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Co je stres u rostlin?

. Definice stresu: Abiotické stresory jako sucho a mraz negativné ovlivnuji
fyziologickeé procesy rostlin.

. Hlavni nasledky: Snizeni fotosyntézy, zpomaleni rlstu, poskozeni pletiv.

. Dulezitost ovocnych plodin: Jadroviny a peckoviny jsou zdsadni pro
zemeédélstvi v Evropé a potrebuji odolné odrudy.
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ProcC je stres vyznamny?

Klimatické zmény: Delsi sucha obdobi, ¢asté jarni mrazy.
- Sucho: Delsi bezesrazkova obdobi ovlivhujici vynosy.

- Pozdni jarni mrazy: Poskozeni generativnich organd.
DalSi zmeény: Rychlejsi nastup vegetacnich fazi, zvySena extremita srazek.
Ekonomické dopady: Ztraty vynost zplUsobené abiotickymi stresory.

Slechténi: Cilem je vytvoFeni odrdd pfizptdsobenych ménicim se
podminkam.

obdobi pro

meteorelogicka teplota

data srazky primérna teplota max
201924/6-15/7 17.36 20,5 36,9
202025/6-17/7 141.67 17,7 31,8

20213/7-13/7 93.93 19,5 29,6



" Vyznam adaptace ovocnych
plodin

Ovocné plodiny: Klicové pro ekonomiku i zdravi obyvatel.
Predikce: Narust ¢etnosti extrémnich klimatickych udalosti.

Prilezitosti: Zavadéni odrid odolnych vuci suchu a mrazu.



" Vliv vodniho deficitu na
rostliny

Fotosyntéza: Snizena rychlost a nevyrovnana bilance energie.
Vodni bilance: Snizeni stomatalni vodivosti a transpirace.

Poskozeni: Oxidacni stres zplsobeny ROS.



-~ Biochemicka a anatomicka
adaptace

Osmolytika: Akumulace prolinu, cukrd a polyalkohold.

Anatomické zmeény: Zvyseni hustoty cévnich svazkl, zména
velikosti lista.

Role antioxidacnich systému: Detoxikace ROS enzymy, jako je
superoxiddismutaza.



" Mechanismy adaptace na
nizké teploty

Chladova aklimatizace: Hromadéni sacharidu a tukd na
podzim.

Bunécné zmeény: Zahusténi obsahu bunék, syntéza proteint
pro stabilizaci membran.

Kutikula: Zesileni ochranné vrstvy listu.



- Poskozeni zptisobené
mrazem

Strukturalni zmény: Zmenseni bunék a jejich dehydratace.

Biochemické procesy: Snizena enzymaticka aktivita a
oxidativni poskozeni.

Adaptace: Kratkodobé zvyseni tolerance prostrednictvim
syntézy alkoholovych cukrdu.




ROS jako ukazatel stresu

Role ROS: Produkty oxidace béhem stresu.

Antioxidacni systémy: Ochrana pomoci enzymU
(superoxiddismutaza, katalaza) a neenzymovych antioxidantu
(glutathion, flavonoidy).

Meéreni stresu: Spektrofotometrie ROS jako nastroj pro
detekci intenzity stresu.



Osmolytika a jejich vyznam

Prolin: Zvysena akumulace jako reakce na vodni deficit.
Dalsi osmolytika: Glukoza, sacharoza, cukerné alkoholy.

Marker odolnosti: Zmény v koncentraci osmolytik jako
indikator tolerance.



Cil a vyznam hodnoceni
odolnosti ovocnych plodin

- |ldentifikace genotypU tolerantnich vudi stresum sucha a
mrazu.

- Vyuziti poznatku pro cilené slechténi odolnych odrid.

. Zajisténi stabilni produkce v podminkach kllmatlckych




Pouzité metody hodnoceni
fyziologie a biochemie

- Kontrola vs. stresova varianta (50 % zavlahy, mrazové
testy).

- Dlouhodobé sledovani regenerace po stresu.

).CZ VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.



~ Analyzované chemickeé latky
a parameftry

* Reaktivni formy kysliku (ROS): Fotosyntetické parametry:
e Peroxid vodiku (H.0,). e Obsah chlorofylu (a, b) a

* Superoxidovy radikal (O;7). karotenoidu.
* Rychlost fotosyntézy.

e Osmoticky aktivni latky:
* Aminokyseliny: Prolin.

* Jednoduché cukry: Glukdza, Hormonalni regulace:
fruktdza, sacharodza. » Kyselina abscisova (ABA), mérena

* Cukerné alkoholy: Sorbitol, glycerol. pomoci HPLC-MS.
Membranové markery poskozeni:

* Transpirace a stomatalni vodivost.

* Antioxidacni a sekundarni metabolity:
* Polyfenoly. * Malondialdehyd (MDA), jako

+ Flavonoidy. ukazatel lipidové peroxidace.

Voda a obsah susiny:
* Vodni potencial rostliny.

e Celkova antioxidacni aktivita

* Obsah vody a susiny ve vzorcich.



(ROS) a osmoticky aktivni
latky u jabloni

o Reaktivni formy kysliku (ROS):

Nejvyssi hodnoty peroxidu vodiku (H,0,): HL827 (82,3 umol H,0,/g ¢.
hm.).

Nejnizsi hodnoty H,0,: HL1282 (34,9 umol H,0,/g €. hm.).
- Superoxidovy radikal (0O,~) vykazoval podobny trend.
ROS jsou spolehlivymi indikatory oxidacniho stresu.
o Osmoticky aktivni latky:

Prolin: Nejvyssi akumulace u HL1282 (2,6 mg/g ¢. hm.) a HL2010 (2,4
mg/g).

- Cukry: Vyrazné vyssi koncentrace glukozy, fruktézy a sacharézy u HL1282
(az 40 mg/g €. hm.).



peroxid vodiku - jabloné

superoxid - jabloné

HL155-05+
HL11854
HL1579+

HL1343
HL1311+

B11+
HL1194+

prolin - jablong

- 410




~ Antioxidaéni aktivita a
poskozeni membran (MDA)

o Antioxidacni aktivita:
Nejvyssi hodnoty u HL1282 (131,8 uM Troloxu/100 g).
- Antioxidanty neutralizuji ROS a chrani bunécné struktury.
- Vyznam polyfenoll jako prirozenych antioxidantu.
- Poskozeni membran (MDA):
HL1282 vykazoval nejnizsi hodnoty MDA (1,8 umol/g ¢. hm.).

Nizsi lipidova peroxidace naznacuje mensi oxidacni poskozeni
membran.

- Fotosyntéza a chlorofyl:

HL1282 si udrzel vyssi obsah chlorofylu (21,7 mg/g ¢. hm.), coz
umoznilo zachovat fotosyntetickou aktivitu béhem stresu.

HL827 vykazal pokles fotosyntézy o 45 %, zatimco HL1282 pouze o
15 %.



- Genotypové rozdily u jabloni
v reakci na zavlahove rezimy

- Variabilita v reakci na snizenou zavlahu: HL53 a HL1282
nejodolnéjsi.
- Genotyp HL827 byl citlivéjsi na suché podminky, vykazoval

vyssi hodnoty ROS i nizsi fotosyntetickou aktivitu.

- Po rehydrataci se hodnoty ROS u odolnéjsSich genotypu
vratily na uroven kontrolni skupiny.



(ROS) a osmoticky aktivni
latky u tresni
- Reaktivni formy kysliku (ROS):

- Nejvyssi hladiny peroxidu vodiku (H,0;) byly zaznamenany u genotyp(
16736 (123,9 umol H,0,/g) a 16755 béhem sucha.

- Po rehydrataci doslo k poklesu ROS u vétsSiny genotypu, avsak 16736 a
16862 si udrzely zvysené hodnoty, coz naznacuje intenzivni
metabolickou aktivitu.

- Osmoticky aktivni latky:
- Nejvyssi akumulace prolinu byla u genotypu 16862 (3,1 mg/g ¢. hm.).

- ZvySené hladiny cukrd u 16862 pomadhaly stabilizovat osmotickou
rovnovahu a chranily buriky pred dehydrataci.



peroxid vodiku - tiesné

prolin - (fe3né

superoxid - tfesné

3K is 4K 45 3K 38 4K 45
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Antioxidacni aktivita, fotosyntéza a
poskozeni membran (MDA)

Antioxidacni aktivita:

Nejvyssi hodnoty polyfenolli u genotypu 16862 (102,2 mg GAE/100 g), coz prispélo k
neutralizaci ROS.

Flavonoidy také vyznamné podporovaly ochranu pred oxidacnim stresem.
Fotosyntéza:

Genotypy 16736 a 16862 si udrzely vyssi obsah chlorofylu a efektivni transpiraci béhem
sucha.

Citlivejsi genotypy, jako Kordia, zaznamenaly vyrazny pokles fotosyntézy.
Lipidova peroxidace (MDA):

Genotyp Kordia mél nejvyssi hodnoty MDA, coz ukazuje na vyrazné poskozeni membran
béhem stresu.

Hormonalni regulace:

Zvysené hladiny kyseliny abscisové (ABA) aktivovaly ochranné mechanismy, napriklad
uzavirdni praduchd.



pomoci osmotickych latek
(prolin a cukry)

- Akumulace prolinu byla vyrazna u genotypu 16862, coz
potvrzuje jeho adaptivni schopnosti.

- Rozpustné cukry hraly vyznamnou roli v osmotické
ochrané, zejména u genotypu 16736 a 16862.

- Genotypy s nizSi akumulaci osmotickych latek mély
vyraznejsi poskozeni pletiv.



(ROS) a osmoticky aktivni
latky u merunék

- Reaktivni formy kysliku (ROS):

- Nejvyssi hladiny peroxidu vodiku (H20,) u genotypu 09-010 (67,3
umol H,0,/g) a VOJ 5/150 béhem sucha.

. Superoxidovy radikal (O,~) byl vyrazné zvySen u genotypt 08-009
a 96-288.

. Citlivé genotypy, jako Leskora, vykazovaly extrémné vysoké
hodnoty ROS, coz vedlo k vyraznému poskozeni pletiv.

- Osmoticky aktivni latky:

. Akumulace prolinu a cukrii pomohla genotyplm 09-010 a VOJ
5/150 udrzet turgor bunék béhem sucha.



peroxid vodiku - merunky

superoxid - merunky
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Antioxidacni aktivita, fotosyntéza a
poskozeni membran (MDA) u merunék

- Antioxidacni aktivita:
Nejvyssi obsah polyfenolli u genotypu 09-010 (107,1 mg GAE/100 g).

Celkova antioxidacni aktivita byla vyrazné zvySena u odolnych genotypd,
coz prispélo k neutralizaci ROS.

- Fotosyntéza:

Genotypy 09-010 a VOJ 5/150 si udrzely vyssi obsah chlorofylu a
efektivni transpiraci béhem stresu.

- Poskozeni membran (MDA):

Citlivé genotypy, jako Leskora, mély vysoké hodnoty MDA, coz ukazuje na
rozsahlé poskozeni membran béhem stresu.

o Hormonalni regulace:

- Zvysené hladiny kyseliny abscisové (ABA) aktivovaly ochranné
mechanismy u odolnéjSich genotypd.



- Bl I ] I vy )4

merunék: akumulace
polyfenolu a antioxidantu

- Nejvyssi obsah polyfenoll byl zaznamenan u genotypu
09-010 (107,1 mg GAE/100 g) a 97-052 (102,4 mg
GAE/100 g).

- Celkova antioxidacni aktivita byla nejvyssi u 09-010 (202,7
UM Troloxu/100 g).

. Polyfenoly a antioxidanty hraly klicovou roli pfi snizovani
oxidacniho poskozeni béhem stresu.



_~ N_Izke_h_l.admy_ReS' = . 2
osmoticky aktivni latky u
slivoni

- Reaktivni formy kysliku (ROS):

- Hladiny peroxidu vodiku (H,0.) a superoxidového radikalu (O,7)
byly u vétsSiny genotypu nizsi nez u jinych ovocnych druhd.

sVvVvV/

HLT1-10 i béhem stresu sucha.
- Osmoticky aktivni latky:
. Sorbitol a prolin hraly vyznamnou roli v odolnosti vici suchu.

. ZvysSené hladiny prolinu u odolnych genotyp( podporovaly
udrzeni turgoru bunék.



HLOG000 12
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HLOBDOO0O1
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Antioxidacni aktivita, fotosyntéza a
regenerace slivoni po suchu

o Antioxidacni aktivita:
Nejvyssi obsah polyfenold byl zaznamenan u genotypu HLT1-10 (152,6 mg GAE/100 g).

Flavonoidy pfispivaly k neutralizaci ROS a ochrané buné¢nych membran.
o Fotosyntéza:

Odolné genotypy si udrzely vyssi obsah chlorofylu béhem stresu.
o Rehydratace:

Regenerace po suchu byla pomalejsi, pravdépodobné kvuli nizsi aktivité antioxidacnich
systému u vétsiny genotypd.

o PosSkozeni membran (MDA):

NizSi hodnoty lipidové peroxidace u odolnych genotyp( naznacuji mensi poskozeni
membran.

o Hormonalni regulace (ABA):

Zvysené hladiny kyseliny abscisové aktivovaly ochranné mechanismy, zejména u genotypU s
rychlou regeneraci.



-~ Pomvnml_d_ru_hy' - - -
celkova odolnost na zaklade
ROS a osmotik

. Tresné vykazovaly nejvyssi hladiny ROS, coz naznacuje
intenzivni obrannou reakaci.

VvV /

anatomické ochrané (tlustsi listy, trichomy).

- Osmolytika: Nejvyssi akumulace prolinu byla u merunék a
tresni, coz podporuje jejich adaptaci na sucho.



~ Metodologie a analyzované
parametry mrazové odolnosti

Metodologie:
- Meéreni termickych vlastnosti generativnich pupenl pomoci DSC.

- Gravimetricka analyza obsahu vody a aktivity vody.

Analyzované parametry:
- Onset krystalizace a tani.
- Mnozstvi krystalizované vody béhem chlazeni a ohrevu.

- Obsah vody (WC) a aktivita vody (aw).

Vyznam:

- Parametry reflektuji schopnost odolnosti pletiv v(ici nizkym teplotam.



DSC termogram generativniho pupene slivoné HL0900151 s vyhodnoceni onsett
krystalizace, tani a plochy piku krystalizované vody pf¥i chlazeni a ohfevu. V horni
casti krivky je vyrazny pik krystalizace béhem chlazeni s vyznacenymi
krystalizacnimi onsety a v dolni c¢asti kfivky je pik tani béhem ohrevu. Rychlost
chlazeni a ohfevu byla 10 °C min-1.

HL 0900151_13_04_2023_p3

Peak temperature: -23,32 °C

Onsetx:-12,92 °C
% crystallized: 60,86 %

Heat Flow (Normalized) @ (Wig) —
(=]
1

Onset x: -6,08 °C
% crystallized: 72,05 %

Peak temperature: 14,98 °C
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Charakterizace teplotnich zmén u generativnich pupent tresné 'Kordia' (A),
infracerveny snimek krystalizacnich procest vyhonu (B) a teplotni zmény riznych
bod(i zadjmu (C, barevné linie). Cernd &ara znazorfiuje prib&h zmény teploty
pozadi. Cisla na obrazku ukazuji teploty v rGznych ¢astech vyhonu v dobé za&atku
krystalizace (°C)




 Vysledky mrazové odolnosti
u merunek

Onset krystalizace a tani (°C):
- Nejvyssi onset krystalizace: 01-091 (-7,4 °C), Bergeron (-7,7 °C).
- Nejnizsi onset krystalizace: 96-288 (-12,0 °C), 00-018 (-11,4 °C).
- Nejvyssi onset tani: 08-002 (-2,5 °C), 09-010 (-2,9 °C).

Rozdil onsetu (A):
- Nejvyssirozdil: 08-002 (7,4 °C), 02-024 (7,2 °C).
- Nejnizsi rozdil: Candela (1,5 °C), Leskora (2,3 °C).

Mnozstvi krystalizované vody (%):
- Nejvyssi béhem chlazeni: 00-008 (86,4 %), Leskora (77,4 %).

* Nejvyssi béhem ohtevu: PL 3/242 (89,2 %), 08-009 (89,2 %).



 Vysledky mrazové odolnosti
u slivoni

Onset krystalizace a tani (°C):
- Nejvyssi onset krystalizace: HL 0900090 (-7,7 °C), Gabrovska (-8,2 °C).

- Nejnizsi onset krystalizace: HL 0800032 (-19,1 °C), HL 0900097 (-17,3
°C).

- Nejvyssi onset tani: HLT 1-10 (-1,5 °C), HL 0635 (-3,8 °C).
Rozdil onsetu (A):

- Nejvyssi rozdil: HL 0800032 (14,7 °C), HL 0900045 (10,0 °C).

- Nejnizsi rozdil: Domaci velkoploda (2,2 °C), Gabrovska (3,1 °C).
Mnozstvi krystalizované vody (%):

. NejvyZ&i béhem ohfevu: HL 0900151 (90,4 %), HL 0800032 (86,5 %).



Porovnani fyziologickych
parametru merunék a slivoni

Aktivita vody (aw):
- Nejvyssi: 97-052 (0,966), 01-091 (0,965) u meruneék.
- Nejnizsi: HLT 1-10 (0,957), HL 0635 (0,956) u slivoni.
Obsah vody (WC):
- Merunky: PL 3/242 (78,4 %), 08-009 (73,9 %).
- Slivoné: HL 0900151 (90,4 %), HL 0800032 (86,5 %).



Praktické vyuziti vysledku

|dentifikace odolnych genotypl pro Slechténi:
- Merunky: Leskora, 00-008, 00-018, 00-010.
- Slivoné: Presenta, HL 0635, HL 0900045.

Korelace laboratornich a polnich vysledkd.

Doporuceni pro sSlechtitelské programy.



Klicové parametry odolnosti
vuéi mrazu
Onset krystalizace a tani:

- Nejvyssi odolnost u genotypt s nizkym onsetem krystalizace (napt.
09-010:-12,0 °C, HLT1-10: -19,1 °C).

- Vyznam: Schopnost odolavat nizsSim teplotam bez poskozeni pletiv.

Obsah vody a aktivita vody:
- Merunky: Nejvyssi WC u PL 3/242 (78,4 %) a 08-009 (73,9 %).

sVvVVvV/

toleranci mrazu.



KliCové parametry odolnosti vuci
stresu sucha

. Reaktivni formy kysliku (ROS):

o 2vyseni: Intenzivni akumulace ROS (H,0,, O,7) u stresovanych genotyp( (napf. 16736,
09-010).

o Kontrola: Nizsi hladiny ROS u odolnych genotypl, jako HL1282 a HLT1-10, diky d¢innym
antioxidacnim systémum.

o Vyznam: Ukazatel oxidaéniho stresu a efektivity obrannych mechanismd.

. Osmoticky aktivni latky:
o Prolin: Nejvyssi akumulace u HL1282 (jabloné, 2,6 mg/g) a 16862 (tfesné, 3,1 mg/g).
o Cukry: Zvyseni glukdzy a fruktézy u merunék (09-010, az 40 mg/g).

o Vyznam: Stabilizace bunécnych membran a udrzeni turgoru béhem dehydratace.



~ Klidové parametry odolnosti
vuci stresu sucha

Poskozeni membran (MDA):

sVvvVvV/

minimalni lipidovou peroxidaci.

- Vyznam: Mensi poskozeni membran u odolnych genotypd.

Polyfenoly a antioxidanty:

- Nejvyssi obsah u merunék (09-010: 107,1 mg GAE/100 g) a slivoni
(HLT1-10: 152,6 mg GAE/100 g).

- Vyznam: Ochrana bunék pred oxidacnim stresem zplsobenym
nizkymi teplotami.



~ Srovnani zmén parametrti

béehem stresu

ROS:

- Nejvyssi narust: Tresné
(16736) a merunky (09-
010).

sVvVvV/

(HLT1-10).

Osmotika:

- Nejvétsi akumulace prolinu:

HL1282 (jabloné), 16862
(tfesné).

o Vyznamny narust cukri:
Meruriky (09-010).

Antioxidacni aktivita:

- Nejvyssi polyfenoly: HLT1-
10 (152,6 mg GAE/100 g).

o Vyznam: Ochrana bunék
béhem obou stresu.

Poskozeni membran (MDA):

- Nejvyssi u citlivych
genotypl: Kordia (tfesné),
Leskora (merunky).

svVvVvV/

HL1282, HLT1-10.



Dekuji Vam za pozornost
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