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ANOTACE

POKORNA, ]. Dynamika osmoticky aktivnich ldtek v pupenech ovocnych stromii, Hradec
Kralové, 2023. Bakalatrska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové.
Vedouci bakalarské prace Zuzana Kovalikova. 66 s.

Cilem bakalarské prace bylo sledovat dynamiku osmoticky aktivnich latek (cukry, cukerné
alkoholy a prolin) v pupenech vybranych tolerantnich a senzitivnich genotypti dvou
ovocnych stromi v riznych fenofazich vyvoje pupene s cilem zhodnotit, jak spolu souvisi
obsah stanovenych latek a citlivost daného genotypu.

Ve vztahu k citlivosti nebo odolnosti jednotlivych genotypi byl trend u obou druhti odlisny.
Genotypy merunék povazované za tolerantnéjsi vykazovaly bud hodnoty mérenych cukrt
nizsi, popiipadé zmény s prechodem mezi fenofazemi nebyly tak markantni. U tfe$ni tomu
bylo presné naopak, kdy vyssi hodnoty cukri byly zaznamenany u tolerantnéjSich
genotypl. Jasny vztah mezi obsahem prolinu a citlivosti genotypi nebyl prokazan.

Kli¢ova slova

Osmoticky aktivn{ latky, cukry, prolin, meruiiky, tfe$n€, pupeny

ANNOTATION

POKORNA, J., Dynamics of osmotically active substances in the buds of fruit trees. Hradec
Kralové, 2023. Bachelor thesis at Faculty of Science, University of Hradec Kralové. Thesis
supervisor Zuzana Kovalikova. 66 p.

The aim of the bachelor's thesis was to monitor the dynamics of osmotically active
substances (sugars, sugar alcohols and proline) in the buds of selected tolerant and
sensitive genotypes of two fruit trees in different phenophases of bud development with the
aim of evaluating how the content of the determined substances and the sensitivity of the
given genotype are related.

In relation to the sensitivity or resistance of individual genotypes, the trend was different
for both species. Apricot genotypes considered to be more tolerant either showed lower
values of measured sugars, or the changes with the transition between phenophases were
not so striking. It was exactly the opposite in case of cherries, where higher sugar values
were recorded for more tolerant genotypes. A clear relationship between the proline
content and the sensitivity of the genotypes was not demonstrated.

Keywords

Osmotically active compounds, sugars, proline, apricot, cherry, buds
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Uvod

Ceska republika je jednou ze zemf, kterd ma vhodné piidni a klimatické podminky
pro péstovani velké vétSiny ovoce, které je nedilnou soucasti jidelnicku. OvSem
v poslednich letech dochazi k ¢astému vyskytu jarnich mrazii v obdobi, kdy jsou jiZ
ovocné direviny po ekodormanci, tedy v prvnich fazich raseni pupent. Jarni mraz ma
tedy na svédomi prevazné poskozeni generativnich organt. Diisledky klimatickych
rostlin (drivéjsi rasSeni, kveteni i zrani), v celkovém prodluzovani délky vegetacni
sezony (umoznéni péstovat plodiny s delSi dobou vegetace), dale zvySena extremita
srazek 1ijejich rozlozeni béhem roku (vyskyt zemédélského sucha i privalové
srazky). Navic zlistavaji zachovany cykly vpadi arktického vzduchu do jiZnich
oblasti, coZ ma za nasledek vyskyt pozdnich jarnich mraz{. Se zménou abiotickych
faktort (hlavné narist primérné teploty) dochazi k rozsSifovani arealu vyskytu
Skodlivych organismi z jihu do severnich oblasti. Tyto nepiiznivé jevy se s velkou
pravdépodobnosti budou opakovat, v hor$im piipadé prohlubovat. Z téchto divodii
je velmi diileZité pochopit jaké jsou moZnosti tolerance rostlin k mrazu a suchu.

Tolerance knizkym amrazovym teplotam zavisi na mnoha biochemickych
procesech, pricemz soucet téchto procesii urcuje miru tolerance. Nékteré z téchto
procest jsou fytohormondlné zavislé a jsou vyvolany kratkymi dny, jiné jsou zavislé
na aktivité rtiznych enzymovych systémi a na teploté (Nilsson a Eriksson, 1986).
Kratkodobé plisobici teploty blizké nule indukuji procesy chladové aklimatizace, coZ
vede ke zvySené toleranci k mrazu (Chinnusamy et al., 2006). V piipadé plisobeni
nizké teploty na rostliny dochazi ke zménam struktury bunék, ale také jednotlivych
organt, kdy se buné¢ny obsah zahustuje - dochazi ke zvySené syntéze osmoticky
aktivnich latek, jakou jsou napf. cukry, cukerné alkoholy nebo aminokyseliny,
zejména prolin.

Pravé proto zmény v akumulaci prolinu a produkti metabolismu sacharidi
(zejména glukozy, sachardzy a cukernych alkoholdl) jsou vhodnymi markéry pro
posouzeni miry stresu a mohou pomoci ptri odhadovani miry tolerance/senzitivity
vybranych odrtid ovocnych stromi (Jiménez et al.,, 2013; Kautz et al., 2015; Rickes
etal, 2019).

Bakalarska prace je zamérena na sledovani dynamiky osmoticky aktivnich latek
(cukrli, cukernych alkoholii a prolinu) vpupenech vybranych tolerantnich
a senzitivnich genotypli dvou ovocnych strom@i (meruiika a tfeSent) v rliznych
fenofazich vyvoje pupene, s cilem zhodnotit, jak spolu souvisi obsah stanovenych
latek a citlivost daného genotypu tfeSni a merunék.
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1. Teoreticka cast

1.1. Pupen

1.1.1. Typy pupenti

Pupen je nejmladsi vyvojové stadium vyhonku, ktery nese zaklady vSech organ, jeZ
se na star$im vyhonku brzy objevi. Dle typu organti, které se z pupent vyvinou, je
miiZeme rozdélit do trech typi: listové, kvétni a smiSené. Listové pupeny obsahuji
pouze zaklady listli a jedna se spiSe o mensi a Spicaté pupeny. Kvétni pupeny nesou
zaklad kvétu nebo celého kvétenstvi a jedna se o vétsi a kulatéjsi pupeny. Smisené
pupeny obsahuji zaklady listli i kvétli (Bobdk et al.,, 1992; Votrubova, 1997).

Dle postaveni na stonku miizeme pupeny dale rozli§it na termindlni (vrcholové)
a uzlabni (axilarni). Apikalni vrchol stonku je tvoren vrcholovym pupenem, ktery
ukoncuje vrchol stonku a uzavira apikalni meristémy. Apikalni meristémy se svoji
délivou funkci podileji na linearnim ristu matei'ského stonku. Nad jejich listovymi
primordii se vytvareji zaklady uZlabnich pupenl. ZvySenou délivou funkci
meristematickych bunék se zlistovych primordii vyvinou podptlirné listy, a ze
zakladu pupenu v jejich uZzlabi se vyvinou uzlabni pupeny (Obr. 1). Vrcholovy pupen
si stale udrzuje svoji apikalni pozici, proto listové zaklady a uzlabni pupeny, které

jsou vrcholu bliZe, jsou mlads$i a méné diferencované nez Casti vzdalenéjsi od
apikalniho vrcholu (Beck, 2010; Bobak etal., 1992).

Apikalni meristém

_ Listovy zéklad

» Zaklad uZlabniho pupene

‘
x
we Q8 B AR

>

J L1 st

A

) === Nod Fytomera
\\ 3 »' 2 Internod : g’
NG 1] Uzlabni pupen \l' |
. &

|22 | .
| Prokambium Dy 852
. s 997/
Protoderm LJ.*,‘Q' N ' /%)

Obr. 1: Schématicky (vlevo) a mikroskopicky fez (vpravo) ristovym vrcholem Inu
setého (Linum usitatissium) (upraveno dle Evert, 2006).

Axilarni pupen predstavuje pomyslnou samostatnou jednotku. To znamena, Ze
produkuje vlastni reprodukce-schopné c¢asti, ze kterych vyriistaji zaklady
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postrannich prytu s dalSimi uzlabnimi pupeny. Jejich mnoZstvi a vyvoj zavisi na
vnéjSich podminkach (napf. na mnoZstvi dostupnych Zivin, dostatku vody nebo
svétla) a vnitfnich podminkach (rostlinny druh, hladina fytohormont). Riist pupent
a cytokininy. Auxiny obecné v rlistu pupenii brani a cytokininy naopak rlist pupeni
podporuji (Bobak et al, 1992; Evert, 2006). Lateralni pupeny jsou pod vlivem
apikalnich pupent, které potlacuji jejich bunécné déleni a zvétSovani bunék. To je
zajisténo pohybem auxinu zvrcholového vyhonku kbazi rostliny, kde plisobi
inhibi¢né na okoli lateralnich pupent. Pokud dojde k poSkozeni nebo oddéleni
vrcholového vyhonku, mnoZstvi auxinu okolo lateralnich pupent se sniZi, coZ ma za
nasledek jejich riist (Kochhar a Gujral, 2020).

V Gzlabi podpiirného listu se vyviji bud’ jeden tzlabni pupen, a to uprosticed, nebo se
jich vyviji vice. Pokud je pupent vice, rozliSujeme je dle postaveni na kolateraln{
a serialni pupeny (Obr. 2). Kolateralni pupeny se vyskytuji hlavné u jednodéloznych
rostlin, které maji vétSinou Sirokou listovou bazi. Pupeny jsou uloZeny vedle sebe,
pri¢emz jako prvni se zaklada prostifedni pupen. DalSi pupeny se zakladaji pozdéji
aoznacuji se jako pridatné neboli akcesorické. Kolateralni pupeny se mohou
vyskytovat i u dvoudéloznych - napf. utfeSné nebo meruniky (Obr. 3). Seridlni
pupeny se vyskytuji vétSinou u dvoudéloZnych rostlin a jsou umistény nad sebou.
Postupnost vzniku i rozvoje je dvojaka. Nejcastéji se rozviji shora-dolli, smérem do
pazuchy listu - serialni pupeny sestupné (Obr. 2B). Méné Casto se zakladaji opacné,
tedy zdola-nahoru, od pazuchy listu - serialni pupeny vzestupné (Obr. 2A) (Bobak
etal, 1992; Evert, 2006; Slavikova, 2002).

dhy ke

5

p i 3

A B C

Obr. 2 Typy uZlabnych pupenti: A- seridlni pupeny vzestupné; B - seriadlni pupeny
sestupné; C - kolateralni pupeny (upraveno dle Slavikova, 2002).
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Pridatné pupeny KolateraIni pupen Prostredni pupen

Obr. 3 Kolateralni pupeny na vétévce meruiiky (foto: Z. Kovalikova).

Charakteristickym znakem krytosemennych rostlin je tizky vztah mezi podpirnym
listem a uZlabnim pupenem. Jednotlivé ¢asti se vyvijeji pod pfimym vlivem druhé
¢asti. Podpiirny list se také podili na ochrané pfed mechanickym poskozenim a pied
nadmérnym vyparem z UZlabniho pupenu. Postaveni axilarnich pupent je jednim
z poznavacich znaki urcitych taxon@. U nahosemennych rostlin se Zlabni pupeny
zakladaji jen v UZlabi nékterych listli, ato prevazné téch, které jsou v blizkosti
vrcholu vyhonku. KdeZto u krytosemennych rostlin se uzlabni pupeny zakladaji
v Uzlabi vSech listl a listenti, vyjma listenti kvétnich oballi (Bobdak et al., 1992;
Slavikova, 2002).

Jednotlivé pupeny se od sebe lisi jak v rdmci druhi, tak i vramci jedné rostliny.
Odlisuji se ¢asem zaloZeni, rychlosti riistu, velikosti, po¢tem zaloZenych listovych
zakladli a charakterem vyhonku, ktery se z nich vyvinul. Kvétni vyhonek se vyviji
bud’ ze stfedniho pupene u kolaterdlnich pupenii nebo ze spodniho pupene
u serialnich pupent. Zbylé pupeny vytvareji listové vyhonky. U témér vSech stromi
se pupeny zvétSuji od baze smérem kvrcholu stonku (akrotonické vétveni).
Vrcholové (periferni, okrajové) pupeny se vyvijeji v dlouhé vétve. Ty umoziuji
listiim prijmout nejkvalitnéjsi svétlo. Kvétni pupeny jsou zakladany niZe neZ listové
a spici pupeny jsou zakladany nejniZe (Bobak et al., 1992; Slavikova, 2002).

U bylin se vyvijeji axilarni pupeny ve vétve ve stejném roce, kdy byly zaloZeny.
U dfevin se pupeny zakladaji na nejmladSich ¢astech stonki, dobfe viditelné po
opadnuti listli. Tyto pupeny pres zimu odpocivaji a v dalsim vegetacnim obdobi se
vyviji v bo¢ni vyhonky. U nékterych pupenti byl rlist a nasledny vyvoj zastaven. Tyto
tzv. spici pupeny mohou v neaktivnim stadiu ziistat i desetileti. Jejich dalsi vyvoj je
podminén vnéjS$imi podminkami. NejcastéjSim impulzem k aktivaci byva néjaky
vnéjsi zasah (napf. mraz nebo poranéni), ktery poSkodi vzrostny vrchol nebo
11



postranni vétev vyriistajici nad spicim pupenem. Vétsinou se jedné o pupeny listové
nebo smiSené, u tropickych drevin to mohou byti kvétni. Tento jev, pfi némz se na
starSich ¢astech kmene rostliny objevuji kvéty nebo kvétenstvi, oznacujeme jako
kauliflorie (napf. u kakaovniku nebo zmarliky JidaSovy) (Bobak et al, 1992;
Slavikova, 2002).

Adventivni (ndhradni) pupeny vznikaji na riiznych ¢astech rostliny (mimo pazuchy
listli) dle potieby, mohou se tedy objevit na kofenech ¢i listech. Vznikaji bez pfimé
navaznosti na apikalni meristém. Adventivni pupeny ¢asto vznikaji v oblasti kalusu,
kde byla rostlina drive poSkozena, z kambia nebo v pericyklu. Mohou byt také
produkovany pokoZzkou. Podle toho z jak hluboko uloZeného pletiva vznikaji, je
délime na exogenni (zrelativné povrchového pletiva) a endogenni (z hluboko
uloZenych pletiv). Pokud adventivni pupeny vznikaji z jiZ diferencovanych pletiv,
jejich vytvoreni je moZzné diky dediferenciaci a navozeni totipotentnosti bunék
(Beck, 2010; Pallardy, 2008). Adventivni pupeny slouzi casto k vegetativhimu
rozmnoZzZovani rostlin, kdy se zadventivhiho pupenu vyviji novy pryt, napfr.
podzemni $lahouny u trav tvofeny endogenné z pericyklu (Slavikova, 2002).

1.1.2. Ochrana pupenu

Apikalni meristém je chranén mladymi listy, které tvori pupen. Pokud nedochazi
k dalSimu vyvoji, ani riistu listfi, a pupen je ve fazi dormance, tak se nékteré listy
modifikuji avytvori Supiny. Povrch Supin miiZe byt pokryt trichomy nebo
specidlnim typem emergenci - koletery, které produkuji slizy a pryskyftice. Jejich
uloha je ochrana pred mechanickym poskozenim, vyschnutim a pred jarnimi mrazy.
Konkrétné dreviny jsou vétSinou chranény koZovitymi Supinami — pupenové Supiny,
které okolo pupenu tvori obal. Samotny pupen je pred zimou chranén jeSté tim, Ze
obsahuje malo vody (jen 50 %) v porovnani se zac¢atkem jeho vyvoje, kdy obsah
vody ¢ini aZ 80 %. Na této ochrané se podili modifikace vnitinich ¢asti bunék
délivych pletiv, av§ak mechanismus neni jesté zcela objasnén. Dale mliZe byt pupen
ukryty v bazi rapiku, ktera ho chrani, protoZe jeSté nema vyvinutou pokoZku (napf.
platan). Byliny a nékteré stromy pupeny chranéné nemaji, tvori tzv. nahé pupeny.
Prechodnym typem je chranéni pupenu pouze na bazi, tzv. polonahé pupeny (Bobak
etal, 1992; Evert, 2006; Slavikova, 2002).

1.1.3. Fyziologie pupenti

Vyvoj rostliny lze obecné rozdélit do nékolika etap, a to embryonalni, juvenilni,

zralosti a starnuti. Pro rostlinu v dany okamZik byva charakteristicka pouze jedna

faze. To, Ze rostlina spada pouze pod jednu fazi neznameng, Ze nemiiZe na sobé mit,

jak pupeny s budoucimi vegetativnimi organy, tak pupeny s budoucimi kvéty. Jedna
12



se o tzv. vyvojovy gradient, kdy pupeny s vegetativnimi organy jsou na bazi stonku
zralosti, kdy dochazi k prechodu z vegetativni do generativni faze. Pfrechod mezi
jednotlivymi etapami je zajiStén riiznymi vnéj$imi a vnitinimi faktory. Mezi vnéjsi
faktory patfi teplota, svétlo a dostatek vlahy. Mezi vnitini faktory lze radit
koncentraci ristovych hormonti a zasobnich latek. Pfi nevhodnych podminkach
dochazi k zpomaleni rlistu aZ dormanci (Prochazka et al., 1998).

Dormance

Dormanci lze definovat jako docasné pozastaveni viditelného rilistu jakékoliv
struktury, ktera v sobé obsahuje meristém. Predstavuje mechanismus preziti
zajiStujici sezonni a environmentalni synchronizaci riistu. Morfogeneticka funkce
dormance je kontrola riistovych forem azmén v habitatu rostliny. Proto se
dormance tyka jen urcitych ¢asti, zatimco dals$i pokracuji v rlistu, coZ rostliné
umoziiuje nahradit poSkozeny primarni vyhonek. Pro dormanci je typické potlaceni
bunéfného déleni aregulace bunécného cyklu (Olsen, 2003; Pallardy, 2008).
Dormance pupeni je regulovana vnitinimi a vnéj$imi faktory a také je kontrolovana
na molekularni drovni. Regulace dormance pupent se ucastni riizné epigenetické
mechanismy zahrnujici modifikaci histonli, methylaci DNA a syntézu malych
nekddujicich RNA. Klicovou roli hraji také fytohormony, které navozuji, udrzuji
a uvolnuji rostliny z dormance. Dal$imi regulatory jsou fytochromy a chemické
signaly, napr. cukry (Rios etal, 2014).

Lang et al. (1987) zavedli déleni dormance na tfi jasné odliSitelné faze, ato
ekodormance, paradormance a endodormance (Obr. 4). Tyto faze lze rozliSiti podle
relativniho mnoZstvi vody a podle mnoZstvi sacharidii, které odpovidaji fyziologii
v dané fazi (Kaufman a Blanke, 2017). Ekodormance je zplisobend vnéjsimi faktory
prostiedi a pomine, pokud jsou podminky prostiredi opét vhodné pro riist rostliny
(Cattani etal,, 2018; Dai, 2019). Rostlina do ekodormantniho stavu prechazi, pokud
je vystavena vysokym teplotam, nedostatku Zivin nebo vodnimu stresu (sezonni
dormance v oblastech se suchymi obdobimi). Zde je klidovy reZim zplisoben
akumulaci ABA, ktera brani bunétnému déleni v meristému (Dai, 2019).
Paradormance je nejlépe prozkoumana ze tfi typli dormanci a nékdy se oznacuje
jako apikalni dominance nebo korelativni inhibice. Je vynucena signaly, které pupen
pfijima odjinud zrostliny. Napf. axilarni pupeny se stavaji paradormantnimi
v diisledku apikdlni dominance termindlniho pupene. Pokud ale nastane jeho
odstranéni, paradominance pomine (Dai, 2019; Horvath et al, 2003). Obecné
terminalni pupeny dosahuji hlub$i dormance neZ axilarni, ale jeji uvolnéni je zde
snadnéjsi (Olsen, 2003). Endodormance je vysledkem fyziologickych zmén uvnitr
pupenu, které zabranuji pred¢asnému riistu v obdobi, kdy podminky prostredi casto
kolisaji mezi témi, které umoZnuji nebo inhibuji riist. Endodormance poskytuje
dileZity mechanismus pro ochranu vegetativnich pupenl tim, Ze zajiStuje, Ze

13



meristémy neobnovi sviij rist, dokud se neobnovi stabilni podminky. Vstupu do
endodormance na podzim predchazi kratka fotoperioda, nebo nizka teplota (Dai,
2019). Endodormance u mnohych druhii souvisi s chladovou aklimatizaci. Ta mZe
u rostlin pretrvat i po prechodu pupenu z endodormance do ekodormance. Timto
mechanismem rostlina zamezuje, aby doSlo k obnoveni riistu pupenti béhem
kratkodobého nastupu vhodnych teplot, napt. kratkodobé otepleni v zimé (Dai,
2019; Olsen, 2003).

/’/- \ Ekodormance

Teplotni extrémy
Rist a diferenciace Nedostatek Zivin
Vodni stres

Apikalni pupen Regulovano

— environmentalnimi
Axilarni pupen
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Theye e

e

Obr. 4: Typy dormance a jejich priciny (upraveno dle Horvath etal. 2003).

Viceleté dreviny mirného klimatu nerostou ve vSech ro¢nich obdobich stejné
a sezénnosti se prizpilsobily pravé dormanci pupent. Pfed nastupem zimniho
obdobi dochazi k zastaveni primarniho riistu vyhonku a k vytvotreni pupent, ktery
v sobé uzavira meristém vyhonku, ¢imZ ho chrani pfed nepfiznivymi podminkami
(Dai, 2019). Nové vytvorené pupeny prvné vstupuji do reverzibilni faze neCinnosti
neboli paradormance, kdy maji jeSté moZnost rlistu, ale vhodnych riistovych
podminek je méné, coZ rist omezuje. Dale dochazi k postupnému piechodu do
endodormance, kde uZ nemtZe dojit k rlistu, i kdyby se vhodné podminky obnovily.
Ukonceni dormance je podminéno dlouhodobym vystavenim nizkym teplotam.
Predpoklada se, Ze jednotlivé pupeny néjakym zpilisobem zaznamenavaji dobu, po
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kterou jsou vystaveny chladnym teplotam, aby mohly vystoupit z endodormantniho
stavu. Tato doba je dana geneticky a miiZe se liSit i v ramci jednotlivych kultivard,
coZ je velmi cenné pro Slechténi rostlin (Cattani et al,, 2018; Pallardy, 2008).

Uvolnéni pupenii z dormance je obsahly proces, ktery 1ze rozdélit do nékolika fazi.
Pro kaZdou fazi je charakteristickd sou¢innost hormonii a dal$ich metabolitii, avSak
jejich vzajemné interakce, stejné jako jejich jasny ucel béhem wuvoliiovani
z dormance, zatim nejsou zcela objasnény. Béhem 1. faze dochazi k odstranéni
primarnich pri¢in dormance (zejména enzymi aktivnich béhem chladného obdobi)
a prechodu z endodormance do ekodormance. Pro 2. neboli katabolickou fazi, je
typickd vysokd metabolickd aktivita azvySeni aktivity giberelinii (GA), coZ
podporuje syntézu a aktivaci hydrolytickych enzymii a mobilizaci rezervnich
sacharidi potiebnych pro riist. Nalévani pupenu typicky naznacuje piechod
zendodormance do ekodormance. Béhem 3. faze se zvySuje mnozstvi GA
a cytokininii. Dochazi k dal$i mobilizaci rezervnich sacharidi, stejné tak i ke zvysSeni
aktivity auxini, zvySeni mitotické aktivity a iplnému uvolnéni z dormance. V této
fazi pupen zacina kvést a vyhonek se zacne vyvijet (Pallardy, 2008).

Fytohormony

Indukce, udrzovani a uvoliiovani pupenti z dormance jsou sloZité procesy alisi se
podle typu dormance a pupent. Dlouho se predpokladalo, Ze rostlinné hormony
hraji klicovou roli vdormanci, cozZ podporovalo ivelké mnoZstvi korelacnich
dliikazli, avSak nékdy s protichidnymi zpravami. Rostlinné hormony nejspise
uplatiiuji své ucinky tim, Ze se podileji na fizeni zakladnich riistovych procest,
bunécného déleni a prodluzovani bunék (Olsen, 2003).

Po dlouhou dobu se vérilo, Ze endodormance pupent je fizena rovnovahou mezi
hormony inhibujicimi rist (ABA) a podporujicimi rist (GA a cytokininy) (Obr. 5).
V listnatych stromech se po vystaveni kratkym dniim zvySuje koncentrace ABA
i aktivita genli zapojenych do jeji biosyntézy, coZ znadi jeji zapojeni do indukce
zastaveni riistu a rozvoje dormance pupent. Problémem je, Ze u nékterych stromt
(napft. jabloné nebo javora klenu) ABA klesala i kdyZ byla rostlina vystavena nizké
teploté. To vedlo kzavéru, Ze ABA nema primy vliv na kontrolu dormance. Pri
regulaci dormance pupent je dlileZita spiSe citlivost na ABA neZ samotné zmény jeji
hladiny. Jeji ucinek je pravdépodobné zavisly ina fyziologickém stavu rostliny
(Olsen, 2003; Pallardy, 2008).

GA se podili na uvoliovani zdormance, protoze se jejich koncentrace
v expandujicich pupenech Casto zvySuje. Obecné se jejich obsah mnohonasobné
zvySuje pred nebo soucasné s oteviranim pupene, a naopak klesa s prechodem do
dormance. AvSak urceni konkrétni role GA pri uvoliiovani dormance je
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komplikované, protoze vétSina GA v rostlinach je neaktivni a celkové mnozstvi GA
v pupenech béhem zmén miiZe byt tedy zavadéjici (Pallardy, 2008).
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Obr. 5: Zmény riistovych hormont@ ujabloni béhem ro¢niho riistového cyklu
(upraveno dle Kozlowski a Pallardy, 1997). ABA - kyselina abscisova, IAA - auxin

Existuji vS§ak naznaky, Ze ABA plisobi prostiednictvim indukce inhibitoru cyklin-
dependentni-kinazy (Ick1), aby zabranila buné¢nému déleni a zachovala dormanci.
Antagonisticky vztah mezi GA a ABA v procesech souvisejicich s dormanci Ize
alespon castecné vysvétlit jejich interakci s Ick1, pricemZ GA inhibuje jeji syntézu
a ABA ji stimuluje. Bylo prokdzano, Ze auxin stimuluje bunécny rlist a déleni
interakci s degradaci cyklinii a dalSich klicovych sloucenin kontroly bunécného
déleni. To mlZe byt diileZité pro Gc¢inky auxinu v dormanci pupenti (Olsen, 2003).

Uloha cytokinint p¥i uvolfiovani dormance byla piedpokladana kviili zvy$ujicim se
hladindm béhem riistu pupenii a stimulaci ristu pupenti exogennimi cytokininy.
Avsak jejich role neni uplné jasna, pravdépodobné stimuluji rist pupend po
uvolnéni z dormance, ale pfimo ho neovladaji (Pallardy, 2008).

Auxin je jednim z nejdileZitéjSich fytohormon@ a ma vliv na apikalni dominanci.
Pokud dojde k odstranéni apikalniho vrcholu ¢i prestane byt auxin transportovan
do vrcholu, dojde k aktivaci tzlabnich pupenii. Zjednodusené lze Fici, Ze auxiny jsou
antagonisté cytokininii (Prochéazka etal., 1998).
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Dychani pupent

Rychlost dychani jednotlivych pupenti, vramci jednoho stromu, se lisi podle
velikosti pupenli a podle mnoZstvi jejich metabolicky aktivniho pletiva. Mnoho
pupenil se ani neotevie nebo odumfe. Velikost pupenti v ramci stromu je témér
zanedbatelna, ovSiem béhem vegetatniho obdobi jsou pupeny velmi fyziologicky
aktivni. BEhem dormance je aktivita dychani stabilni a velmi nizka. S nalévanim
pupenil na jate se rychlost dychani mnohonasobné zvétSuje. Bylo také dokazano, Ze
Supiny pupenu, které slouZi k ochrané, brani vstupu kysliku do pupenu a tim
zpomaluji dychani (Pallardy, 2008).

Dynamika sacharidi v pupenech

Vegetativni ikvétni pupeny akumuluji sacharidy béhem poslednich fazi svého
vyvoje. Jednotlivé typy sacharid@i uloZenych v pupenech se u jednotlivych druhi lisi.
Neaktivni pupeny borovice Monterey mély vysoké koncentrace rozpustnych
sacharid{, ale malo $krobu, zatimco hlavni sacharidy dormantnich pupenii hrusné
byly sacharé6za a sorbitol. Pupeny rododendronu akumulovaly glukézu, fruktézu,
Skrob avmensim mnoZstvi imaltézu arafinézu. Hlubokd dormance pupenii
Populus trichocarpa x P. deltoides cv. Raspalje byla spojena s nizkou hladinou
sacharidli, kterd nadéale mirné klesala. Nasledna, kratkd prechodna faze byla
charakterizovana poklesem $krobu a zvySenim rozpustnych cukrii. VétSina variaci
v sacharidech se objevila po preruseni dormance pupeni. Spolu se sacharézou byla
rafin6za hlavnim pritomnym cukrem. Rafin6za béhem postdormance rychle kolisala
a rychle mizela pred otevirenim pupent (Kozlowski a Pallardy, 1997).

1.2. Rostlinny stres

Rostlinny stres lze definovat mnoha zptlisoby, ale vZdy plati, Ze se jedné o neptiznivé
plisobici vnéjsi vlivy, . stresory, které ovliviiuji fyziologii rostliny a zpilisobi posun
zivotniho optima mimo homeostazu. Miru stresu lze mérit pomoci miry preziti
rostliny, jeji produktivity, na zadkladé primarnich asimila¢nich procest a také na
celkovém stavu arlstu rostliny. Stres lze délit na bioticky, ktery je diisledkem
negativniho plisobeni dalSich organismt, se kterymi je dana rostlina v kontaktu
nebo s nimi sdili Zivotni prostor a abioticky, ktery je zplisoben vnéjSimi podminkami
prostredi. Mezi zakladni podminky prostredi, jeZ rostlinu ovliviiuji patii: svétlo,
voda, teplota, obsah adostupnost Zivin v ptdé, zasoleni a tézké kovy, a dalsi
(Buchanan etal., 2000; Hirayama a Shinozaki, 2010; Kochhar a Gujlar, 2020).

Rostliny diky svému prisedlému zpiisobu Zivota nejsou schopny uniknout pied
neustalym ptisobenim vnéjsich podminek. Proto si béhem evoluce vyvinuly mnohé
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adaptactni aaklimatizacni mechanizmy, diky kterym mohou déle prezit
areprodukovat se ivnehostinnych podminkach, ale za cenu vydani velkého
mnoZstvi energie, zpomaleni tvorby biomasy azpomaleni Zivotnich funkci.
Adaptacni mechanizmy jsou dany geneticky, kdeZto aklimatiza¢ni mechanizmy
predstavuji kratkodobé zvyseni odolnosti béhem ptisobeni stresoru (Kochhar
a Gujlar, 2020).

Celkova odpovéd rostliny je podminéna typem, intenzitou a délkou trvani stresu,
fyziologickym stavem rostliny, druhem rostliny a ontogenetickym stadiem. Pokud
dany stresor pronikne aZ k plazmatické membrané, dochazi ke spuSténi tzv.
stresové reakce. Rozpoznani stresu aktivuje prenos signalu, ktery zajistuji signalni
molekuly (ABA, kyselina jasmonova, etylen, vapnik). SpuSténim signalni kaskady
dochazi kovlivnéni metabolismu a zménam v genové expresi (naprl. zvySena
aktivita obrannych gent, zvyseni translace, hromadéni stresovych proteinii). Dale
miiZe dochazet k zvySené syntéze primarnich a sekundarnich metabolitii na ukor
sniZeni produkce novych zdrojli, azvySené spotfeby energie (napf. syntéza
osmoticky aktivnich latek) (Prochazka et al., 1998; Slovakova a Mistrik, 2007).

Mirné stresové piisobeni miiZe mit na rostliny nicméné i pozitivni uc¢inky. Napf.
vrocnich ristovych cyklech opadavych ovocnych direvin teplé teploty na jate
pierusi dormanci pupent a zah4ji novou sezénu riistu a vyvoje rostlin za podminek
zvySujici se fotoperiody a teplych teplot od 1éta do za¢atku podzimu. Listnaté stromy
v reakci na zkracujici se fotoperiodu a klesajici teploty na podzim prechazeji do
dormance a zlistavaji v klidovém stavu v priibéhu zimy a brzy na jaie, béhem nichZ
vystaveni mrazu udrZuje dormanci. Na pupeny ovocnych dievin nejvice pilisobi dva
typy stresi, a to nedostatek vody a pilisobeni nizkych teplot (Dai, 2019).

1.2.1. Reakce rostlin na vodni deficit

Vodni stres miiZe byt zplisoben jak suchem - nedostatkem vody, tak zaplavami -
nadbytkem vody. Voda je v rostliné vyuzivana velmi rychle, ve velkém mnozZstvi,
arostlina si mlZe vytvorit jen omezené zasoby, které vysta¢i na kratkou dobu.
Z toho diivodu je stres zplisobeny nedostatkem vody velmi ¢asty a pomérné rychle
se projevuje (Prochazka etal., 1998).

Nejvice ndchylny na vodni stres je riist bunék. Jakmile dojde ke sniZeni turgorového
tlaku, okamZité se zpomaluje riist a déleni bunék, coZ vede ke zmensovani listové
plochy, tedy i sniZeni velikosti fotosyntetického aparatu. Dale dochazi k uzavieni
listovych priduchi, staceni listli a vadnuti rostliny, ¢im se vyraznéji zmensSuje
uzitna plocha potfebna pro transpiraci azachycovani slune¢niho zareni.
Prohlubujici se vodni deficit miize dal poskodit membrany chloroplasti
a inaktivovat klicové enzymy fotosyntézy. To vSe se projevi mirnym az vyraznym
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snizenim efektivity fotosyntézy. Dale dochazi ke zmenSeni objemu protoplastuy,
zméné lipidové dvojvrstvy a premisténi membranovych proteinti, zménam aktivity
enzyml (Anjum et al,, 2011; Farooq et al,, 2009; Kochhar a Gujlar, 2020; Prochazka
etal, 1998).

Vodni stres indukuje syntézu stresovych hormonti ABA a etylénu a stresovych
proteinii, LEA proteinti a dehydrin. V podminkach vodniho deficitu je ABA
syntetizovana v kofenech atransportovana do listl, kde indukuje uzavirani
priduchi. Jejich uzavienim dojde k sniZeni ztrat vody zamezenim vyparu, tedy
transpirace. Pfi dlouhodobém deficitu dojde kindukci syntézy etylénu, ktery
zplsobi opad listl (Anjum et al, 2011; Farooq et al., 2009; Pallardy, 2008). LEA
proteiny a dehydriny se skladaji prevazné z hydrofilnich aminokyselin a podileji na
ochrané cytoplazmy a membran pred dehydrataci, vychytavaji reaktivni formy
kysliku (ROS), které poskozuji rizné bunécné struktury (napt. DNA, proteiny,
lipidy) (Hong-Bo et al,, 2005).

1.2.2. Reakce rostlin na nizké teploty

Kazdy rostlinny druh ma své teplotni optimum, tedy teplotu, ve které bude nejlépe
prosperovat. Rostliny jsou schopny prezit i mimo své teplotni optimum,
v extrémnich podminkach, ale jen po omezenou dobu. Rostliny se ¢asto plisobeni
extrémniho chladu vyhybaji presunem celého Zivotniho cyklu do vhodnych
podminek - v mirném pasmu presunem Zzivotniho cyklu do léta, kdy je vhodna
teplota a dostatek srazek. Primarnim ucinkem nizké teploty je disfunkce rostlinného
metabolismu projevujici se velmi rychle, ale pokud dojde k obnoveni vhodnych
podminek vcas, rostlina se vraci do pivodniho stavu. Sekundarnimi ucinky nizké
teploty jsou disfunkce, které se vyvinuly nasledkem primarnich zmén a patii mezi
né ztrata vitality a redukce rlistu (Slovakova a Mistrik, 2007).

Jako chlad lze obecné oznacit teploty mezi 0-15 °C. Chlad pro ptivodni rostliny
mirného pasu nepredstavuje vyrazny problém, avSak zaleZi na tom, jak dlouho je mu
rostlina vystavena, ana jakou ¢ast rostlinného organu chlad ptisobi. Nejvice
nachylné k chladu/mrazu jsou kvéty vraném vyvoji a mladé rostliny. Zbytek
rostliny je proti chladu pomérné odolny. V zavislosti na délce plisobeni stresoru,
jsou zmény do urcité doby plisobeni vratné. Poté vSak jiZ dochazi ke smrti rostliny
(Kochhar a Gujral, 2020; Slovakova a Mistrik, 2007).

Jako mraz lze oznacit jakoukoliv teplotu niz$i nez 0 °C, kdy v rostliné vznikaji
krystaly ledu. KdyZ je klesani teploty pomalé (pokles o1 °C az 2 °C za hodinu),
rostliny mirného pasu si dokaZi s ptisobenim mrazu poradit, pokud jsou na mrazové
obdobi pripraveny. Ve vSeobecnosti zamrzani v bunikach délime na dva typy:
vitrifikace a krystalizace. Pri vitrifikaci dochazi k velmi rychlému poklesu teploty (aZ
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10 °C za minutu), béhem kterého krystalizace nestihne probéhnout. S timto jevem
se v prirodé stretavame velmi ojedinéle (Prochazka et al, 1998). Naopak pri
krystalizaci voda v rostliné tvori pravidelné krystaly ledu. V zavislosti na rychlosti
poklesu teploty se krystaly tvori bud” uvniti buriky (intercelularné) nebo mimo
buriku (extracelularné). Pri intercelularnim zamrzani vznikajici krystaly casto
letalné poSkozuji bunky. Extracelularni krystalizace ma za nasledek zatiZeni
bunécné stény a osmotickou nerovnovahu mezi vnéj$im a vnitfnim prostredim, kdy
se molekuly vody transportuji z butiky do mezibuné¢ného prostoru a vysledkem je
dehydratace, kterd miiZe vést az ke smrti buniky (Slovakova a Mistrik, 2007; Wassan
etal, 2021).

Prvni priznaky plisobeni chladu/mrazu se projevuji na urovni cytoplazmatické
membrany. Kvili tuhnuti lipidi prechdazi z polotekuté do tuhé konzistence a tim
dojde k poruSeni celistvosti membrany. To ma za nasledek oslabeni vazby mezi
lipidy a membranovymi proteiny avolnou propustnost pro ionty zado burky.
Velmi citlivé na chlad jsou i chloroplasty, mitochondrie a peroxizomy (Ambroise et
al,, 2020; Kochhar a Gujral, 2020; Prochazka et al., 1998). Dale dochazi k zpomaleni
nebo preruSeni proudéni cytoplazmy, sniZeni aktivity fotosyntézy a respirace.
V mnohych rostlindich mtiZe nastat hromadéni cervenych antokyant, které
pravdépodobné hraji obrannou roli proti oxidacnimu poskozeni, které je zptisobené
svétlem. Dale se méni aktivity enzymi, akumuluji se stresové proteiny,
fytohormony, rtizné sekundarni metabolity a osmoticky aktivni latky (Arias et al,,
2015; Prochazka et al., 1998).

Mrazuvzdornost neboli mrazové otuzovani si rostlina zac¢ne vytvaret jako reakci na
zkracujici se dny a postupné klesajici teplotu. Jeden z moznych chladovych
aklimatizacnich mechanizmii predstavuje zmény v sloZeni a mnoZstvi proteinii
alipidii v membrané, ¢im si zachovava tekutou strukturu po dels$i dobu. Dal§im
znakem je zvySena tvorba osmoticky aktivni latek, které snizuji bod tuhnuti (o 1 -2
°C) audrzuji vodu v podchlazeném stavu bez pritomnosti krystaliza¢nich jader.
Nejcastéji je rostliny vyZivaji k prec¢kani jarnich mrazii, coZ jsou teploty maximalné
okolo - 3 °Caz - 4 °C (Ambroise et al., 2020; Dai, 2019; Slovakova a Mistrik, 2007).
Jednoduché cukry (rafindzy, hexdzy, sorbitol) a volné aminokyseliny (prolin) se
akumuluji v cytoplazmé, kde kompenzuji negativni vliv osmotického tlaku, ktery je
vyvolany pritomnosti ledu v extracelularni matrix. Dehydriny, proteiny teplotniho
Soku (HSP proteiny = Heat Shock Proteins) a polyaminy stabilizuji membrany
a inhibuji denaturaci proteinti a mRNA (Ambroise et al, 2020). Vyznamnou roli
sehravaji i,antifreeze“ proteiny, které zabranuji tvorbé ledovych krystali
v apoplastu buriky (Heidarvand a Amiri, 2010).
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1.2.3. Osmoticky stres a osmotické vyrovnani

Pro fungovani zakladnich metabolickych drah v rostliné je nezbytné zachovat vodni
bilanci, tedy pomér mezi prijmem avydejem vody. V dlisledku nerovhomérnych
osmotickych koncentraci vné a uvnitt buriky dochazi k od¢erpavani vody z bunék do
okolniho prostiedi. Toto od¢erpavani vody Ize oznacit jako osmoticky stres. Faktory,
které nejcastéji vyvolavaji sekundarni osmoticky stres jsou sucho, mraz a zasoleni
(Kochlhar a Gujlar, 2020; Pallardy, 2008). Rostlina se snaZi stres zmirnit tim, Ze
upravuje koncentraci vody a hodnotu osmotického potencialu uvnitf a vné bunék,
¢im zamezuje dehydrataci ¢i tvorbé krystaldi. Tyhle tipravy oznacujeme terminem
osmotické vyrovnani neboli osmoticka adjustace. Téchto uprav rostlina dosahuje
diky akumulaci tzv. osmoticky aktivnich latek nebo akumulaci anorganickych iont.
Diky nim dojde ke sniZeni osmotického potencialu a vyrovnani osmotického tlaku,
coZ ma za nasledek pohyb vody dovnitt bunék a zvySeni turgoru (Dai, 2019; Zivcak
et al, 2016). Prizplisobeni osmotického tlaku rostlindm umoZiuje piekonat kratka
obdobi sucha. Diky prechodnému zvySeni mnoZstvi osmoticky aktivnich latek
v buiice rostlina dokaZe snizit svilj vodni potencidl, coZ umoZni rostliné nasat
zbytkovou vodu z plidy, ke které by jinak neméla pristup (Kochlhar a Gujlar, 2020;
Pallardy, 2008).

1.2.4. Osmoticky aktivni latky

Osmoticky aktivni latky (neboli osmolyty, osmoprotektiva ¢i kompatibilni soluty)
predstavuji organické, elektricky nenabité, vysoce rozpustné molekuly s nizkou
molekularni hmotnosti, které chrani bunécny aparat pred denaturujicimi
podminkami. Vyhodou osmoprotektiv je, Ze jsou netoxické vii¢i ostatnim bunéénym
slozkam i pri vysokych koncentracich, nevstupuji do ostatnich metabolickych drah
probihajicich v burtice a pfi fyziologickém pH maji neutralni naboj, bud’ neiontovy
nebo zwitteriontovy (Bhattacharya a Kundu, 2020; Hayat et al,, 2012; Zivcak et al,,
2016).

Vrostliné umoZiiuji vyrovnat zmény osmotického tlaku, které jsou zpiisobené
akumulaci iontl aumoZnuji cytoplazmé dosdhnout osmotické rovnovahy
s vakuolou nebo extracelularnim prostorem (Kochhar a Gujral, 2020). Udrzuji
integritu a fluiditu cytoplazmatické membrany tim, Ze stabilizuji a chrani proteiny.
Podili se na proteinové hydrataci, zatimco neméni vlastnosti proteinti. Dale se
Ucastni detoxika¢nich mechanizmi@ ROS (Hayat et al.,, 2012; Bhattacharya a Kundu,
2020).

Syntéza osmolitii predstavuje pro rostlinu energeticky naro¢ny proces (Hayat et al.,
2012; Bhattacharya a Kundu, 2020). Jejich akumulace a syntéza je spoletna pro
vétSinu rostlin, ale liSi se tim, ktery kompatibilni solut vyuzivaji. To je
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charakteristické pro dany druh rostliny. Tyto soluty se akumuluji bud’ v cytosolu
nebo v chloroplastech apomoci specifickych transportéri. mohou byt
transportovany pies membranu. Stres mliZe spustit jejich nevratnou syntézu (napf-.
u glycin betainu) nebo zménit rovnovahu mezi jejich syntézou a katabolismem
(napf. uprolinu) nebo spustit uvoliiovani zjejich polymernich forem (napf:
uvoliiovani glukdzy a fruktézy ze Skrobu a fruktanti). Po odeznéni stresu mohou byt
tyto monomery zpét repolymerizovany, nebo dojde kjejich metabolizovani na
primarni produkty nebo energii (Kochhar a Gujral, 2020; Zivcak et al., 2016).

Mezi osmoticky aktivni latky radime cukry, cukerné alkoholy, aminokyseliny
(zejména prolin) nebo aminy (Hayat et al., 2012; Kochhar a Gujral, 2020). Studie
zamérujici se na zlepseni tolerance vii¢i abiotickému stresu se soustiedi hlavné na
sacharidy a aminokyseliny, jakoZto primarni metabolity podilejici se na toleranci
vUci rostlinnému stresu (Szepesi, 2020).

1.2.4.1. Sacharidy

Sacharidy jsou v zivych organismech vSudypritomné latky, nebot se jedna
o produkty fotosyntézy. Jedna se o zakladni organické latky, ze kterych se
syntetizuje vétSina ostatnich organickych sloucenin nachazejicich se v rostlinach.
Sacharidy jsou hlavni slozkou buné¢nych stén a jsou vychozim bodem pro syntézu
tukl a bilkovin. Velké mnoZstvi sacharidli se oxiduje pri dychani, dalsi ¢ast se
hromadi jako rezervni zdroj energie. Sacharidy ve formé celuldzy, jsou soucasti
direva atvori aZ ctvrtinu jejich suché hmotnosti. Rozpustné sacharidy snizuji
osmoticky potencial cytoplazmy uvnitt vakuoly a sacharidy jako pentozany, pektiny,
gumy a slizy zvySuji schopnost pletiv zadrZovat vodu (Bhattacharya a Kundu, 2020;
Pallardy, 2008).

Sacharidy jsou sloZeny ze zakladnich prvkd, a to z uhliku, vodiku a kysliku. Podle
toho, jakou funkci zastavaji, mohou dale obsahuje také dalSi prvky, jako je fosfor
nebo dusik. Chemicky jsou sacharidy polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony.
Sacharidy mtZeme rozdélit do tfi hlavnich skupin na: monosacharidy,
oligosacharidy a polysacharidy (Obr. 6) (Chibbar et al., 2016; McMurry, 2012).
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Monosacharidy Oligosacharidy Polysacharidy

Disacharidy Trisacharidy Tetrasacharidy
Pentdzy Pentosany
CsHio0s (CsHgO4)n
Hemiceluldzy
Slouceniny pektinu
ge:ozc\)/ Hexosany
eriz-e (CeH100s)n
Glukdza g |Celobidza < Celuléza
Maltéza < Skrob
SacharézaCyyH,,011
Fruktéza
2 Gluk ézy itd
2ok ], < Melezitéza C1gH3,01¢
1Glukéza
1 Fruktéza } < Rafindza CgH1,016
1 Galaktéza
1Glukéza
1 Fruktéza ] < Stachi6za CygHa2021
2 Galaktéza I

Obr. 6: Zakladni rozdéleni sacharidii (upraveno dle Pallardy, 2008).

Monosacharidy

vvvvvv

a které neni moZno dal $tépit na mensi cukry. Skladaji z atomt uhliku, ke kterym
jsou pripojeny atomy vodiku, alespon jedné hydroxylové skupiny a bud’ aldehydové
nebo ketonové skupiny. Pocet atomi uhliku v monosacharidech je tii aZ osm, ale
nejbéZnéjsi pocet je pét (pentdzy) nebo Sest (hexdzy). Mnoho jednoduchych cukrt
sevyskytuje v dievinach obvykle ve velmi malych mnoZstvich, pravdépodobné kviili
jejich rychlému zabudovani do polysacharidi. Vyjimkou jsou Sesti uhlikové cukry
glukdza a fruktéza (McMurry, 2012; Pallardy, 2008). Volné pentézové cukry se
v rostlinach vyskytuji jen ve stopovych mnozstvich, avSak jsou dlleZitymi slozkami
bunécnych stén, jako napi. arabindéza a xyléza (jako slozky arabanii a xylant).
Ribéza mimo své pritomnosti v RNA, je soucasti nukleotidovych koenzymii ATP,
NAD+, NADP+, FAD nebo koenzymu A. Deoxyribdza se vyskytuje v nukleotidech,
které tvori DNA (Pallardy, 2008).

Glukéza (Obr. 7) je pritomna ve velkém mnozZstvi v ovoci a také je pravdépodobné
pritomna témér v kazdé Zivé burice. Fruktdza (Obr. 7) je také velmi ¢astym cukrem,
ackoliv jeji koncentrace je o néco niz8i (Chibbar et al., 2016). Fruktdza a glukdza
slouzi rostlinam jako zdroje uhliku a energie. Fosforylace glukdzy a fruktozy,
piipadné jejich derivati, predstavuje vychozi bod mnohych metabolickych drah
v buiikidch nebo pro vzajemnou proménu sacharidii. Dale jsou soucasti reakci na
stresory a vystupuji i jako signalni molekuly. Mohou vychytavat ROS, ¢imz se podili
na obrané proti oxidatnimu poSkozeni (Bogdanovi¢ etal., 2008; Couée et al., 2006).
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glukdza fruktdza

Obr. 7: Vzorec glukdzy a fruktozy (upraveno dle PubChem, 2004).

Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou sloZeny ze dvou aZ deseti monosacharidii vzajemné spojenych
glykosidickou vazbou. Mezi hlavni oligosacharidy radime disacharidy (napf.
sachar6za, maltdza), trisacharidy (napf. rafin6za, melezitéza) a tetrasacharidy
(napft. stachyo6za) (McMurry, 2012; Pallardy, 2008). Vysoka koncentrace v burikach,
Siroka distribuce a velky metabolicky vyznam délaji ze sachardzy (Obr. 8) jeden
fotosyntézy ajako neredukujici sacharid somezenou chemickou reaktivitou
predstavuje zakladni transportni a zasobni molekulu ve vétSiné rostlin. V. mnohych
rostlindch predstavuje vice neZ 95 % suché hmotnosti, ktery je translokovan
floémem. Dale miiZe byt rostlinou vyuZita i jako osmoticky aktivni latka (Lunn,
2016).

Obr. 8: Vzorec sachar6zy (upraveno dle PubChem, 2004).
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Syntéza sacharézy (Obr. 9A) probihd zejména v cytosolu bunék listli, kde se za
pomoci enzymu sachar6za syntetaza spojuji glukézové a fruktézové jednotky o(1,2)
glykosidickou vazbou. Sacharéza miize také vznikat degradaci Skrobu nebo
interakci s NADP-glukézou. V misté spotifeby je sachardéza rozkladana pomoci
sacharazy (Obr. 9B), popf. invertdzy a vznikly uhlik a energie se vyuZiji pro riist
a akumulaci zasob jako je Skrob, olej a fruktany (Chibbar et al,, 2016; Lunn, 2016;
Pallardy, 2008).

Sacharéza
syntetaza

A) UDP-D-glukéza + D-fruktéza =———* sachardza + UDP

Sacharoéza -
fosfat syntetaza

B) UDP-D-glukéza + D-fruktéza 6-fosfat <« sacharéza - fosfat + UDP

Obr. 9: Syntéza a degradace sacharozy (upraveno dle Pallardy, 2008).

Trehaléza (Obr. 10) je neredukujici disacharid, sloZeny ze dvou gluk6zovych zbytki
spojenych nizkoenergetickou a,a-1,1'-0-glykosidickou vazbou. To z ni déla jeden
z nejstabilnéjSich disacharidii vyskytujicich se v prirodé. V rostlinach se trehaléza
syntetizuje z glukéza-6-fosfatu a UDP-glukdzy za ucasti enzymu trehaldza-6-fosfat
syntaza (Bhattachayra aKunde, 2020). Trehaléza predstavuje jeden
rostliny. Stabilizuje integritu proteint, cytoplazmatické membrany, sniZuje teplotu
fazového prechodu, tim, Ze udrzuje lipidy v krystalické kapalné fazi. Také zastava
signalni roli v mnoha interakcich mezi rostlinou a mikroorganismy (Bhattachayra
a Kunde, 2020; Szepesi, 2020).

Obr. 10: Vzorec trehaldzy (upraveno dle PubChem, 2004).
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Rafin6zova rodina oligosacharidii (RFO) predstavuje tfidu rozpustnych
sacharid{, které jsou syntetizovany ze sachardzy pridanim galaktézovych skupin,
které pochazi z galaktinolu. Mezi tyto neredukujici cukry patfi trisacharid rafin6za
(Obr. 11), tetrasacharid stachy6za (Obr. 11), pentasacharid verbaskdza,
hexasacharid ajug6za a dalsi. Akumulace RFO se liSi v riznych ¢astech rostliny.
Obecné bylo zjiSténo, Ze rafin6za a stachyoza jsou pritomny ve vSech rostlinnych
organech, zatim co distribuce verbaskézy a ajugdzy ziistdva omezena na zasobni
pletiva pouze unékterych rostlin. RFO svétSim stupném polymerace byly
detegovany urostliny vystavenych chladovému stresu (Bhattachayra a Kunde,
2020; Sengupta et al,, 2015).

rafinza stachyoza

Obr. 11: Vzorec rafinézy a stachyo6zy (upraveno dle PubChem, 2004).

V rostlinach ptisobi UDP-glukéza jako prekurzorova molekula pro biosyntézu RFO
katalyzovanou rliznymi enzymy, jako je galaktinol syntdza, rafinéza syntaza,
stachydza syntaza atd. Galaktinol syntaza indukuje produkci galaktinolu z myo-
inositol a UDP-galaktézy. Nasledné rafindza syntaza prena$i galaktdzovy zbytek
galaktinolu na sacharézu katalyzujici syntézu rafinézy. Podobné galaktinol
interaguje srafin6zou v pritomnosti stachyéza syntazy za vzniku stachyozy
a interakce galaktinolu se stachy6zou vede k verbasko6ze katalyzované verbaskéza
syntazou. V draze nezavislé na galaktinolu jiz pritomné RFO reaguji navzajem
a syntetizuji vy$si Cleny RFO (Bhattachayra a Kunde 2020; Chibbar et al., 2016;
Sengupta et al,, 2015). S nejvétsi pravdépodobnosti je syntéza RFO typicka pro vyssi
rostliny, kde participuje v mnohych fyziologickych procesech, jako napf. ochrana
embrya pred vysychanim v dobé dozravani nebo kliceni semen. RFO také
predstavuji transportni sacharidy ve floému a funguji ijako zasobni sacharidy.
Vystupuji také jako signalni molekuly po napadeni a poranéni patogenem nebo se
akumuluji ve vegetativnich organech pri reakci na abiotické stresy (Chibbar et al,,
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2016; Sengupta, et al, 2015). RFO stabilizuji cytoplazmatickou membranu
a proteiny béhem piisobni mrazu nebo sucha. Podporuji osmotické vyrovnani a také
umoZnuji sekvestraci sodnych iontli do apoplastu nebo vakuol. Dale inhibuji
krystalizaci sachar6zy (Bhattachayra a Kunde, 2020).

Fruktany

Fruktany jsou ve vodé rozpustné fruktdzové polymery (Szepesi, 2020). SlouZi jako
zasobni sacharidy asi u12-15 % vSech rostlin patricich k hvézdnicotvarym
(Asterales), lipnicotvarym (Poales) ak liliotvarym (Liliales). Jejich distribuce se
v rliznych pletivech rostlin lisi. Lze je nalézt jako dlouhodobé rezervy v cibulich
a hlizach nebo jako docasné zasoby v listech, stoncich a semenech (Bhattacharya
a Kunde, 2020). V rostlinach hraji roli pri toleranci vii¢i plisobeni abiotického stresu.
Prispivaji k regulaci osmotické rovnovahy, udrzuji integritu membran zaclenénim
do membranovych lipidli a jsou odolné vii¢i krystalizaci pti plisobeni nizkych teplot
(Chibbar etal,, 2016; Szepesi, 2020).

Biosyntéza fruktanli probiha ve vakuolach aje citlivdA na koncentraci sacharézy.
Spolupraci specifickych skupin enzymf, tzv. fruktosyl transferadz, se prenaseji
frukt6zové zbytky jedné sachardézy na jinou molekulu sacharézy, ¢im se tvori
fruktany srtznou délkou tetézce (Chibbar et al, 2016; Bhattachayra a Kunde,
2020). Na zakladé glykosidické vazby mezi fruktézovymi jednotkami a pozici
glukézy lIze v rostlindch rozpoznat pét hlavnich strukturnich typii, ato inuliny,
levany, graminany, neo-inuliny a neo-levany (Bhattacharya a Kunde, 2020).

Polysacharidy

Polysacharidy neboli sloZené sacharidy, lze hydrolyticky Stépit na mensi
celul6zu a Skrob. Celuléza je nejrozSifenéjSi organickou slouceninou ama
nezastupitelnou funkci v bunécné sténé rostlin, kde tvori kostru drevin (Chibbar et
al,, 2016; McMurry, 2012; Pallardy, 2008).

Skrob je nejhojné&j$im zasobnim polysacharidem dievin, semen, plodii nebo hliz.
Z chemického hlediska Skrob pozlistava ze dvou glukanovych polymert, amyl6za
(linealni retézec) aamylopektin (dlouhé molekuly srozvétvenymi postrannimi
retézci), které jsou usporadany do trojrozmérné, semikrystalické struktury.
Jednotlivé vrstvy dohromady tvori Skrobova zrna, které se vyskytuji v Zivych
buiikdch zasobnich organt, ve floémi, v chloroplastech bunék témér vSech listd.
MnoZstvi Skrobu se béhem sezony liSi a odrazi potfeby rostliny. Diky a vazbé se
pomérné snadno hydrolyzuje na jednoduché cukry, ¢im poskytuje zdrojové
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molekuly pro metabolické pochody a riist rostliny (Chibbar et al., 2016; Pallardy,
2008), nebo osmoprotektanty podilejici se na zvySené odolnosti vii¢i mrazu, suchu
nebo zasoleni (Seppdnen etal., 2018).

Cukerné alkoholy

Cukerné alkoholy jsou primarnimi produkty fotosyntézy, které se dotasné hromadi
v listech béhem svételné faze fotosyntézy. BEhem tmavé faze se premistuji na misto
spotfeby do jinych rostlinnych organti. Cukerné alkoholy jsou aldézové nebo
ketozové cukry, které jsou redukovany na prislusné hydroxylové (—OH) zbytky. Jsou
bézné znamé jako polyoly, polyalkoholy nebo vicesytné alkoholy. Predstavuji ve
vodé rozpustné molekuly svelmi podobnymi fyzikalnimi, chemickymi
a biologickymi vlastnostmi jako sacharidy (Chibbar, 2020; Pleyerova et al,, 2022).
Cukerné alkoholy lze rozdélit na dvé skupiny, cyklické a acyklické (Zulfiqar et al.,
2020).

Diky malé molekuldrni velikosti a kompatibilni povaze je rostlina miiZe vyuZit jako
kompatibilni soluty pfi osmotickém vyrovnani. Jejich vyhodou je, Ze ani pfi vysoké
koncentraci neovliviiuji strukturu a funkci makromolekul. Proto jsou vyuzivany
k upravé vodniho potencidlu ave vysokych koncentracich se vyuZivaji
i ke stabilizaci struktury proteini. Dale mohou regulovat redoxni systémy
a vystupuji jako molekularni chaperony nebo vychytavaci ROS (Pleyerova et al,
2022; Zulfiqgar et al., 2020).

Sorbitol (Obr. 12) je Siroce distribuovany Sestiuhlikovy cukerny alkohol. Je
syntetizovan jako fotosynteticky asimilat ve zralych listech spolu se sacharézou.
U nékterych zastupcti ¢eledi rtizovitych (Rosaceae) a jitrocelovitych (Plantaginacea)
predstavuje hlavni formu fotosynteticky fixovaného uhliku translokovaného
prostrednictvim floému (Pleyerova et al, 2022). Napr. vlistech jablek je
syntetizovan jako hlavni fotosyntat (Teo et al.,, 2006).

Biosyntéza sorbitolu zac¢ina redukci glukdzy-6-fosfat na sorbitol-6-fosfat za ucasti
enzymu sorbitol-6-fosfat dehydrogenaza (neboli ald6za-6-fosfat reduktaza).
Nasledné sorbitol-6-fosfat fosfataza preménuje sorbitol-6-fosfat na sorbitol (Teo et
al,, 2006). V cilovych pletivech je sorbitol metabolizovan na fruktézu (Pleyerova et
al, 2022). Pomoci biosyntézy sorbitolu jsou béhem regenerace NADPH/H* na
NADP+ pohlcovany elektrony co zmenS$uje jejich tlak na fotosystém a zamezuje se
nadmeérné tvorbé ROS. Obsah, alokace a metabolismus sorbitolu jsou upravovany
a tim dochazi ke zmirnéni stresu. Hladina sorbitolu kolisa i béhem vegeta¢ni sezony,
kdy se v zimé hladina zvySuje 2- aZ 3-nasobné oproti létu. Bylo zjiSténo, Ze vystaveni
suchu riiznych druhii tfesni, jabloni a miSpuli vedlo také ke zvySeni hladiny
sorbitolu. Naopak u broskve se hladina sorbitolu neménila (Pleyerova etal., 2022).
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Obr. 12: Vzorec sorbitolu (upraveno dle PubChem, 2004).

Manitol (Obr. 13) je Siroce distribuovany, ve vodé rozpustny hexitol strukturné
podobny mandze. Jeho pritomnost byla dokazana v mnohych krytosemennych
rostlinach ze 70 Celedi. Vrostlinach jeho syntéza zacina z manodza-6-fosfatu
plisobenim enzymii mandza-6-fosfat reduktdza, coZ vede ktvorbé manitol-1-
fosfatu. Nasledné manitol-1-fosfatfosfataza katalyzuje jeho defosforylaci za vzniku
manitolu. Katabolicky enzym, manitol dehydrogenaza, se podili na preméné
manitolu na mandzu, ktera slouzi jako klicovy determinant zasoby manitolu v burice
a aktivuje obranu rostlin (Bhattacharya a Kunde, 2020; Zulfigar et al., 2020).

Manitol plni fadu funkci véetné osmoregulace, vychytavani ROS béhem stresovych
podminek, ukladani reduk¢ni energie, zasoby uhliku, funkce kompatibilniho
osmolytu ve fotochemickych pochodech afunguje jako hlavni translokovany
sacharid, kdyZz je sachar6za vyCerpana (Bhattacharya a Kunde, 2020).
Experimentalné bylo zji$téno, Ze pfenesenim genu pro syntézu manitolu do rostlin
nasledovala jeho akumulace vedouci napf. k vyssi tolerance viici suchu u arasidi
nebo salinité u brambor (Zulfigar et al,, 2020).

Obr. 13: Vzorec manitolu (upraveno dle PubChem, 2004).

Inositoly predstavuji rodinu esencidlnich cyklohexitolli obsahujici devét clend,
z nichZ nejbéznéjSi formou je myo-inositol (Obr. 14). Jsou Siroce distribuovany
v rostlinné 1isi a jsou funkéné nezbytné pro normalni riist a vyvoj, membranovou
biosyntézu a pienos signalu. Kromé toho, Ze myo-inositol plisobi jako osmolyt, miiZe
fungovat jako signalizatni meziprodukt nebo regulovat metabolické reakce pfri
stresu. Dale reguluje transport rostlinnych hormont jako je auxin, podili se na
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biogenezi membran, biosyntéze kyseliny fytové, imunité rostlin a apoptéze. DiileZité
jsou také jeho derivaty, a to pinitol, galaktinol a ononitol, které jsou mimo jiné také
osmoprotektivni latky. Diky tomu, Ze glykosidicka vazba v myo-inositolu a jeho
derivatech neni hydrolyza¢né Ilabilni, jedna se ovelmi stabilni slouceniny
(Bhattacharya a Kunde, 2020). ZvySeni produkce myo-inositolu zavedenim genu pro
jeho biosyntézu vedlo k vétsi toleranci k abiotickym stresortim, nap¥. vii¢i suchu
u husenicku (Arabidopsis) nebo chladu u tolice vojtéSky (Zulfigar et al., 2020).

0

Obr. 14: Vzorec inositolu (upraveno dle PubChem, 2004).

Glycerol (Obr. 15) je dileZitou sloZzkou vsech glycerolipidli. Nachazi se v plastidech
av cytoplasmé bunék (Bahieldin et al, 2013). Jako komaptibilni solut udrzuje
intracelularni rovnovahu, stabilizuje proteiny a proteinové komplexy a membrany.
Dale brani produkci ROS, ¢im chrani burniky pred oxida¢nim poSkozenim. Vysledné
produkty metabolismu glycerolu dihydroxyacetonfosfat nebo dihydroxyaceton
mohou byt pro rostlinu toxické (Eastmond, 2004).

O
H

Obr. 15: Vzorec glycerolu (upraveno dle PubChem, 2004).
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Uloha sacharidi v stresovych podminkach

Akumulace cukrii a cukernych alkohold, jako ochranna reakce pred plisobenim
osmotického stresu, byla dokazana jiZ mnohokrat. Prevazné se jedna o disacharidy
trehal6zu asacharézu, RFO, fruktany a z cukernych alkohold hlavné o glycerol,
sorbitol nebo manitol. Jejich koncentrace se zvySuje béhem piisobeni stresoru a po
pominuti stresoru hladina rychle klesa. Celkova odezva je doprovazena vzestupem
hladin glukdzy, sachardzy a fruktdzy, zatimco fruktany se hromadi aZ jako opozdéna
reakce (Bhattacharya a Kunde, 2020; Streeter et al., 2001).

Obecné je aktivita cukrli spojovana s aklimatizaci na dehydrataci, nizké teploty
a s mrazuvzdornosti, kdy stabilizuji membrany a proteiny tim, Ze na jejich povrchu
tvori ochranny obal. Bylo zjisténo, Ze odolnéjsi rostliny akumuluji cukry drive a ve
vétSim mnoZstvi, neZ rostliny méné odolné (Seppanen et al, 2018). Napriklad
pritomnost sacharézy a RFO miiZe sniZit teplotu fazového prechodu o vice jak 30 °C,
v pritomnosti fruktani a glukani o vice jak 20 °C. Akumulace jednoduchych
sacharidli ve dievinach mimo jiné zplisobuje uptfednostnéni vitrifikace vody pred
jeji krystalizaci, coZ jim umoZni preckati teploty okolo -40 °C. Nejméné nachylna na
krystalizaci je trehaléza. Naopak, sacharéza pri vy$Sich koncentracich snadno
podléha krystalizaci, ovSem pritomnost RFO tento trend zpomaluji (Ambroise etal,,
2019). Dale bylo napriklad zjisténo, Ze ozimé obiloviny pri teploté -3 °C zvySuji
aktivitu fruktanovych hydrolaz a invertaz v extracelularnim prostoru, ¢imz dochazi
ke Stépeni fruktani na jednodussi cukry. To se projevilo zvySenou koncentraci
sacharozy, glukoézy a fruktdozy v extracelularnim prostoru a sniZenou hladinou
fruktant v intracelularnim prostoru (Takahasshi etal., 2021).

Sacharidy také maji nezastupitelnou roli, béhem pilisobeni ROS. ROS vznikaji
dtisledkem aerobniho metabolismu p¥i jeho normalnim fungovéani. Radime sem
superoxidovy aniont (¢027), hydroxylovy radikal (HOe), singletovy kyslik (102)
a peroxid vodiku (H202). Produkce a eliminace ROS je v organismu v rovnovaze,
avsak plisobenim stresorti dochazi k jejich prudké akumulaci, co vede k peroxidaci
lipidd, oxidaci nukleovych Kkyselin a inaktivaci proteinti, coZ ma za nasledek spusténi
apoptdzy (Dumanovi¢ et al, 2021). Sacharidy maji ve vztahu k ROS dualni roli.
Mohou se podilet na metabolickych drahach vedoucich kvzniku ROS, ale také
mohou podporovat pochody, které vyznamné prispivaji k jejich zhaSeni. Napriklad
sacharodza v nizké koncentraci funguje jako signalni molekula, naopak pri vysoké
koncentraci vystupuje pfimo jako antioxidant. Dostupnost sacharézy a glukdzy
miiZe ovlivnit expresi genli souvisejici s metabolismem askorbatu, antokyanii nebo
dalSich fenolovych latek vystupujicich jako antioxidanty (Bolouri-Moghaddam etal.,
2010; Solfanelli et al,, 2006). Primého zhaseni radikall se ucastni pievazné ve vodé
rozpustné sacharidy jako sacharéza, RFO a fruktany. Predpoklada se, Ze pti zhaseni
dochazi kvzniku cukerného radikalu, ktery je recyklovany na cukr pomoci
antioxida¢nich molekul, jako napriklad askorbat ¢i antokyany. ROS prednostné cili
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na HO—C—H vazby cukrii, a proto zhaseci kapacita cukrii koreluje s po¢tem —OH
skupin. Napriklad sachar6za ma diky osmi —OH skupinam vys$Si potencial nez
glukéza a fruktéza s péti skupinami. Cukerné alkoholy manitol, sorbitol, myo-
inozitol, nebo polyhydroxysacharidy, jako fruktany, jsou také ucinné pri
odstraniovani volnych radikalti (Bolouri-Moghaddam et al., 2010).

Dilezita je ifunkce sacharidii pfi signalizaci stresu, kdy mohou fungovat jako
primarni posel pfi signalizaci stresu a regulovat genovou expresi. U rostlin vice
tolerantnich vii¢i suchu byly zaznamendny zmény v expresy hlavné u genti, které
mély souvislost s metabolismem sacharé6zy a Skrobu (Bhattachayra a Kunde, 2020).

1.2.4.2. Aminokyselina prolin

Prolin je jednou ze zakladnich aminokyselin (Hayat et al,, 2012). U rostlin se prolin
shromaZzd'uje v cytosolu buriky, kde podporuje stabilizaci bilkovinnych struktur,
membran a dalSich kompartmentii buniky (Kochlhar a Gujlar, 2020). MiZe
vystupovat jako vychytave¢ ROS nebo fungovat jako molekularni chaperon, ktery
stabilizuje strukturu proteinu. Dale miiZe akumulace prolinu ovliviiovat cytosolové
pH atak vyrovnat i redoxni stav bunék. Akumulace prolinu miiZe byt i soucasti
stresového signalu ovliviiujictho adaptivitu odpovédi (Verbrugen a Hermans, 2008)
Prolin se také podili na rekonstrukci chlorofylu a také slouZi jako zdroj dusiku
a energie pti obnové rlistu (Dai, 2019). Prolin umoZiiuje rostlindm sniZit jejich vodni
potencial a udrZovat potfebny turgor béhem plisobeni stresorii. Prolin, ktery se
akumuluje jako reakce na stres z dehydratace, je regulovan ABA, jejiZ signalni drahy
zaleZi na podminkdach a na druhu rostliny (Fichman et al,, 2015).

Syntéza prolinu (Obr. 16) probihd dvéma zplisoby: pres glutamat a pres ornitin.
Syntéza pres ornitin je typicka hlavné pro mladé rostliny, naopak syntéza pres
glutamat je hlavnim zdrojem prolinu béhem osmotického stresu. Glutamat se
prevadi na prolin dvéma po sobé jdoucimi redukcemi, které jsou katalyzované
pyrrolin-5-karboxylat syntazou (P5CS) a pyrrolin-5-karboxylat reduktazou (P5CR).
P5CS je bifunkéni enzym katalyzujici nejprve aktivaci glutamatu fosforylaci a poté
redukci labilntho meziproduktu c-glutamylfosfatu na glutamatovy semialdehyd,
ktery je vrovnovaze s pyrrolin-5-karboxylatem (P5C). Pokud je biosyntéza
provadéna pres ornitin, tak ornitin miiZe byt transaminovan na P5C
mitochondrialné lokalizovanym enzymem ornitin aminotransferazou. K rozkladu
prolinu dochdazi v mitochondriich za ucasti prolin hydrogenazy (ProDH) a P5C
dehydrogenazy (P5CDH), které prevedou prolin zpét na glutamat (Hayat etal., 2012;
Verbrugen a Hermans, 2008). Krozkladu prolinu dochazi zejména po odeznéni
stresoru, kdy je potieba snizit jeho vysoké hladiny (Szabados a Savoure, 2010).
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Za fyziologicky normalnich podminek se hladina volného prolinu lisi v jednotlivych
rostlinnych organech a také je zavisla na stari rostliny. Nejvice prolinu se nachazi
v kvétech, pylovych zrnech a v semenech, nejméné je v kofenech. Jeho zvySené
hladiny jsou prirozenou reakci rostliny na nepriznivé podminky a mira akumulace
uzce souvisi s adaptacnimi a toleran¢nimi mechanizmy (Verbrugen a Hermans,
2008).

prekurzor
NADPH ;
ATP a-ketoglutarat
P5CS Ornithin-oxo -acid
_— transferaza
osfa .
g L-glutamat
ADP

Odstranéni
H,0

H*NAD(P)H P5CR
NAD(PY) ProDH

Prolin

Obr. 16: Syntéza a degradace prolinu (upraveno dle Meena etal., 2019). P5CS -
pyrrolin-5-karboxylat syntaza, P5CR - pyrrolin-5-karboxylat reduktaza, ProDH -
prolin hydrogenaza.
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2. Prakticka cast

1.3. Material a metody

1.3.1. Rostlinny material

Pro sledovani hladin osmoticky aktivnich latek v pupenech bylo zvoleno Sest
genotyptli od dvou druhii ovocnych stromf, a to tfesni a merunék. Zvolené genotypy
se liSily v mire citlivosti na chlad a dehydrataci (Tab. 1).

Tab. 1: Piehled potencialné citlivych a odolnych genotypt tiresni a merunék

Merunky TresSné
Odolné Betinka Amid
Harogem Early Korvik
Leskora Regina
Citlivé Candela Jacinta
Harcot Justyna
Sophinka Kordia

Odbéry pupenli se provadély vsadech Vyzkumného a Slechtitelského tstavu
ovocnafského (VSUO) v Holovousech ve tfech stanovenych terminech, které
odpovidaly vyznamnym fenologickym fazim (BBCH51, BBCH53 a BBCH59). Pupeny
merunék byly odebirany v terminech 1.3.2022, 21.3.2022, 30.3.2022 (Betinka,
Candela) a 4.4.2022 (Harcot, Harogem, Leskora a Sophinka). Data odbéru pro tfe$né
byly 1.3.2022, 30.3.2022 a 20.4.2022. Poloha sadii je vyobrazena na (Obr. 17)
Pupeny byly uloZeny do oznacenych zkumavek a béhem prepravy byly drzeny na
ledu. Do doby analyz byly uchovavany pfi teploté -5 °C.
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Obr. 17: Umisténi sadii (prevzato z mapy.cz).

Na obrazku (Obr. 18) miZeme vidét jednotlivé fenofaze u dvou vybranych genotypt,
ato tresné Kordia a meruiiky Sophinka. Fenofaze BBCH51 predstavuje nalévani
pupene, kdy je pupen plné kryt a chranén obaly. BBCH53 neboli fenofaze pocatku
raSeni pupene (Cerveny kalich s lehce viditelnou $pickou korunnich listkii - zelena
$picka), kdy je pupen nality a fyziologicky aktivni. BBCH59 neboli fenofaze balonu,
kdy kvétni obaly praskaji a dochazi ke kveteni. V této fazi je kvét nejvice nachylny
k jarnim mraziim, protoZe uZ neni chranén obaly (Meier et al,, 2009).

tfeSné - Kordia meruiiky - Sophinka

BBCH51 BBCH53 BBCH59

BBCH51 BBCH53

Obr.18: Jednotlivé fenofaze u dvou vybranych genotypi.
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1.3.2. Charakteristika vybranych genotypi
TreSné

TreSei je vzrostly strom z Celedi riiZovitych (Rosaceae), primérné dosahuje vysky
10 m a $itrky 8 — 10 m. Jedna se o diploidni, vétSinou cizosprasnou rostlinu. Pro
tie$né je charakteristicka pravidelna troda. Radime ji mezi nejranéjsi ovoce, kvete
brzy na jare jako druha, po meruiice. Pupeny treSné jsou béhem kveteni citlivé na
mraz, proto pro ni byvaji nebezpectné jarni mrazy. TreSné se nemohou péstovat
v mrazovych kotlindch nebo v oblastech vystavenych mrazivym vétriim ze severu.
Dalsi problém u tfe$ni predstavuje nedostatecné opyleni kvétii a navic hrozi opyleni
od jiné, ve stejnou dobu kvetouci tfesné. To je jednim z dlivodli, pro¢ byly
vySlechtény samosprasné odriidy. TreSné délime podle ¢asu plozeni na rané a
pozdni. Nejvhodnéjsi lokality jsou teplé oblasti sdostatkem slunecniho svitu
v kopcovitém terénu do 350 m n. m. s prlimérnou roc¢ni teplotou nad 8 °C (Dohndlek,
1939; Kutina et al., 1991; Zeleny et al., 2019)

Amid

Habitus stromu je vzptrimeny se stiedné silnym riistem. Dle doby kveteni ji fadime
mezi stfedné rané. Zrani je rané, okolo 5. tieStiového tydne, s vysokou a pravidelnou
plodnosti. Plody jsou velké, srd¢ité, tmaveé cervené s pevnou duZinou, tzv. chrupky.
Chutové jsou aromatické a stredné Stavnaté. Amid je vysoce odolny proti moniliové
hnilobé plodii a proti praskani plodii. Kvéty jsou stiedné odolné proti mrazu (Zeleny
etal, 2019).

Early Korvik

Habitus stromu je vzpifimeny azZ polovzpiimeny se stiedné silnym rtistem. Dle doby
kveteni jej fadime mezi stifredné pozdni. Zrani je rané, okolo 4. treStiového tydne,
s vysokou plodnosti. Plody jsou velké, srdcité, tmavé hnédocervené s pevnou tmavé
¢ervenou duzinou, tzv. chrupky. Chutové jsou sladké a stredné Stavnaté. Early
Korvik je malo nachylny k praskani plodii. Kvéty jsou stiredné odolné k posSkozeni
jarnimi mrazy (Zeleny etal., 2019).

Jacinta

Habitus stromu je polovzprimeny se silnym riistem. Dle doby kvetenti ji fadime mezi
stfedné pozdni. Zrani je rané, okolo 2. - 3. tfeSniového tydne, s velmi vysokou
plodnosti. Plody jsou velké, srdcité, tmavé Cervené se stredné pevnou duzinou, tzv.
polochrupky. Chutové jsou stfedné Stavnaté. Jacinta je stfedné odolna proti
moniliové chorobé plodii a stiredné odolna vii¢i praskani plodti. Plody obsahuji vétsi
pecku (Zeleny etal, 2019).
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Justyna

Habitus stromu je rozloZity a mirné previsly se stiedné silnym riistem. Dle doby
kveteni ji fadime mezi stifedné pozdni. Zrani je rané, okolo 5. - 6. tieStiového tydne.
Plody jsou velké, kulovité hnédocervené s pevnou riizovou duZinou, tzv. chrupky.
Chutové jsou stfedné Stavnaté. Justyna je stiedné odolna proti praskani plodi
a kvéty jsou stiedné odolné proti pozdnim jarnim mraziim (Zeleny et al., 2019).

Kordia

Habitus stromu je polovzpiimeny az rozloZity se silnym, pozdéji se stiedné silnym
ristem. Dle doby kveteni ji fadime mezi stifedné pozdni. Zrani je rané, okolo 5. - 6.
tieSiiového tydne, s vysokou plodnosti. Plody jsou s pevnou riZovou duZinou, tzv.
chrupky. Kordia je velmi odolnd proti praskdni plod. Kvéty jsou nachylné

k pozdnim jarnim mrazlim (Zeleny et al., 2019).
Regina

Habitus stromu je se stfedné silny vzriistem a dobfe tvarovatelnou korunou. Dle
doby kveteni ji fadime mezi pozdni. Zrani je stredné pozdni, okolo 6. - 7. treStiového
tydne, svysokou plodnosti. Plody jsou tmavé Cervené, velké a srdcité, s tuhou,
¢ervenou a Stavnatou duzinou, tzv. chrupky. Regina je vysoce odolna proti praskani
plodl (Ekozahradnictvi, nedatovano; Zahradnictvi Flos, nedatovano; Zahradnictvi

Spomys], nedatovano).

Merunky

Meruiika je strom s dobie stavénou korunou z ¢eledi riizovitych (Rosaceae). Jedna
se o diploidni, vétSinou samosprasni rostlinu. Kvete velmi brzy na jare a casto je
poSkozena zimnimi mrazy nebo pozdnimi jarnimi mrazy. Kvét snese mirny mraz,
plody nikoliv. Vegeta¢ni obdobi za¢ina u merunék velmi brzy. Pokud v zimé nastane
nékolik teplych dni, meruiika miize vykvést a malé plody nasledné zmrznou.
V oblastech, kde se vyskytuji pozdéjSi mraziky, je jeji péstovani velmi omezené.
Meruiika je velmi naro¢na na stanovisté. Idedlni jsou polohy s priimérnou roc¢ni
teplotou nad 8,5 °C a ro¢nim dhrnem sraZzek okolo 550 - 600 mm (Dohnalek, 1939;
Kutina etal, 1991; Zeleny et al., 2019).

Betinka

Habitus stromu je silny a vzprimeny. Plodnost se fadi mezi stiredni aZ vysokou.
Zrani je okolo 24. ¢ervence. Plody jsou stfedni aZ velké, slupka je oranzova, na
oslunéné strané cervena, pevna. DuZina je jemna a snadno se oddéluje od pecky.
Chutové je Stavnata a dobra. Betinka je odola proti Sarce Svestky (FYTOS fruit,
nedatovano).
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Candela

Habitus stromu je typicky polosloupcovitym typem riistu. Plodnost se fadi mezi
vysokou. Zrani je okolo 15. ¢ervence. Plody jsou kulovité, stredné velké s vdhou aZ
54 g. Slupka je oranZova, na oslunéné strané riZzova. DuZina je oranZova, stiedné
pevna. Chutové je velmi sladka a Stavnata. Candela je vysoce odolna proti Sarce
Svestky (Krska etal., 2016; Zahradnictvi Spomy$], nedatovano).

Harcot

Habitus stromu je stfedné bujny. Zrani je okolo 30. Cervence s velkou a pravidelnou
plodnosti. Plody jsou stiredni aZ velké s kulovitym tvarem. Slupka je oranZova, na
oslunéné strané ¢ervena. DuZina ma oranzovou barvu, je tuha a stfedné ulpiva na
pecce. Chutové je aromaticka, stfredné $tavnata a sladka. Harcot je stfedné odolny
proti houbovym chorobam, vysoce odolny proti Sarce $vestky. Harcot je vysoce
odolny proti zimnim a pfedjarnim mraziim (VSUO, nedatovéno).

Harogem

Habitus stromu je stfedné bujny aZ bujny. Zrani je okolo 30. ¢ervence s velkou
a pravidelnou plodnosti. Plody jsou stfedné velké, slupka je oranzova, na oslunéné
strané Cervena. DuZina je tuha adobfe se oddélujici od pecky. Chutové je
aromaticka, stfedné Stavnata a sladka. Harogem je stiredné odolny proti houbovym
chorobdm avysoce odolny proti mrazu ve dfevé, pupenech ikvétech (VSUO,
nedatovano)

Leskora

Habitus stromu je stiedné silny. Zrani je okolo 6. Cervence s velkou a pravidelnou
plodnosti. Plody jsou stfedni s hmotnosti 40 g, nejsou nachylné k otlaceni. Slupka je
oranzova na oslunéné strané oranzovo - ¢ervena. Duzina je oranZova, stiredné tuha
a dobre se oddélujici od pecky. Chutové je aromaticka a Stavnata. Kvétni pupeny
Leskory jsou velmi malo odolné proti mrazu. Je stiredné odolna proti gnomonii
a monilii (VSUO, nedatovano).

Sophinka

Habitus stromu je kompaktni a vzprimeny. Zrani je okolo 27. - 29. Cervence se
stiedni aZ vysokou plodnosti. Plody jsou véts$i s hmotnosti aZ 65 g a nejsou nachylné
k otlaCeni. Slupka ma Zluto oranZové zbarveni. DuZina je pevna. Chutové je velmi
dobra. Sophinka je vysoce odolna proti Sarce Svestky a ma vy$si odolnost proti
mrazu (Zahradnictvi Spomysl, nedatovano).
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1.3.3. Stanoveni cukrii a cukernych alkoholi

0,2 - 0,3 g pupenti se zhomogenizovalo v treci misce s 2 ml 80% etanolu. Homogenat
se prenesl do 2 ml mikrozkumavky a zahrival pri 80 °C v termobloku (Thermo-
Shaker, Grant-bio) po dobu 20 minut. Poté se homogenat centrifugoval 10 minut pfi
4500 rpm (MPW-55 Microcentrifuge, MPW, Polsko), avznikly supernatant se
odebral do Cisté zkumavky. Pelet se resuspendoval s 1 ml 80% ethanolu a zahrival
20 minut pti 80 °C. Po centrifugaci 10 minut pti 4500 rpm se supernatanty spojily.
Pelet se znovu resuspendoval s 1 ml 50% ethanolu, zahfival 20 minut pri 80 °C
a centrifugoval 10 minut pfi 4500 rpm. Supernatant se poté pridal ke smési
predchozich (Carillo a Gibon 2011). Ve spojenych supernatantech se stanovil obsah
jednoduchych cukrii acukernych alkoholi pomoci HPLC-DAD-RID. Separace
probihala na NH2z koloné (250 mm x 4,6 mm, 3,0 pm; Arion) s vyuZitim isokratické
eluce mobilni faze acetonitril:voda 75:25 s priitokem 1 ml/l. Teplota kolony byla
35 °C, nastrik vzorkl 20 pl a vinova délka 191 nm. Parametry RID zdroje: teplota
35 °C, pozitivni polarita. Jako standardy pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek (Priloha
1) se pouZzily komer¢né dostupné sacharidy (Sigma-Aldrich), pricemzZ celkovy obsah
cukri se vyjadril v mg na g cerstvé hmotnosti (FW). Reprezentativni
chromatogramy jsou vyobrazeny v priloze (Priloha 2 a Priloha 3).

1.3.4. Stanoveni prolinu

Pro stanoveni obsahu prolinu se vyuzily vy$e popsané supernatanty. Pro samotnou
reakci bylo smichdno 500 pl supernatantu a 1000 pl reakéniho Cinidla. Reakéni
¢inidlo se skladalo z ninhydrinu, ledové kyseliny octové, etanolu a vody v poméru
1:60:20:20. Smés se zahtivala v termobloku po dobu 20 minut pfi teploté 95 °C. Po
ochlazeni v ledové drti na teplotu zhruba 25 °C, se zkumavky centrifugovaly 5 minut
pii otackach 10 000 rpm. Absorbance vrozkii se mérila spektrofotometricky pfri
vinové délce 520 nm (spektrofotometr Cintra 101, Francie). Jako standard pro
sestrojeni kalibra¢ni krivky (Priloha 4) se pouzil komerc¢né dostupny prolin (Sigma-
Aldrich) a celkovy obsah se vyjadril jako pmol prolinu na g FW (Carillo a Gibon
2011).

1.3.5. Statistické zpracovani dat

U vSech analyz byla pro kaZdou odrlidu a fenofazi vykonana 3 méreni. Statistické
zpracovani dat probéhlo s pomoci programu GraphPad Prism 9 (LLC, San Diego, CA,
USA) vyuZzitim jednorozmérné analyzy variance (Anova) a Tukeyho testu na hladiné
vyznamnosti p < 0,05. Tabulky agrafy byly vytvoreny v programu MS Excel
(Microsoft, USA).
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1.4. Vysledky

1.4.1. Obsah prolinu

Obsah prolinu se mezi prvnimi dvéma terminy sbéru liSil jen minimalné. U merunék
(Obr. 19) byl zaznamenan mirny narlst, vyraznéji jen v pripadé genotypu
‘Sophinka’. U tfesni (Obr. 20) se neprojevil jednoznacny trend, mirny nartist byl
u genotypti "Amid’, "Early Korvik” a Justyna’. Naopak hodnoty u genotypii ‘Jacinta”
a 'Kordia” mirné poklesly. Zasadni rozdil mezi ovocnymi druhy nebyl pozorovan.
Vyrazny pokles prolinu byl ale zaznamenan s prechodem pupent do kvétu, a to
uvsSech testovanych genotypli astromt. V pripadé merunék se projevila vétsi
variabilita mezi genotypy, kdy nejvyraznéjsi pokles byl u genotypii ‘Betinka” (vice
neZ 5S5nasobek), ‘Candela” a "Sophinka” (vice neZ 2,5nasobek). Naopak u odridy
"Harcot” byl pokles jen minimalni. V pripadé treSni byl pokles relativné konstantni
a dosahoval hodnoty okolo 2,5-3,5nasobkii.

merunky
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Obr. 19: Obsah prolinu (umol g FW) v pupenech vybranych genotypli merunék
v jednotlivych fenofazich. Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny
nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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Obr. 20: Obsah prolinu (umol g! FW) v pupenech vybranych genotypli tiesni
v jednotlivych fenofazich. Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny
nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

1.4.2. Obsah cukru a cukernych alkoholti

Celkové byl hodnocen obsah monosacharidi fruktéza a glukéza, disacharidi
sachar6za alakt6za, trisacharidu rafindza, tetrasacharidu stachydza a cukernych
alkoholi glycerol asorbitol. Obsah cukrii a cukernych alkoholli nartista
s prechodem do faze dormance, kde tyto slouZi jako ochrana pred zamrznutim.
Nasledné s prechodem pupenli do faze rlistu miiZze dojit k jejich pozvolnému
poklesu - jako vysledek jejich spotieby v energetickém metabolismu.

V pripadé merunék (Obr. 21) doSlo s prechodem mezi prvnimi dvéma fenofazemi
BBCH51 (nality pupen) a BBCH53 (rasici pupen) k nariistu obsahu glukézy (vic jak
4nasobné u tolerantnich genotypli ‘Betinka’, 'Harogem’ a senzitivniho genotypu
"Sophinka’) a laktézy (3ndsobné u ‘Betinky” a 2,3nasobné u "Harcot"). Nariist mtiZe
a stavebnich jednotek pro riist pupent. U ostatnich cukrii doslo k poklesu. Prudky
pokles byl zaznamenan u glycerolu, nejvyraznéji u genotypti ‘Betinka” a "Leskora” -
aZ 15nasobné, a sorbitolu u genotypii ‘Betinka” a "Candela” - 4ndsobné.

S ptrechodem pupenti do kvétu (BBCH59) se hladiny cukrii opét vyraznéji zménily,
byl zaznamenan pokles u glukézy (vyraznéji ugenotypli ‘Candela’, "Harogem’
a ‘Sophinka’, 3 - 4ndsobné), laktézy (5,5nasobné u Candely’) a sacharézy (vice jak
2nasobné u ‘Leskory’). Naopak u fruktézy nastal nariist (vyraznéji u genotypl
"Harogem’ a ‘Sophinka”). Celkové ve vSech fenofazich byl jeji obsah relativné nizky.
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Obr. 21: Obsah cukrii a cukernych alkoholii (mg g FW) v pupenech vybranych
genotypli merunék vjednotlivych fenofazich. Hodnoty ve sloupcich oznacené
stejnymi pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p <
0,05).
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Obsah rafin6zy astachydézy sprechodem mezi fenofazemi klesal. U rafindzy
vyraznéji u genotypi ‘Betinka’, ‘Candela” a "Harogem’. U stachydzy v piipadé
‘Betinky” a "Sophinky’.

V pripadé treSni (Obr. 22) byl trend mirné odlisny, kdy k nartistu obsahu glukézy
alaktézy doslo jen udvou genotypl, konkrétné ‘Early Korvik”™ a ‘Regina’.
U ostatnich genotypli nastal pokles. Vyrazny pokles hladiny byl zaznamenan
u senzitivnich genotypli ‘Jacinta” a Justyna” ufruktézy (3nasobné, resp.
4,5n4sobné) asorbitolu (vice jak 3ndsobné). Prudky pokles byl zaznamenan u
glycerolu v pripadé tolerantnich genotypli "Early Korvik” (14ndsobné) a "Amid’
(7nasobné). U senzitivnich genotyptl byl pokles nizky.

S prechodem pupenti do kvétu byl pozorovan jesté vyraznéjSi pokles, zejména
u fruktdzy, glukézy, sachardzy a sorbitolu.

[ vpripadé treSni dochazelo sprechodem mezi fenofazemi k poklesu obsahu
rafindzy astachyo6zy, vyraznéji sprechodem do faze kvétu. U rafindzy, témér
4néasobné u genotypl ‘Koradia” a ‘Regina” a u stachyo6zy aZ 10ndsobné u genotypi
"Early Korvik’, ‘Justyna”a "Kordia".

Porovname-li ovocné druhy mezi sebou, mlZeme fici, Ze mnoZstvi fruktozy
u merunék bylo ve fenofazi BBCH51 mnohondasobné niZsi neZ u tiesni. Ve fenofazi
BBCH59 uz byly jejich koncentrace srovnatelné, ale trend byl odliSny. Jak uZ bylo
reCeno u merunék, s prechodem do kvétu koncentrace stoupla, kdeZto u treSni se
sniZila. Koncentrace sorbitolu u tfeSni ve fenofazi BBCH51 byla mnohonéasobné
vys$Si neZ umerunék. Ovsem ve fenofazi BBCH59 jiZ byly koncentrace u obou
ovocnych druh@i srovnatelné. Trend imnoZstvi glycerolu byly velmi podobné
v odpovidajicich fenofazich, tedy v BBCH53 pokles a v BBCH59 mirny nartst,
s vyjimkou tfeSné 'Regina’, u které v BBCH59 glycerol poklesl.

Celkové Ize tvrdit, Ze tolerantnéjsi genotypy merunék mély bud’ hodnoty mérenych
cukrl niZsi, nebo u nich zmény s prechodem mezi fenofazemi nebyly tak markantni.
V pripadé tfeSni tomu bylo presné naopak, kdy vyssi hodnoty cukri byly
zaznamenany u tolerantnéjSich genotypi.
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Obr. 22: Obsah cukrii a cukernych alkoholi (mg g! FW) v pupenech vybranych
genotypl tires$ni v jednotlivych fenofazich. Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi
pismeny nevykazuji dle Tukeyova testu statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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3. Diskuze

Rostliny temperatniho pasu jsou béhem rlistu vystaveny mnoha riiznorodym
podminkam prostiedi. Soucasné predpovédi klimatickych modelli naznacuji, Ze
udalosti, jako jsou jarni mrazy a teplé zimy, by mohly byt ¢astéjsi kviili zménam
souvisejicim s globalnim oteplovanim. TeplejSi zimy v temperatnim pasu zvySuji
riziko nedostatecného chlazeni ovocnych stromi, jelikoZ potfebuji k uvolnéni
z endodormance anaslednému kveteni dostatetné dlouhou dobu pfi nizkych
teplotach. Mrazy, ke kterym dochazi po vyrazné teplém obdobi na zacatku jara,
nékdy nazyvané téz faleSné jaro, jsou zase pri¢inou vazného poSkozeni poupat
u mnoha ovocnych stromii (Gotz et al,, 2014; Kaya et al.,, 2021a).

Studium fyziologickych procesti rostlin v zavislosti na teploté u rtiznych druht
a kultivarii ma velky vyznam pro zlepSeni fenologickych modell a tim i zlepSeni
budoucich predpovédi. DalSim nezbytnym nastrojem pro zlepSeni kveteni je
monitorovani dormance pupenti andasledné spravné provadéni zemédélskych
opatfeni, jako je ochrana pred poSkozenim mrazem (Balderman et al, 2018;
Kaufmann a Blanke, 2017; Michailidis et al,, 2018).

Dormance u rostlin je umoZnéna potla¢enim mnoha fyziologickych procesti jako je
fotosyntéza, metabolismus proteinti a respirace. Na preckani extrémnich podminek
na zacatku (v zimé) ana konci (brzy na jafe) doby odpocinku mnoho listnatych
stromi vyuZiva zmény v jejich metabolismu a riizné regulatory riistu (zejména ABA
a GA) (Balderman et al,, 2018). Za prechod z endo- do ekodormance lze oznacit
zacatek kveteni. Cukry, zejména sacharoza, oligosacharidy, aminokyseliny, fenolové
slouceniny a organické kyseliny patii mezi dlileZité metabolity spojené s oteviranim
pupenil pii nucené deaklimatizaci (Balderman et al., 2018). Bylo také dokéazano, Ze
metabolismus sacharidi je nejvice citlivy na nizké teploty (Farokhzad et al.,, 2018)
a sacharidy hraji hlavni roli pfi kontrole rlistu a vyvoje pupenti béhem dormance
ajejtho uvolnéni (Kaufmann a Blanke, 2017). Srovnavaci proteomicka
a transkriptomicka analyza odhalila, Ze geny a proteiny spojené s energetickym
metabolismem a oxida¢né-reduk¢nimi reakcemi hraly diileZitou roli pii uvoliiovani
dormance pupent japonskych merunék (Michailidis et al., 2018).

Je prokazano, Ze pupeny jsou odolnéjsi viici chladu ve fazi vegeta¢niho klidu, zatimco
jejich citlivost na chlad se zvySuje béhem faze nalévani pupent. Kli¢ovou roli ve
vyrovnani se spoSkozenim od jarnich mrazii by mohlo hrat pochopeni
fyziologickych mechanismi pupeni a kvétii v podminkach nizké teploty a stanoveni
vztahu mezi biochemickymi latkami v pupenech a jejich mrazuvzdornosti (Go6tz et
al,, 2014; Kaya etal,, 2021a; Michailidis et al., 2018).

Na odolnosti dievin vii¢i jarnim mraziim se podili nékolik klicovych faktord, jako je
genotyp, faze riisty, tvorba ledovych krystalli, vlhkost a stav vyZivy. VétSina studii,
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které se zabyvaly mrazovou toleranci pupent, se zaméiovaly na fyziologické reakce
pupenii béhem endodormance, konkrétné zmény v mnoZstvi cukrl, bilkovin
adalsich metabolitli. Sacharidy zabratniuji nukleaci ledu v apoplastu, sniZuji
dehydrataci bunék, stabilizuji membranu a vychytavaji ROS. (Farokhzad, et al,
2018). Tyto studie se shoduji, Ze koncentrace rozpustnych sacharidl v rtiznych
pletivech se zvySuje béhem podzimni/zimni aklimatizace a klesa béhem jarni
deaklimatizace. Napf. prechod pupenti do kvétu u cerného rybizu je spojen
s remodelaci metabolismu, kde je zvySeny obsah organickych kyselin a nékolika
aminokyselin. Mimo jiné kumulace ve vodé rozpustnych sacharidl v rostlinnych
burikach méni teplotu tuhnuti ¢imZ ovliviiuje miru poskozeni a smrti bunék. Také
zvySeny obsah sorbitolu a sachardzy v pesticich pupenti broskvoné byl spojen se
zvySenou mrazuvzdornosti pestiku (Kaya et al, 2021a). KdeZto obsah glukoézy,
fruktdzy, sachardzy, sorbitolu a celkovych cukri v mrazem poskozenych kvétech
jabloni a hrusni byl vy3$i ne% obsah cukrii kvét neposkozenych (Hudina a Stampar,
2006).

V nasi studii jsme se z téchto dlivodii také zamérily na monitoring obsahu cukrii
a cukernych alkoholli béhem prechodu z endodormance do ekodormance a béhem
zacatku kveteni neboli ve fenofazich BBCH51, BBCH53 a BBCH59. Také jsme braly
v potaz, zdali variabilita vjejich obsahu miZe mit souvislost s deklarovanou
potencidlni citlivosti/odolnosti vii¢ci mrazu.

V naSich vzorcich tresni byl nejvyssi obsah fruktézy a glukézy ve fenofazi BBCH51,
coZ lze oznacit za prechod mezi endodormanci a ekodormanci. Ve fenofazi BBCH53,
tedy kdy se naléval pupen, koncentrace klesala témér u vSech genotypti. Obdobné
vysledky zaznamenali i Balderman et al. (2018) a Michailidis et al. (2018) ve
vzorcich pupent tiesni, kdy ve fazi endodormance byly nalezeny pouze redukujici
cukry glukoéza a fruktéza. S prechodem do ekodormance se jejich obsah zvySoval.
Béhem dalSich fazi smérujicich k prasknuti pupene a s naslednym rozvojem kvétu
nastal pokles. V téchto fazich byla také identifikovana i maltéza. Pokles obsahu
glukézy je moZné vysvétlit aktivaci pentozofosfatového cyklu s prechodem
z dormance. Ten je jednou z cest degradace glukdzy, ¢imZ se tvori dostatek donorii
elektronti a meziprodukti vcetné NADPH. Mezi hlavni enzymy oxidativni
a neoxidativni drahy pentozofosfatového cyklu patii glukoza-6-
fosfatdehydrogenaza a 6-fosfoglukonatdehydrogenaza. Jejich upregulace byla
pozorovana u révy vinné s uvoliiovanim z endodormance (Yuxi etal., 2018).

Naopak, Gotz et al. (2014) poukazali, Ze béhem nalévani pupene (BBCH51) tfeSné
obsahovaly glukézu, fruktézu a sacharézu. V nalitych pupenech (BBCH53) bylo
jejich mnoZstvi o0 50 % vyS$Si a obsah glukézy a fruktézy déle rostl. Toto u naSich
vzork plati jen pro genotypy ‘Early Korvik” a ‘Regina’, kde byl obsah glukézy vyssi
u BBCH53 nez u BBCH51. Déle s rozvojem pupene bylo pozorovano zvySeni obsahu
redukujicich cukrt (Gotz et al., 2014), coZ je v rozporu s nasSimi vysledky, které
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naopak vyjadiuji pokles. Nahly nartist a akumulaci redukujicich cukri, Ize vysvétlit
rozkladem oligo- a polysacharidi béhem zacatku ontogenetického vyvoje. Se
zah3ajenim fotosyntézy dochazi opét k oZiveni jejich syntézy (Balderman et al,
2018).

V pripadé sacharézy nastal v praci Michailidis et al. (2018) pokles s prechodem od
ekodormance do plného rozviti pupene. U naSich vzorkli byl pokles pozorovan
u genotypti "Amid’, ‘Justyna, 'Kordia“a ‘Regina’ mezi fenofazemi BBCH51 a BBCH53.
S prechodem do fenofaze BBCH59 uZ byl pokles pozorovan u vSech genotypt.

Obsah laktézy v naSich vysledcich klesal s prechodem do BBCH53 s vyjimkou
genotypl "Early Korvik” a ‘Regina’, kde byl pozorovan narist. Ve fenofazi BBCH59
byly hodnoty budto srovnatelné anebo niZ$i nez v BBCH53. Obdobny pokles
zaznamenali i Michailidis et al. (2018).

Lasheen a Chaplin (1977) analyzovali cukry v pupenech dvou kultivarti broskvoné.
Po celou dobu prosince a ledna doSlo k prechodnému poklesu koncentrace glukézy,
pravdépodobné v diisledku premény glukdzy na sacharézu. Poté nasledoval stély
narlst po celé jaro. Naproti tomu u v§ech nasich vzork merunék byl prokazan vyssi
obsah glukézy pouze v druhé fenofdzi (BBCH53). Nejvyssi narlist byl pozorovan
u genotypli "Harogem’, 'Betinka” a 'Sofinka’. Béhem fenofaze BBCH59 byla
koncentrace glukdézy nizka. KdeZto utfeSni byl mirny nariist pozorovan jen
u genotyptl ‘Early Korvik” a ‘Regina” a to s prechodem z BBCH51 na BBCH53. Co se
fruktozy tyce, v praci Lasheen a Chaplin (1977) v poloviné tnora a zaatkem bfezna
hladina fruktézy prudce vzrostla a dosahla vrcholu v poloviné brezna, poté se
béhem zbytku biezna jeji koncentrace prudce sniZila. To miiZe naznacovat diivéjsi
vyuziti fruktozy spiSe neZ glukdzy a sacharédzy v kvétu. U naSich vzorki je patrny
pokles fruktézy u tresni, pricemZ béhem BBCH59 uZ jeji hodnoty byly témér nulové,
coZ poukazuje na jeji vyuZziti v rostliné. U merunék ve fenofazi BBCH59 k poklesu
fruktozy nedoSlo, av3ak jeji koncentrace ve vSech trech fenofazich byly velmi nizké.

(Kaya et al, 2021a) pozorovali zmény v koncentraci organickych latek dvou
kultivarti merunék, jednoho tolerantniho vii¢i mrazu a druhého citlivého na mraz v
kvétnim ltZku a pestiku. Bylo zjisténo, Ze bod smrti u bunék pestiku byl p¥i niZsich
teplotach neZ u kvétniho ltizka u obou kultivarti v dobé kvétu. Byly zjiStény rozdily
v obsahu organickych Kkyselin a rozpustnych cukri u jednotlivych kultivart
i upestiku akvétniho lGZzka. Obsah organickych kyselin byl vyssi v kultivaru
merunék odolnéjsich vii¢i mrazu neZ u kultivaru merunék citlivych k mrazu. KdeZto
obsah organickych kyselin byl niz§i v organu odolném vii¢i mrazu, tedy v pestiku,
neZ v organu citlivém na mraz (kvétni lizko). Z toho vyplyv4a, Ze odolnéjsi kultivar,
nikoli organ, mél vice danych latek, a tedy i vy$Si odolnost proti mrazu. V naSem
piripadé se tento trend potvrdil pouze u tre$ni nikoli u merunék, kdy odolnéjsi
genotypy tfesni obsahovaly vice cukrii (Kaya et al., 2021a).
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V ptipadé cukernych alkoholi bylo srovnani spublikovanymi studiemi
nejednoznacné. Vysledky pro sorbitol odpovidaly akumulatnimu trendu jako
v praci Michailidis et al. (2018), kde jeho hladina klesala s prechodem mezi
fenofazemi. Naopak, pro glycerol byl zaznamenam opacny trend, a to nariist ve
srovnani s poklesem v naS$i praci.

Vosnjak etal. (2021) porovnavali mnozstvi sorbitolu, fruktézy, glukdzy a sacharézy
v tieSnich. Poradi naméreného mnoZstvi cukrii odpovidalo nasemu, kdy nejvice bylo
sorbitolu, fruktézy, glukézy a nejméné sachardzy. Podivame-li se na zastoupeni
jednotlivych cukrii v pupenech, miiZeme tvrdit, Ze nejvice se v pupenech vyskytoval
sorbitol a nejméné sacharoéza.

Bylo zjiSténo, Ze obsah cukrii patiicich do rafin6zové oligosacharidové rodiny, tedy
rafinéza astachydza, v priibéhu zimnich aklimatiza¢nich procesii nartistd a opét
pozvolna kles3, kdy v priibéhu aktivniho riistu je jejich obsah relativné nizky. Tento
trend se potvrdil ive vzorcich pupenti merunék a tiedni, kdy byl zjistén pokles
obsahu rafinézy spozvolnym piechodem zdormance do aktivniho ristu.
Nejvyraznéjsi pokles byl pozorovan u merutikovych odriid ‘Candela” a "Harogem’
a u treSiiové odrlidy ‘Justyna’. V pripadé stachyoézy byl tento pokles u tiesni jesté
vyraznéjsi, ato ugenotypl ‘Early Korvik’, ‘Justyna” a ‘Kordia". Tento pokles
odpovida vysledkiim v praci Lasheen a Chaplin (1977), kdy byl obsah stachyé6zy
v pupenech na zac¢atku dormance nizky a poté se obsah stabilné zvySoval az do
poloviny biezna, poté nasledoval trvaly pokles.

Vliv na celkovou koncentraci cukri miize mit i celkovy obsah skrobu. Pfi vystaveni
nizkym teplotdm dochazi k jeho hydrolyze a zna¢nému zvySeni volnych sacharidd,
zejména glukoézy, fruktdzy a sacharézy (Farokhzad et al, 2018). Bylo zjiSténo, Ze
mobilizace predem uloZenych zasob Skrobu v pestiku méla pozitivni vliv na
odolnost vli¢i mrazu, a koncentrace sacharidi byla vyrazné niz$i u poranénych
kvétnich pupenti broskvoné a hroznii neZ u téch zdravych (Viti etal,, 2008).

Kaufmann a Blanke (2017) rozlisili odriidy tfeSni na dvé skupiny, a to klimakterické
(obsahujici vice Skrobu) a neklimakterické (obsahujici méné Skrobu), kde byly
mimo dalSich pouzity igenotypy ‘Kordia” (skupina 1) spoclatecnim niz$im
a konstantnim obsahem Skrobu a sorbitolem a ‘Regina” (skupina 2) s pocate¢nim
vétSim obsahem Skrobu asorbitolu. Po dokonceni obdobi ochlazovani
v endodormanci vstupuje pupen do ekodormance, ve které faktory prostiredi mohou
iniciovat kveteni. V této fazi zlstal obsah glukdzy, fruktézy, sorbitolu a Skrobu
konstantni. V ptipadé naSich vzorki byl obsah fruktézy, glukézy a sorbitolu ve
fenofazi BBCH51 asi polovi¢ni oproti Kaufmann a Blanke (2017).

Jednotlivé kultivary a genotypy se od sebe mohou liSit nejen v odolnosti vici
chladu/mrazu, ale i v tom, kterou latku syntetizuji a také v tom, kdy danou latku
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akumuluji. Tyto skuteCnosti se také mohou liSit v zavislosti na teploté a dané
fenofazi u jednotlivych kultivart (Salazar-Gutierrez etal.,2014; Pedryc, etal., 2004).

Vysledky prace Farokhzad et al. (2018) ukazuji, Ze pozdni oreSakovy genotyp mél
srovnani srlstovymi genotypy rané astfedni sezény. Bolat et al. (1995)
porovnavanim obsahu sacharid@ v kvétnich pupenech kultivarti merunék (“Salak”
a ‘Tebereze’) zjistili, Ze mrazuvzdornost pozitivné koreluje s obsahem sacharoézy,
anegativné koreluje s obsahem Skrobu. Celkova cukernatost v rostlinach Vitis
amurensis (extrémné odolna vici mrznuti) ajejich kiiZencl byla vyssi neZ u V.
vinifera (odolna). Extrémné odolné kultivary obsahovaly obecné vétsi mnoZstvi
glukdzy, fruktézy arafindzy, nez ty pouze odolné (Pedryc et al, 2004). Vyssi
koncentrace glukdzy, fruktézy asachardozy byly pozorované u tolerantniho
genotypu meruiiky ("Igdir Salak’) ve srovnani s citlivym ("Mihralibey”). Kromé toho,
u tolerantniho genotypu byly pozorovany i vy$si koncentrace organickych kyselin
a aminokyselin (zejména prolin, glutamin a arginin) (Kaya et al,, 2021a; Kaya etal,,
2021b).

Nami mérené Kkoncentrace cukrii byly vyssi u tolerantnéjsSich genotypli pouze
u tfeSni ("Amid’, "Early Korvik'a ‘Regina’). U merunék mély citlivéjSi genotypy
(‘Candela’, "Harcot” a "Sophinka”) vys$si obsah cukrii neZ ty tolerantnéjsi.

Dal$i vyznamnou slou¢eninou zapojenou do aklimatiza¢nich procesti je prolin. MiiZe
plisobit jako prostirednik osmotické upravy, stabilizator proteinti a membran. Bylo
zjisténo, Ze odolnost pupenii vii¢i chladu a mrazuvzdornost v dormantnim stavu
piimo zavisi na mnoZstvi prolinu. U ofe$dki byl nejvyssi obsah prolinu pozorovan
v genotypech s pozdnim rlistem, tedy u genotypti vice odolnych vii¢i chladu. Naopak
obsahovaly nejvice prolinu, ktery béhem dalSiho vyvoje postupné klesal. BEhem
nizkych teplot odolnost proti chladu a obsah prolinu byly paralelni - kdyz zacala
teplota stoupat, prolin zacal klesat (Farokhzad, et al., 2018). U naSich genotypii
nebyl mezi prvnimi dvéma fenofazemi vyrazny rozdil. S pfechodem do fenofaze
BBCH59 uZ byla koncentrace prolinu uvsech genotypl niZsi, coZ je v souladu
s Farokhzad et al. (2018). Obdobné i v praci Michailidis et al. (2018) hladina prolinu
klesala nebo byla konstantni.

Vys$si koncentrace prolinu byly zaznamenany i u tolerantnich genotypti meruriky ve
srovnani s citlivymi. V na$i praci jsme vyrazny rozdil mezi genotypy nezaznamenaly.

Vzhledem k tomu, Ze vzorky pupenti a kvétli byly odebirany pfimo zvysadby
v sadech, je nutné bratv potaz i moZzny vliv pocasi na akumula¢ni trend studovanych
latek. Obecné lze duben 2022 oznacit za velmi chladny, vétrny a suchy. Mrazivé
pocasi se v tomto mésici vyskytlo ve tirech vinach. Ackoliv teploty neklesaly prilis
hluboko pod bod mrazu, jejich dlouhotrvajici a opakované plisobeni ve spojeni
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s nedostatkem vody zptisobilo na fadé ovocnych stromi poskozeni kvétnich organt
avyvijejicich se plodl. Chladové obdobi v dubnu akvétnu negativné ovlivnilo
zejména kvétni pupeny teplomilnych peckovin a tfeSni (Némcova a Buchtova,
2022). V oblastech vysadby VSUO byly zaznamenény hlubsi mrazy (-4 °C) v obdobf{
kveteni merunék (kolem 4. dubna) a slab$i mrazy (-1,1 °C) v obdobi kveteni tireSni
(kolem 20. dubna) (P¥iloha 5; CHMU, 2022). Celkové byly nejvice poskozeny kvéty
u genotypti ‘Harcot” a ‘Harogem’ (VSUO, 2022), agkoli v nich byly zaznamenany
nejvyssi hodnoty prolinu a sacharidii ze vSech merunikovych genotypl a navic
genotyp 'Harogem’ je povazovan za mrazové odolnéjSi diky svému kanadskému
ptivodu. U tiesni byly nejvice poskozeny kvéty genotypti "Kordia” a "Early Korvik’,

R4

ackoli "Early Korvik” je také povaZovan za relativné mrazuvzdorny.

Jednim z prostredk, diky kterym lze urychlit vybér mrazuvzdornych sazenic jsou
ekologicky nezavislé studie v mrazicich komorach (Pedryc et al, 2004). Pfi
porovnani mrazuvzdornosti generativnich pupenli podle podilu obsahu
krystalizované vody k celkovému obsahu vody, at uZ v priibéhu chlazeni ¢i ohievu,
1ze odriidy s nizZ§im obsahem krystalizované vody povaZovat za odolnéjsi. Pro nami
zvolené genotypy byla dle prace Bilavtik et al, (2022) amrazovych
kalorimetrickych testli navrZena mira tolerance, a to nasledovné: pro merunky
"Harogem” > ‘Leskora” > "Sophinka” > "Harcot” > "Candela” > 'Betinka’; a tfe$né
"Regina’ > ‘Justyna’ > ‘Jacinta” > "Amid’ > ‘Kordia“ > ‘Early Korvik” (VSUO, 2022).

Dle dostupnych informaci maji tolerantni odriidy obecné vyssi obsah sacharidt
a prolinu. VnaSem pripadé se toto potvrdilo jen pro tolerantni genotypy tiesni,
"Amid’, "Early Korvik” a ‘Regina’, které vSak pri vySe zminénych mrazovych testech
zaostavaji (krom ‘Kordia”). Naopak u merunék byly u tolerantnich odrtd nizsi
hodnoty cukrii a prolinu, av§ak v mrazovych testech jsou na poprednich mistech
('Harogem” a "Leskora’).

Pro jednoznacné urceni citlivosti/tolerantnosti pro vybrané genotypy jsou nutna
dalSi pozorovani, které zahrnou vice vegeta¢nich sezén a dalsi chemické analyzy
latek, které se podileji na aklimatiza¢nich procesech, jako naptiklad obsah Skrobu,
aminokyselin nebo organickych kyselin.
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Zaver

Cilem bakalarské prace bylo sledovat dynamiku osmoticky aktivnich latek
v pupenech vybranych tolerantnich a senzitivnich genotypti dvou ovocnych stromfi
vrliznych fenofazich vyvoje pupene s cilem zhodnotit, jak spolu souvisi obsah
stanovenych latek a citlivost daného genotypu.

Z pohledu obsahu osmoticky aktivnich latek lze fici, Ze se v pupenech ve vysoké
koncentraci nachazi prolin, jehoZ koncentrace nékolikanasobné prevySovaly
koncentrace cukrti a cukernych alkohol. Obecné byly hodnoty prolinu u obou
ovocnych stromu relativné obdobné, avSak pokles s prechodem do kveteni byl
markantnéjsi u tredni.

V ptipadé cukrii u merunék doslo s prechodem mezi fenofazemi BBCH51 a BBCH53
k nariistu obsahu glukézy alaktézy a k vyraznému poklesu glycerolu i sorbitolu.
S prechodem do faze kveteni (BBCH59) se hladiny cukrii opét vyraznéji zménily. Byl
zaznamenan pokles u glukdzy, laktézy a sachar6zy. Naopak u fruktdzy nastal nartist.

V pripadé treSni byl trend mirné odlisny, kdy k nartistu obsahu glukézy a laktézy
doslo jen u dvou genotypii, konkrétné ‘Early Korvik” a 'Regina’. U ostatnich
genotypli nastal pokles. Vyrazny pokles hladiny byl zaznamenan u fruktézy,
glycerolu a sorbitolu. S prechodem pupenii do kvétu byl pozorovan jesté vyraznéjsi
pokles.

Ve vztahu k citlivosti nebo odolnosti jednotlivych genotypt byl trend u obou druhfi
odlisny. Genotypy merunék povazované za tolerantnéjSi vykazovaly bud’ hodnoty
meérenych cukrl nizsi, poptripadé zmény s prechodem mezi fenofazemi nebyly tak
markantni. U tfeSni tomu bylo presné naopak, kdy vyssi hodnoty cukrii byly
zaznamenany u tolerantnéjSich genotypi.

Z vysledi vyplyva, Ze kazdy druh akumuluje osmoticky aktivni latky v jiné mite. Ke
spravnému vyhodnoceni odolnosti dané rostliny je jeSté potieba vice studii, které
by porovnaly vice druhii igenotypl. Poté, na zakladé jejich citlivosti k mrazu
a suchu, se mohou vybrat ty nejodolnéjsi, které budou spliiovat podminky péstitele
na daném misté.
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Prilohy

1.

Kalibra¢ni krivky pro cukry a cukerné alkoholy

Reprezentativni chromatogram analyzy cukru tre$niového genotypu ‘Early

Korvik’
Reprezentativni chromatogram analyzy cukru merurikového genotypu "Candela”
Kalibra¢ni kiivka pro prolin

Vyvoj teploty vzduchu a rozloZeni sraZek v obdobi 1.3. - 30.4.2022
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Kalibra¢ni kfivKky pro cukry a cukerné alkoholy
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Ptiloha 2

Reprezentativni chromatogram analyzy cukru tieSnového genotypu ‘Early

Korvik’
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Ptiloha 3

Reprezentativni chromatogram analyzy cukru merurikového genotypu

‘Candela’
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Ptiloha 4

Kalibra¢ni kfivka pro prolin
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