 mL acidified ninhydrin reagent and left
incubated for 60 min in a boiling water bath. After rapid cooling to 25 °C, 3 mL toluene
was added. The absorbance of coloured toluene fractions was read at 520 nm. Proline
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) was used as a standard.
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2.3.2. Simple Sugars and Sugar Alcohols Content

An aliquot of fresh leaves (300 mg) was homogenized in 80% ethanol and heated at
80 “C for 20 min. The homogenate was centrifuged at 4500 rpm for 10 min. The supernatant
was collected in a clean tube, the pellet was resuspended in 50% ethanol and reheated
at 80 “C for 20 min. After centrifugation, the supernatants were pooled. This step was
repeated once more. The content of sugars (glucose, fructose, sucrose) and sugar alco-
hols (sorbitol, glycerol) in the combined supernatants determined using UHPLC Infinity
11 1290 system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using a 6470 Series Triple
Quadrupole mass spectrometer (Agilent Technologies; electrospray ionization, negative
polarity) as detector. The method used a BEH Amide column (2.1 mm »= 150 mm, 2.6 um,
Waters, Milford, MA, USA). An isocratic elution program was used for chromatographic
separation applying mobile phase comprising 20:80% mixture of 0.05% formic acid in
water and 8:2 acetonitrile/methanol mixture. The flow rate was 0.4 mL min~". Ton source
parameters: gas temperature 150 °C, gas flow 6 L min~!, nebulizer 40 psi, sheath gas
temperature 300 °C, sheath gas flow 128 L min~?, capillary voltage 2500 V, and nozzle
voltage 0 V. The sample injection volume was 1 uL. All standards used were purchased
from Sigma Aldrich (Darmstadt, Germany).

2.4. Determination of Antioxidant Capacity and Antioxidant Enzymes Achivity

Antioxidant capacity of plant extracts was assayed using previously reported [26]
discoloration of a purple-coloured solution of DPPH (2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) with
some modifications. The mixture of 60 umol L~! DPPH in methanol (1.5 mL) and the
sample extract (30 pL) was left at room temperature in the dark for 30 min and evaluated
spectrophotometrically at 517 nm. The percentage of DFPH scavenging effect was cal-
culated using the formula: % Scavenging = [(Acontol — Aﬂmpm}fﬁmmml] #* 100, where
A onirol 15 the absorbance of the solution without extract and Aﬁmph is the absorption of
the solution with extract.

For detection of enzymatic activities, 200 mg of fresh leaves was homogenized in
cooled potassium phosphate buffer (50 mmol L1, pH 7.0). The homogenates were cen-
trifuged at 14,000 rpm for 15 min at 4 “C. The SOD activity (EC 1.15.1.1) was determined
following the manufacturer instructions of SOD assay kit (Sigma-Aldrich, catalogue num-
ber 19160) and expressed as inhibition rate (%). Superoxide anions generated by oxidation
of xanthine reduce nitroblue tetrazolium to nitroblue tetrazolium formazan. The presence
of SOD reduces the level of superoxide, which also decreases the level of formazan deriva-
tive. The activities of CAT (EC 1.11.1.6) and APX (EC 1.11.1.1) were measured at 240 and
290 nm following the decomposition of H30, and oxidation of ascorbic acid, respectively,
and expressed as umnlmg“ proteins and nmol mg" proteins, respectively [27].

Proteins were quantified according to Bradford's method [25] at 595 nm with bovine
serum albumin (Bio-Rad) as a standard.

2.5. Determination of Abscisic Acid Content

Fresh plant material (100 mg) was immediately frozen in liquid nitrogen and stored at
—80 °C until used. The extraction of abscisic acid (ABA) was carried out as described pre-
viously [29]. Briefly, the extraction used precooled 15:4:1 mixture methanol /water / formic
acid at —20 °C. The prepared samples were purified using a SEP-PER:E Plus Short tC18
column (Waters, Dublin, Ireland) and a Strata™-X-C 33 um column (Phenomenex, CA,
Torrance, USA) via elution with methanol. The desired fraction was evaporated to dryness
and subsequently analysed using UHPLC-MS. Concentration of abscisic acid in all samples
was determined using UHPLC Infinity II 1290 system coupled to a 6470 Series Triple
Quadrupole mass spectrometer (Agilent Technologies) with negative electrospray ioniza-
tion (ESI). The method included a Zorbax RRHD Eclipse plus C18 column (2.1 = 50 mm,
1.6 um, Agilent Technologies), column temperature 40 “C, injection volume 1 uL, the
mobile phase flow rate 0.40 mL min~!, and a gradient elution program (0 min-10% A,
1.0 min-10% A, 4.0 min-95% A, 5.0 min 94% A, 5.1 min-10% A, and 6.0 min-10% A in
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B, where A was Milli-Q water and B was acetonitrile. MS conditions were as follow: gas
temperature 300 °C, gas flow 6 L min~!, nebulizer 40 psi, sheath gas temperature 400 °C,
sheath gas flow 12 L min_', capillary voltage 2000 V, and nozzle voltage 1200 V. Two MRM
transitions were monitored: 263.1—219.1, 153.1.

2.6. Statistical Analysis

Statistical differences among the treatments and cultivars were evaluated using analy-
sis of variance (ANOVA) followed by Tukey test (p < 0.05) using minitab v. 19 software
{Minitab LLC, Coventry, UK). Number of replications {n}) in tables/figures denotes number
of individual samples measured for each parameter.

3. Results

Generally, the appearance of the in vitro explants changed with the increasing concen-
tration of PEG in culture medium. Rising levels of oxidative stress caused obvious pigment
loss and reduction in the explant size, as shown in Figure 1.

Figure 1. Effect of different concentration of polyethylene glycol (PEG-6000) on the growth and appearance of the in vitro
culture of apple cultivar “Rubinstep” (A) and cherry cultivar "Kadtinka” (B); PEG concentration in g B increasing from
left to right (PEGO, PEGS, PEG10, PEG25, PEG50).

3.1. Relatroe Water Content (RWC)

Increasing concentration of PEG in the medium led to a simultaneous decrease in RWC,
except for the cultivars “Car Alexander” and “Regina”, where the two lowest concentrations
of PEG resulted in a slight enhancement (significantly only in “Regina” PEG10 plants)
{(Figure 2). Overall, cherry cultivars displayed a decrease to a lower percentage in the tissues
RWC than the apple cultivars. The lowest RWC values in control and PEG treated plants
of all tested cultivars were monitored in “Malinové holovouské”. A significant decrease
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compared to untreated plants was observed at higher concentrations of PEG (PEG25 and
PEGS0), mainly for “Fragrance” and “Idared” apples and “Kastinka”, “Sunburst” and
“P-HL-C" cherries.

"PEG)  mPEGS PEGI0  wPEG2ZS  wPEGS0

n oo

Eismeae an
= o
EL

lor =

a
b
€
d
€

-0 a8 o
"o

RWC (%)

86

&4

a1

80 T

Malinové  Fragrance  Rubinstep Idared  Car Alexander Fegina  Mapoleonova  Kaitdnka Sunburst P-HLL
holovouské

Figure 2. Effect of PEG-6000 concentration on the relative water content (%) for in vitro culture of apple (left) and cherry
(right) cultivars. Error bars represent standard deviation (SD). Values within column, followed by the same letber(s), are not
significantly different according to Tukey's test (p < 0.05).

3.2. Osmotic Regulating Compounds

Increasing concentration of PEG in medium stimulated the proline accumulation
in all tested apple and cherry cultivars (Figure 3). The maxima for individual cultivars
were achieved mostly after application of the two highest concentrations PEG25 and
PEGS0, except for “Malinové holovouské” apple cultivar and for “Regina” and “Kastanka”
cherry cultivars. Overall, the measured values were significantly higher for cherries (both
control and stressed plants), except for the cultivar “Napoleonova”, where the values were
comparable to apple cultivars. A significantly higher increment was monitored in apples,
specifically in “Rubinstep” with about 4 times in PEG25 and PEG50 variants. An almost
threefold increase was also recorded for “Idared” in the same variants. In the case of
cherries, the accumulation of proline was the most pronounced in cultivars “Sunburst” and
“P-HL-C" (almost 3-fold for PEG50 plants).
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holovouské

Figure 3. Effect of PEG-6000 concentration on proline content {ug g" FW) for in vitro culture of apple (left) and cherry
(right) cultivars. Error bars represent standard deviation (SD). Values within column, followed by the same letter(s), are not
significantly different according to Tukey's test (p < 0.05).
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In case of the tested apple explants, a sharp increment in monitored sugars content
after the application of the two lowest doses of PEG was observed in almost all varieties
(Figure 4, detailed data are given in Supplementary Materials Tables 51 and 52). Subse-
quently, a decrease, sometimes to the control values, was noted. The maximum increase
in the content of simple sugars was detected for glucose in cultivars “Rubinstep” and
“Kastinka” {more than 2 times). The maximum fructose contents exhibited apple culti-
vars “Idared” (almost 5 times), followed by the “Rubinstep” (3 times) and “Napoleonova”™
{almost 5 times) and “Sunburst” (4 times) cherry cultivars. The highest values of su-
crose were recorded for “Rubinstep” and “Car Alexander” apples, and “Kastanka” and
“Regina” cherries.

PEGE
FES

g PR R L

PELS

o oy

o Ly o ar

Figure 4. Effect of PEG-6000 concentration on sugars content (myg g" FW) for in vitro culture of apple (A) and cherry
(B) cultivars. All values were recalculated relative to the compound content in untreated samples taken as 100%. GLU,
glucose; FRU, fructose; GLY, glycerol; SOR, sorbitol; SUC, sucrose. The statistical data are shown in Supplementary Material

Tables S1 and 52.

We followed the changes in the concentration of bwo sugar alcohols. Glycerol max-
imum was recorded for apple cultivars only at higher PEG concentrations, specifically
in PEG25 for “Malinové holovouskeé” (3.7 times) and in PEG50 for “Rubinstep” (more
than 2.5 imes). The maxima in cherries at a PEG5concentration ranged to “P-HL-C”
{3.5-fold) and “Kaitinka"” with more than 2.5-fold increase. A more than 3-fold increase in
second sugar alcohol sorbitol was observed in the varieties “Rubinstep”, “Idared”, and
“Napoleonova”. The maxima differed between both individual sugars and varieties. Thus,
we could not determine unambiguously in which variety the synthesis of sugars was most
stimulated. However, the above results show that the most often mentioned apple cultivar
included “Rubinstep”, and cherry cultivars “Napoleonova” or “Kastanka”.

3.3. Antioxidant Capacify and Antioxidant Enzymes Achivity

Owr results show that the plants synthesized a sufficient amount of antioxidants and
their total antioxidant capacity, measured as scavenging of DPPH radical, decreased only
slightly with the increasing PEG concentration. The most significant differences were
noticed in apple cultivars “Fragrance” and “Malinové holovouské” and in cherry cultivars
“Regina” and “Napoleonova” (Figure 5).
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Figure 5. Effect of PEG-6000 concentration on scavenging activity of DPPH radical (%) for in vitro culture of apple (left)
and cherry (right) cultivars. Error bars represent standard deviation (SD). Values within column, followed by the same
letter(s), are not significantly different according to Tukey’s test (p < 0.05).

A simultaneous increase in activities of monitored enzymes with increasing PEG
concentration was noticed in tested apple and cherry cultivars (Figure 6). The highest
values of CAT activity in both PEGD and PEG treated plants were observed in the cultivar
“Car Alexander”. Higher values of enzymatic activity in PEG0 plants were also found
in the case of cultivars “Fragrance” and “Rubinstep”. However, at the same time, the
smallest increase due to increasing PEG concentration in the medium was observed for
them. Overall, CAT activity was mostly stimulated in “Malinové holovouské”, more than
3-fold at PEG50. Catalase activity in cherries was generally lower compared to apples. The
highest increase was recorded in the cultivars “Sunburst” (3.7 times) and “Kastanka” {more
than two times), while the lowest increment exhibited “P-HL-C". Overall, low values of
enzymatic activity of untreated and treated plants were recorded in the cultivar “Regina”.

There was a sharp increase in APX activity in apples after application of the lowest
PEG dose that further enhanced with increasing PEG concentration. The lowest values
were observed again in the cultivar “Malinové holovouské” where the rose was also the
highest (up to 3.5 times). APX activity was significantly stimulated in “Idared” as well
{up to 3-fold) and “Car Alexander” (2.5-fold). APX activity values within cherry cultivars
displayed a similar accumulation trend as in activity of CAT. Overall, the values were
lower compared to apples and the increase in activity was gradual. The lowest values of
PEG0 and PEG-treated plants were observed in the cultivar “Regina”. The most stimulated
enzymatic activity was recorded in “Sunburst” (more than 3.5-fold).

The most significant increment in SOD activity in apple explants was recorded in
cultivars “Rubinstep” and “Car Alexander” (approximately 2-fold). At the same time,
these varieties had the lowest enzymatic activity seen for PEGO plants. On the contrary, the
highest values in PEGO plants were typical of cultivars “Fragrance” and “Idared” and the
lowest increment in activity was recorded due to an increase in concentration of PEG in
the medium. The increment in SOD activity was less pronounced in cherries. The highest
values were recorded for the “Napoleonova”, but only a 1.2-fold increase. At the same
time, the lowest activity of PEGD plants was observed in this case. Overall, it can be noted
that 50D activity, both with and without the addition of PEG, was significantly lower
in cherries.

3.4. Abscisic Acid Content

The addition of PEG in the medium was associated with a significant increase in
ABA content, compared to control (PEGO). The increase of PEG concentration over 5% for
apple and over 10% for cherry explants caused a significant reduction of ABA content. The
highest increase, up to 27 times, was observed for apple cultivar “Malinové holovouske”.
For cherry cultivars “Napoleonova” and “Ka&tinka"” more than 20-fold rose was monitored.
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Owerall, higher levels in PEGD plants were in the “Rubinstep”, “Idared”, and “P-HL-C",
while simultanecusly the lowest increase in ABA content of only 2.5-3.5-fold after the PEG
application was observed (Figure 7).

014 4 014
RPEGO) WPEGS PEG10 wPEGIS wWPEGS)
012 012
= ™M oo
T 008 008
£
G, 006 006
&5
=]
2 ons 004
2 ooz 0oz
[ %)
o 0.00 \
Balinowe Fragrance Rubinstep Idared Car Alexander Regina Mapoleonova  Kadtanka Sunburst P-HL-L

holovodske

E
=
B
<
=
F]
]
Fd
E
Malinowé Fragrance Rubinstep Idared Car Alexander Regina Mapoleonova  Kadtanka Sunburst PHL-C
holovouské
ba a e
100 a 0o
cb . 8 ib a b Ba, ) b
a0 de i iy e - s c? - by ¢ et %<
a0 H f fd [ i dd
1 g N :_ I f‘: = : t dq : e
70 Bp £5 i
@ L i b iE il
F i gt i - ii ! i
£ 2 2 i
a 50 Bs j 1
g 4n I
i)
30
0 7%
10
o
Milinowé Fragrance  Rubinstep Idared  Car Abexander Regina Napoleonova  Kaftdnka Sunburst P-HL-C
holovouské

Figure 6. Effect of PEG-6000 concentration on catalase activity CAT (umol H;05 g~} FW), ascorbate peroxidase activity
APX (nmol H2O2 g'l FW), and superoxide dismutase activity SOD (%) for in vitro culture of apple (left) and cherry (right)
cultivars. Error bars represent standard deviation (SD). Values within column, followed by the same letter(s), are not
significantly different according to Tukey's test (p < 0.05).
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cherry (right) cultivars. Error bars represent standard deviation (SD). Values within column, followed by the same letter(s),
are not significantly different according to Tukey's test (p < 0.05).

4. Discussion

Apples and cherries are among the most cultivated fruit trees both in the Czech
Republic and Europe. The total yield of these trees is affected by water availability. The
growing number of dry days during the vegetative season and worldwide increasing
shortages of water led to the search for drought-resistant cultivars. The response of plants
to limited water supply are monitored at multiple levels [30]. In the present study, we
studied biochemical responses of apple and cherry in vitro cultures to induced drought-like
stress conditions.

Leaf water potential and RWC are usually used as important and reliable indices of
plant water deficit or water status. In agreement with our finding, various studies reported
a significant decline in RWC in several fruit species including apple rootstock [31], pistachio
trees [32], almond [33,34], and Prunus rootstock [35], as well as in cherry rootstock, and fig
in vitro cultures [36,37]. Moreover, the authors suggested that water potential in resistant
genotypes under water deficit condition is maintained longer than susceptible genotypes.
For example, Turkan et al. [35] pointed out that the RWC level in the leaves of resistant
cultivars were not affected by drought stress, while in sensitive cultivars, the RWC was
reduced up to 10% in 14 days. The drought sensibility out of our tested cultivars was
declared for “Malinové holovouské” and “Car Alexander” [17,39] that, however, was not
manifested in a significant decrease in REWC. In contrast, the decline in RWC was relatively
small in the tolerant cherry cultivar “Napoleonova™ [22].

The influence of abiotic and biotic stress stimuli, including water deficit, leads to an
imbalance between ROS production and degradation. Their elevated accumulation affects
plant metabolism in different ways and leads to cellular damage. The antioxidant machin-
ery in plants is a result of both sequential and simultaneous actions of various antioxidant
molecules together with antioxidant enzymes including SOD, CAT, and APX [6,10]. Our
experiments confirmed that activities of these enzymes were elevated in drought-stressed
apple and cherry leaves compared with the controls. The peak activities were monitored
at the two highest PEG concentrations. Similar results were also found for five kiwifruit
species [40], apple trees [31], and sweet cherry in vitro explants [36], where the more pro-
nounced answer was in drought tolerant genotypes. Here, on the other hand, the activities
of APX and other enzymes involved in ascorbate-glutathione cycle reacted markedly dif-
ferently. The drop under mild and severe stress conditions could result from the elevated
ROS production and its interaction with the above-mentioned enzymes that lead to its
inactivation via quick oxidation. These enzyme activations and the magnitude of it appears
decisive in the development of stress sensitivity and tolerance. For example, the activa-
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tion of CAT and APX is stronger in tolerant species, while in contrast, sensitive species
increasingly activate GPX [38,41].

In our results, it is not possible to state quite clearly which varieties are more tolerant
due to changes in the accumulation of the above enzymes. Due to the sharp increase
in the activities of CAT, APX, and SOD, "Malinové holovouské” and “Car Alexander”
appeared as more tolerant apple cultivars. However, these findings contradict the declared
low or very low drought resistance, respectively [17,39]. The cultivars “Fragrance” and
“Rubinstep” with declared frost resistance, which may also be related to increased drought
resistance, showed an overall low increase in CAT and APX activities due to increasing
PEG concentration in medium. However, overall, the values in both PEG0 and PEG treated
plants were high compared to other cultivars, and thus the ROS quenching potential was
high, which could be reflected in a low increase in enzymatic activities. On the contrary, in
cherry, tolerant cultivar “Napolecnova® [22] corresponded to the above proposed concept
of increased enzymatic activity due to water stress conditions. At the same time, the very
frost-resistant “Sunburst” [20] showed a similar accumulation trend.

It is well known that plants accumulate wide scale of osmoregulators such as inorganic
ions, soluble sugars, proline or glycine betaine in the vacuole and cytosol that contribute
to membrane stability thus reducing the negative effect of water stress [3]. We followed
the accumulation changes of bwo main representatives, proline and sugars. In our present
study, proline content significantly increased with increasing PEG concentration in the
medium. Other authors also reported elevated proline accumulation in various plants
under in vitro conditions [33,34,36] and field experiments [35]. However, it is important to
note here that Kautz et al. [42] pointed out that proline values could vary significantly with
respect to the method of cultivation and the induction of drought-like conditions. Proline
concentration in the hydroponically grown seedlings did not match the values those for
plants cultivated in soil and was more than two times higher.

In addition to its osmoprotective role, proline also acted as a ROS scavenger and
molecular chaperone contributing to stabilization of protein structure and protection of the
cells from damage caused by adverse environments [43]. Therefore, it was suggested that
genotypes with higher proline content may be more resistant to stressful conditions, as
was reported in different pistachio [32] and grass pea [44] genotypes. If we leaned towards
this statement, cultivars “Malinové holovouské”, “Fragrance”, “Regina” and “Ka&tanka”
would appear to be more tolerant. However, the rate of biosynthesis and the activity of
individual genes could also play a role in the rapid accumulation of proline and thus
increased resistance. For example, gene P55C, codifying crucial enzyme in biosynthesis,
was also up-regulated and its higher expression was correlated with higher proline levels
in drought-tolerant Prunus and safflower cultivars in comparison with a drought-sensitive
one [35,45]. Thus, genetic manipulations of proline synthesis and degradation leading to
its increased levels in plants might be a promising tool for enhanced drought resistance
in plants [46].

Carbohydrates, besides their important function as energy rich molecules and building
block for plant growth, play a crucial role in processes maintaining cell turgor under
osmotic stress, e.g., under drought and salinity. Changes in the concentrations of water-
soluble carbohydrates, mostly sugars such as glucose, fructose, sucrose, sorbitol, and
mannitol, can be a result of the regulation of sugar metabolism and export [47,45]. Levels
of these sugars were affected by different types of drought-induced stress. A concentration-
dependent experiment with pistachio demonstrated a simultaneous increase in total soluble
sugars and sucrose with increasing PEG concentration in the medium where tolerant
cultivars reacted more markedly [32]. Only the content of sorbitol in apples, but not
of other soluble carbohydrates, responded to drought in the same way as in our study,
i.e., a significant increase at moderate stress. However, its concentration varied under
severe drought and was less or similar to that in controls [49]. Time dependent water
studies significantly stimulated the synthesis of sorbitol, glucose, fructose, and galactose
in apple trees [47] and Prunus rootstock [35]. On the contrary, sucrose concentration was
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significantly lower in the droughi-stressed variants. Given the high concentration of leaf
sorbitol, authors suggested that sorbitol rather than sucrose is preferentially accumulated
at the low photosynthetic rate of drought-stressed plants and acts as a storage of carbon.
The accumulation behaviour of sucrose makes it more available sugar than sorbitol. These
results were also supported by both the expression and activity of key enzymes aldose-6-
phosphate reductase (A6FR) [47] and sorbitol-6-phosphate dehydrogenase (S6PDH) [35] in
sorbitol synthesis. Moreover, sucrose acts as a signal molecule participating in the crosstalk
between hormonal, oxidative, and defence signalling [50].

Owing to the putative role of proline and sorbitol as antioxidants, they could be ame-
liorating deleterious effects of drought-induced oxidative stress by protecting membranes
and enzymes. These osmoprotectants, together with higher activity of antioxidant enzymes,
show these genotypes as drought resistant [51,52].

Abscisic acid is regarded as a stress hormone as a result of its rapid accumulation under
unfavourable environmental conditions. Therefore, overall higher ABA concentrations in
plants can be associated with improved stress tolerance that helps the plant to survive [53].
In the present study, the endogenous ABA content in the leaves of apple and cherry
explants rose with drought treatment and reached maximum when the two lowest PEG
concentrations were used. Similar results were found for poplar trees where three different
watering regimes significantly increased ABA content [41]. Time dependent studies showed
that prolonged drought conditions resulted in gradual increase in ABA content [54,55].
In addition, the expression of genes related to the ABA biosynthesis pathway correlated
with physiological results of drought response, i.e., with a decrease in photosynthesis
activity as consequence of ABA-induced stomatal closure. The expression was higher after
15 days under drought conditions [56]. Other processes on a metabolic level, catabolism,
or de/conjugation, also controlled the level of stress induced ABA accumulation as proven
by elevated levels of phaseic acid, dihydrophaseic acid, and ABA-glucose ester [55,57].

Potentially drought-sensitive cultivars of apple [55] and pepper [59] reacted more
readily. The rootstock itself can also have an influence on the overall formation of drought
tolerance. Tworkoski et al. [57] and Zhang et al. [60] pointed out that different cultivars
drafts on a more tolerant rootstock accumulated more ABA. This type of cultivation, to-
gether with the production of plans with enhanced expression of ABA genes, can lead to the
development of more drought resistant varieties. According to this statement, “Malinoveé
helovouske”, “Fragrance”, “Rubinstep” in apples, and “Napoleonova”, “Kastinka” and
“P-HL-C" in cherries accumulated the highest amounts of ABA. Besides the first mentioned,
all cultivars are drought or frost tolerant.

5. Conclusions

Our work focused on the relative water content, antioxidant activity, accumulations of
osmotica, and the content of abscisic acid in apple and cherry cultivated in vitro on media
containing increasing levels of polyethylene glycol and causing different levels of osmaotic
stress in tested plants. Our results confirmed that studied genotypes responded differently
to osmotic stress manifested as reduction in the leaf relative water content and increment in
the activities of antioxidant enzymes, as well as contents of proline, sugars, and abscisic acid.
Generally, cherry cultivars exhibited a lower decrease in RWC and enzymatic activities but
a higher proline content than the apple plants. Based on our findings, we concluded that
apple cultivar “Rubinstep” and cherry cultivars “Napoleonova” and “Kastinka” could
be evaluated as drought tolerant since they exhibited the major features including higher
antioxidant capacity and accumulation of osmoprotectants that are crucial for plant stress-
tolerance. To our best knowledge, such a comprehensive analysis of mentioned responses
to osmotic stress in apple and cherry in vitro culture, as we produced, has never been
published. It provides fundamental information for breeders. Our study also suggests a
fast method for prediction of the plant tolerance under controlled laboratory conditions
that can be used for the initial screening of fruit cultivars.
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Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article /10
3390/1jms22157922 /51, Table S1. Effect of different concentration of PEG 6000 on sugars of in vitro
culture of five apple cultivars. Data are means £ SDs. Values within column, followed by the same
letter(s), are not significantly different according to Tukey's test (p < (L05). Table S2. Effect of different
concentration of PEG 6000 on sugars of in vitro culture of five cherry cultivars. Data are means £ 5Ds.
Values within column, followed by the same letter(s), are not significantly different according to
Tukey’s test (p < 0.05).
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