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Metodika stanoveni mrazuvzdornosti generativnich organt ovocnych dfevin v priibéhu
zacatku jejich vyvoje v jarnim obdobi

Pozdni jarni mrazy vyznamné ohroZuji stabilitu trody ovocnych dfevin v Ceské republice,
protoze poskozuji predevsim jejich kvétni (generativni) organy. Metodika popisuje
standardizovany laboratorni postup hodnoceni mrazuvzdornosti kvétnich organd v ranych
fenofazich pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC). Jednoleté vyhony vybranych
genotypl se odebiraji na jare, z pupend jsou pripraveny vzorky pro DSC a gravimetricky je
stanoven obsah vody. Pomoci DSC se urcuji onsety krystalizace a tani vody a podil krystalické
vody pfi chlazeni a ohfevu, které koreluji s mirou poskozeni kvétnich struktur. Tyto parametry
umoznuji porovnat fyziologickou toleranci generativnich organd mezi odrlidami za
kontrolovanych podminek a odhadnout jejich relativni mrazuvzdornost. Metodika je
vyuzitelnd pro vybér perspektivnich, mrazuvzdornéjsich genotypu ve Slechténi a pro podporu
rozhodovéni o protimrazovych opatfenich v ovocnarské praxi. V podminkach Ceské republiky
predstavuje prvni komplexni postup vyuzivajici DSC k hodnoceni mrazuvzdornosti kvétnich
organl ovocnych drevin.

Klicova slova: ovocné dreviny; kvétni organy; detekce mrazového poskozeni; DSC

Methodology for dormant berry bud cryopreservation

Late spring frosts substantially threaten yield stability of fruit trees in the Czech Republic
by damaging their floral (generative) organs. This methodology describes a standardised
laboratory procedure for assessing frost tolerance of floral organs in early phenological stages
using differential scanning calorimetry (DSC). One-year-old shoots of selected genotypes are
sampled in spring, floral buds are prepared as DSC samples and their water content is
determined gravimetrically. DSC is used to determine the onset temperatures of ice
crystallisation and melting and the fraction of crystalline water during cooling and heating,
which correlates with the degree of damage to floral structures. These parameters enable
comparison of the physiological tolerance of generative organs among cultivars under
controlled conditions and provide a basis for estimating their relative frost tolerance. The
methodology supports the selection of more frost-tolerant genotypes in breeding
programmes and informs decisions on frost protection in orchards. To our knowledge, it
represents the first comprehensive DSC-based protocol for evaluating frost tolerance of floral
organs of fruit trees in the Czech Republic.

Key words: flower organs; detection of frost damage; DSC
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I. Cil metodiky

Cilem této metodiky je, na zakladé principli mrazového poskozeni, uvést metodické postupy pro
uréovani odolnosti kvétnich organli ovocnych drevin v jejich ranych fenofazich. Pravé béhem
jarniho raseni dochazi v Ceské republice ¢asto k poskozeni ovocnych dfevin, predeviim jejich
generativnich organ(l, a proto je znalost jejich citlivosti k mrazovym stresim zasadni jak pro
Slechténi, tak pro informované rozhodovani o aplikaci protimrazovych opatreni.

Il. Uvod

a) Klimatické zmény

Cilem této metodiky je, na zakladé principd mrazového poskozeni, uvést metodické postupy pro
uréovani odolnosti kvétnich organli ovocnych drevin v jejich ranych fenofazich. Pravé béhem
jarniho raseni dochazi v Ceské republice ¢asto k poskozeni ovocnych drevin, predeviim jejich
generativnich organ(l, a proto je znalost jejich citlivosti k mrazovym stresim zasadni jak pro
Slechténi, tak pro informované rozhodovani o aplikaci protimrazovych opatreni.

Nizké teploty patti mezi hlavni limitujici faktory ovliviujici geografické rozsifeni i produktivitu
rostlin, pficemz mrazové poskozeni predstavuje znaény ekonomicky problém v oblastech mirného
pasu i subtropd. Navzdory probihajicimu globalnimu oteplovani se riziko poskozeni rostlin mrazem
béhem vegetacniho obdobi muzZe dale zvySovat, zejména kdyz predcasny nastup vegetace
predbéhne vyskyt poslednich jarnich mraz@. V Ceské republice jsou v poslednich letech tyto $kody
velmi Casté; napriklad produkce merunék byla v roce 2020 v dlsledku jarnich mrazik( priblizné
Ctvrtinova ve srovnani s predchozim rokem (Buchtova 2020) a v roce 2024 doslo k nejvétSimu
poskozeni za poslednich 100 let. Klimatické zmény se projevuji teplejSimi zimami, urychlenim
fenologie a vyssi zranitelnosti kvétd a pupenl viéi pozdnim mrazdm (Cosmulescu, 2008;
Augspurger, 2013; Chawla a kol., 2021; Osorio-Marin a kol., 2024). Pozdni jarni mrazy pak mohou
zcela znicit drodu, zejména u peckovin, jako je Svestka, jejichz pupeny patfi k nejcitlivéjSim
(Ozhereleva a Bolgova, 2023; Nesheva a Bozhkova, 2021). Typickym scénaifem poskozeniv mirném
pasu je teplé obdobi v bfeznu nasledované nahlym mrazem v dubnu (Augspurger, 2013). Z téchto
dlvodu se soucasny vyzkum zaméruje jak na zlepseni tolerance vici mrazu a podporu stabilniho
podchlazovani kvétnich organl, tak na implementaci adaptacnich strategii v ovocnafstvi
(Wisniewski a kol., 2016; lurea a kol.,, 2020). Rostouci vyznam ziskdvd i detailni sledovani
fenologickych fazi, protoZe pravé generativni organy jsou s postupujicim vyvojem stale nachylnéjsi
k poskozeni mrazem, zejména pokud pribéh pocasi podporuje rychly rlst a tim i ztratu jejich
fyziologické odolnosti.

b) Poskozeni rostlin mrazem

K poskozeni rostlin mrazem dochazi tehdy, kdyz teploty klesnou pod kritické hodnoty, které jsou
pro dané pletivo letdlni. Mrazuvzdornost je komplexni znak ovlivnény genetickymi predispozicemi,
fyziologickym stavem rostliny a aktudlnimi podminkami prostredi. Zakladnim mechanismem
poskozeni je vznik ledu — intracelularni krystalizace, ktera je vidy fatalni v disledku destrukce
membranovych struktur, a extraceluldrni krystalizace, ktera zplUsobuje dehydrataci bunék a maze
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vést i k mechanickému poskozeni pletiv rostoucimi ledovymi krystaly (Chalker-Scott, 1992;
Zamecnik a kol., 1994; Wisniewski a kol., 1997). U kvetoucich vyhon( je Sifeni ledu ovlivnéno
stupném podchlazeni, rychlosti poklesu teploty, stavem pletiv i pfitomnosti anatomickych bariér,
které mohou pohyb ledovych krystalG zpomalovat a v nékterych pripadech i zcela blokovat.
Rozsah mrazového poskozeni se zvySuje s klesajici teplotou a pro popis citlivosti rostlinnych
struktur se pouZzivaji tzv. kritické teploty (Tc), tedy hodnoty teplot vyvolavajici urcité procento
poskozeni (Sakai a Larcher, 1987). V ovocnafrstvi se nejcastéji pracuje s hodnotami Tc10, Tc50 a
Tc90, které odpovidaji 10 %, 50 % a 90 % poskozenych pupent nebo kvétll. Tyto hodnoty se béhem
fenologického vyvoje dramaticky méni — generativni organy jsou nejodolnéjsi v pocatecnich fazich
nalévani pupent, zatimco s postupujicim vyvojem jejich odolnost prudce klesa. U meruriky se
napriklad Tc90 v rané fazi raseni pohybuje kolem -18 °C, ve fazi zvétsujiciho se kalichu okolo -14
°C, béhem fenofaze balonového poupéte kolem -10 °C a v plném kvétu jiz jen okolo -6,4 °C.
Hodnota Tc10 ve fazi plného kvétu se navic ptiblizuje k bodu mrazu a dosahuje ptiblizné -2,9 °C
(Proebsting a Mills, 1978). Nejcitlivéjsi strukturou byvd semenik, u néhoz se poskozeni projevuje
nejdrive. Tento pokles tolerance béhem kratkého obdobi prfed kvetenim je typicky pro vétSinu
ovocnych drevin, jejichZ generativni orgdny patfi z hlediska jarniho mrazu k nejohrozenéjsim.
Mrazuvzdornost rostlin se béhem roku dynamicky méni. Na podzim pfi vstupu do dormance
dochdzi k otuzovani, kdy se zvySuje obsah jednoduchych cukr(, prolinu a dalSich kryoprotektivnich
latek, které stabilizuji membrany a zvysuji toleranci k dehydrataci (Keller a Loescher, 1989;
Palonen, 1999; Bilav¢ik a kol., 2012). Po dosazeni zimniho maxima odolnosti nasleduje s jarnim
oteplovanim postupna ztrata tolerance, avsak rostliny si do urcité miry uchovavaji schopnost
opétovného otuZeni, pokud dojde ke kratkodobému ochlazeni. Tato flexibilita je vSak u
vyznamné zvysit.
Procesy vzniku a Sifeni ledu Ize sledovat rGznymi metodami. Magnetickd rezonance umoziuje
pfimé zobrazeni toku vody a vzniku ledovych struktur (Ishikawa a kol., 1997), zatimco elektronova
mikroskopie poskytuje detailni obraz poskozeni pletiv (Ashworth 1990; Endoh a kol., 2014). V
poslednich letech se stdle ¢astéji uplatriuje také infracervenad (IR) termografie, ktera bezkontaktné
zaznamendva teplotu povrchu vzorku a vizualizuje teplotni odezvy béhem ochlazovani a ohfivani
(Wisniewski a kol., 1997; Fuller a Wisniewski, 1998; Hacker a Neuner, 2007; Wisniewski a kol.,
2008; Livingston a kol., 2018). IR termografie umoziiuje v redlném case sledovat teplotni zmény
spojené s krystalizaci a tanim ledu, protoZe tyto procesy vytvareji méritelné tepelné rozdily mezi
vzorkem a okolim. Tato metoda poskytuje rychlou vizualizaci mrazovych reakci, avSak nedokaze
kvantifikovat mnozstvi krystalizované vody ani presné urcit teploty zacatku krystalizace. Mnohem
presnéjsi metodou pro stanoveni mrazuvzdornosti je diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC),
ktera umoziuje presné urceni teplot krystalizace a tani i mnoZstvi krystalizované vody ve vzorku.
DSC poskytuje kvantitativni informace, které IR termografie ani jiné vizualni metody nabidnout
nemohou. Termicka charakterizace rostlinnych pletiv a organl je nezbytnym predpokladem pro
posouzeni mrazové odolnosti generativnich organt u Sirokého spektra genotypl ovocnych drevin,
protoze pravé teplota ledové krystalizace Uzce odpovidd redlnému poskozeni dané struktury
(Proebsting a Mills, 1978; Meng a kol., 2007). Tato skutec¢nost Cini DSC klicovym nastrojem pro
presné stanoveni mrazuvzdornosti a pro interpretaci rizika poskozeni pupenl v terénnich
podminkach.

¢) Vyznam stanoveni mrazuvzdornosti

Hodnoceni mrazuvzdornosti je nezbytné pro pochopeni zranitelnosti riznych druhd a genotypl
ovocnych drevin i pro urceni jejich adaptacniho potencidlu viéi ménicim se klimatickym



podminkam. Informace o tom, jak extrémné nizké teploty ovliviuji klicové fenofaze, zejména
raseni pupenl a kveteni, jsou zasadni pro predikci Grody i pro dlouhodobé planovani péstebnich
strategii (Bacelar a kol., 2024). Identifikace odolnych odrid umoznuje péstiteliim Cinit informovana
rozhodnuti o vysadbdach v lokalitdch nachylnych k teplotnim vykyvim, a tim minimalizovat riziko
ekonomickych ztrat. Mrazuvzdornost je také nezastupitelnym parametrem pfi vyvoji adaptacnich
opatieni — od cileného slechténi tolerantnich genotypl az po optimalizaci managementu sad( a
ochrannych technologii.

Zasadni vyznam ma rovnéz pochopeni fyzikdlnich procest, které se odehrdvaji uvniti pupena
béhem chladovych epizod. Studium teplotnich fazovych prechodd vody, predevsim teplot
krystalizace a tani, poskytuje klicové poznatky o tom, kdy dochazi k poSkozeni bunék. Tyto
informace jsou vyuZitelné jak pfi laboratornim testovani, tak pfi predikci terénnich rizik a pfi
modelovani pravdépodobnosti poskozeni v zdvislosti na konkrétnich podminkach stanovisté.
produktivity a udrzitelnosti ovocnych sad v podminkdach castéjsich vykyva pocasi a extrémnich
jarnich mrazd.



lll. Vlastni popis metodiky

Dalsi ¢asti metodiky popisuji principy metody postup pfipravy materidlu, postup vlastnich
experimentd a nasledné vyhodnoceni mrazuvzdornosti.

a) Princip metody

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) je termickd metoda, pomoci které lze méfit a definovat
procesy fazovych a skelnych prfemén ve vzorcich. Pomoci DSC lze sledovat exotermické a
endotermické charakteristiky a zmény tepelné kapacity (Acp). DSC Ize vyuZit ke stanoveni skelného
prechodu, teploty mrznuti, tani a varu, krystalizacniho ¢asu a teploty, podilu krystalinity, specifické
tepelné kapacity, reakéniho tepla a tepla fuze, oxidacni a teplotni stability, rychlosti a stupné
tvrzeni, reakéni kinetiky a Cistoty latek. Princip této metody spociva ve vystaveni vzorku fizenému
poklesu ¢i vzestupu teploty a méreni tepla uvolnéného nebo pfijatého na dvou (eventuelné trech)
mérenych mistech, z nichZz na jednom, méficim misté, je vzorek v DSC panvicce a na druhém,
referencnim misté, se nachazi vétSinou prazdnd panvi¢ka. Schéma métici komory DSC viz Obrazek
1.

DSC cela

Referenéni panvicka .
Vzorkova panvicka

+ *Pﬁvod promyv. plynu J
I—’O

o
et —
Chromelovy Chromelovy
disk disk
(Y'Y Termoclankovy
Alumelovy drat .
svar
Termoelectricky disk (Konstantan)

Chromelovy drat
Obrazek 1. Schéma méfici komory diferencniho skenovaciho
kalorimetru — DSC (upraveno dle TA Instruments, Inc.)

Teplo se budto méfi pfimo, podle vykonu nutného k udrzeni méficiho mista na stejné teploté
jako referenéni misto, anebo se vypocitava z teplot mérenych na misté vzorku a reference. Prvni
systém se nazyva ,power compensation” DSC systém a druhy , heat flow” DSC systém. Pomoci DSC
Ize méfit vzorky od teplot blizicich se teplotam kapalného dusiku, typicky v rozmezi pfiblizné -150
az 600 °C. Schematické znazornéni fazovych prechod(l a skelného prechodu (Tg), viz Obrazek 2.
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. Oxidace
Krystalizace Turzeni

Slkelny
prechod

Tepelny tok -» excterma

Tani

Teplota -=
Obrazek 2. Schematicky termogram z diferenéniho skenovaciho

kalorimetru (DSC).

Pti DSC méreni se pouZiva linedrni rychlost chlazeni a ohtfevu. Vzhledem k ¢asovému rozlozeni
experiment( se pouziva nejéastéji rychlost 10 °C minl. P¥i termické charakterizaci sledovaného
materiadlu se pouzivaji hodnoty ziskané predevsim pfi ohfevu, protoze pfi mrazeni mliZze dochazet
k podchlazeni vzorku. | kdyZz stupen podchlazeni koresponduje stermickou charakteristikou
vzorku, ma c¢dstecné stochasticky charakter. Nasledné po nukleaci ve vzorku dojde k uvolnéni
velkého mnozstvi tepla najednou, coz mlze vést k naruseni regulace chlazeni, a tim k nezadoucimu
nerovhomérnému poklesu programované teploty nebo dokonce k do¢asnému ohrevu vzorku.
MnozZstvi uvolnéného tepla ze vzorku po nukleaci zavisi jednak na navdice a dale na mérném
skupenském teplu tani latek ve vzorku (pro vodu je 335 J g?). Pfi ohfevu dochazi k fazovému
prechodu z pevného skupenstvi do kapalného pozvolnéji, a proto k vySe zminénym nelinedrnim
rychlostem dochdzi v mnohem mensi mife. Vzhledem k vysoké senzitivité a reprodukovatelnosti
mérfeni je mozné povazovat variabilitu zpisobenou samotnym DSC pfistrojem za minimaini.

Pro méreni v diferencnim skenovacim kalorimetru se pouzivaji panvicky z riznych material( a
objemu, ktery je vSak i u nejvétSich panvicek maximalné stovky pl. Vzhledem k tomu, Ze se
vzrastajici velikosti panvicky/vzorku klesa citlivost, jsou nej¢astéji pouzivané hlinikové panvicky o
objemu 40 ul.

b) Material

1. Pristrojové vybaveni
Pro stanoveni mrazuvzdornosti generativnich orgdnl ovocnych drevin pomoci diferen¢ni
skenovaci kalorimetrie je tfeba disponovat ndsledujicim pfistrojovym vybavenim:

Vybaveni pro uskladnéni rostlinného materidlu po jeho odbéru ze sadu pred viastnim mrazenim:
e skladovaci mrazici box ¢i chladnicka nastavitelné na 2-4 °C

Vybaveni pro stanoveni hmotnosti a obsahu vody ve vzorku:
e laboratorni analytické vahy s presnosti na 5 desetinnych mist
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e laboratorni susarna s nastavitelnou teplotou v rozmezi 85-105 °C

Pristroj pro méreni termickych charakteristik:

e diferencni skenovaci kalorimetr (nap¥. DSC Discovery X3, TA Instruments, USA), viz Obrazek

3 vlevo
e lis pro hermetické uzavreni panvi¢ek do DSC (napf. Tzero Press, TA Instruments, USA), viz

Obrazek 3 vpravo
e Hermetické hlinikové DSC panvicky, 40 ml (napf. Tzero Pan, TA Instruments, USA)

L

5
|
|

Obrazek 3. Diferencni skenovaci kalorimetr DSC Discovery X3, TA Instruments, USA, vlevo. Lis
pro hermetické uzavreni panvicek do DSC Tzero Press, TA Instruments, USA, se zalisovanou

panvickou v distan¢nim ptipravku (modry) vpravo.

Zdznamy a vypocty:
e PC
e SW pro zpracovani termogramu (TRIOS, TA Instruments, USA)

e statisticky SW
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2. Chemikalie
V nasledujicim seznamu jsou uvedeny vSechny chemikalie potfebné pro méreni
mrazuvzdornosti.

Kratkodobé uchovadni rostlinného materidlu
e kohoutkova voda
e dezinfekéni prostfedek na bazi chlornanu sodného
e sachardza

Kalibrace DSC
e destilovand voda (pro kalibraci DSC)

Proplachovaci plyn pro DSC
e plynny dusik 5.0 s velmi nizkym obsahem vody

3. Drobné pomticky
Nasledujici pomucky jsou potfebné pro stanoveni mrazuvzdornosti generativnich organt
ovocnych drevin pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie:

Prdce s generativnimi orgdny a jejich uskladnéni pred analyzou:
e zahradnické nlzky
e zahradnicky nGz
e provazek
e jmenovky
e popisovace
e PE pytliky
e nadoby na kratkodobé uskladnéni rostlinného materialu

Priprava rostlinného materidlu pro méreni:
e zahradnické nazky
e pinzety
e jehla
o filtraéni papir
e Petriho misky o priméru 6-10 cm
e vazenky
o PE sacky
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4. Rostlinny material
Vychozim materidl pro méfeni mrazuvzdornosti generativnich organl ovocnych drevin byl
odebiran v prabéhu jarniho obdobi ze sadl Vyzkumného a Slechtitelského Ustavu ovocnarského
Holovousy, s.r.o. Pro experimenty byly odbirdny jednoleté vyhont vybranych odriid a genotypl
merunky, slivoné, tfeSné a jabloné. Vyhony byly dobfe vyzralé a bez zndmek poskozeni biotickymi
¢i abiotickymi Ciniteli. Pro charakterizaci mrazového poskozeni byla vybrana fenofdze vyvoje
generativniho pupene zelené Spicky, priklad viz Obrazek 4.

Obrazek 4. Vyhon tfesné ‘Early Korvik’ ve fazi zelené Spicky.

c) Postup méreni

Postup termického méreni mrazuvzdornosti generativnich pupent ovocnych drevin Ize rozdélit do
Ctyr postupnych kroka:

e Pfiprava vzorku pro méreni v DSC

e Termické méreni na DSC

e Stanoveni obsahu vody ve vzorku

e Analyza termogramu

1. Priprava vzorku pro méreni v DSC

Nejdfive byly oznaceny popisovacem a zvazeny prazdné hlinkové hermeticky uzaviratelné
panvicky pro mérené vzorky. Tfi dobie vyzralé a neposkozené generativni pupeny, odfiznuté ze
tfech rlznych vyhon, byly poloZzeny na mirné navlhceny filtracni papir v Petriho misce. Poté byl
kazdy pupen jednotlivé umistén do 40 ul hlinikové panvicky feznou ranou na dno, viz Obrazek 5,
prikryt hlinikovym vickem a hermeticky uzavien v lisu na vzorky. V pfipadé druhl a fenofazi, u
kterych byly kvétnich pupent jiz tak velké, Ze by se nevesly do hlinikové panvicky, byla z kvétného
pupene vyfiznuta mrazové nejcitlivéjsi c¢ast, pestik, a co nejrychleji hermeticky uzaviena
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v panvicce. Hermeticky uzaviené panvicky byly zvazeny na analytickych vahach pro vlozeni
hmotnostnich Gdaj do DSC pfistroje.

Obrazek 5. Kvétni pupeny trfeSné 16821. Pfipravené pred termickym
méfenim, vlevo, vnitfni ¢ast kvétniho pupene v40 pl hermetické
panvicce pred hermetickym uzavfenim, vpravo.

2. Termické méreni na DSC

Hlinikové panvic¢ky se vzorky byly vioZzeny do autosamplerové ¢asti DSC Discovery X3, ktery
umoznuje méreni trfech vzorkd soucasné. Vyhoda pouziti autosampleru spocivala ve
standardizovaném umisténi vzorkd na méfici mista do cely. Jako reference slouZila prazdna
hlinikovd péanvi¢ka. Méfeni probihalo pfi pratoku plynného dusiku 50 ml min? a vzorkovaci
frekvenci 0,2 s bod?. Nastaveny program méfeni byl:

e Ustaleni: 20,00 °C
e Rychlost chlazeni: 10,00 °C min* do -50,00 °C
e |zoterma: 5,0 min

e Rychlost ohfevu: 10,00 °C min* do -50,00 °C

3. Stanoveni obsahu vody

Po skoncéeni méreni bylo u vSech panvi¢ek najednou propichnuté jehlou vicko a na Petriho
misce byly vloZzeny do susSarny nastavené na 105 °C a suSeny po dobu minimalné 2 dnd do
konstantni hmotnosti. Obsah vody ve vzorcich byl stanoven gravimetricky, jako podil rozdilu mezi
Cerstvou hmotnosti a susSinou k cerstvé hmotnosti, coz odpovidd relativnimu obsahu vody v
Cerstvém materidlu. U kazdého vzorku byla stanovena i absolutni hmotnost vody pro spravny
vypocet termickych charakteristik.

4. Analyza dat

Pro analyzu termograma ziskanych mérenim byly vloZzeny do kazdého jednotlivého datového
souboru u kazdého vlozena v SW Trios odpovidajici absolutni hmotnost vody. Pfi termické analyze
byla pouzita pro specifické skupenské teplo tani vody pouZita konstanta 333,4 Jg-1. U kazdého
méreni byly analyzovadny onsety piku krystalizace (exotermy) a tani (endotermy) a plochy téchto
pikd. Plochy pikQ po vloZeni vySe uvedenych hodnot absolutni hmotnosti vody a konstanty
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odpovidaly mnozstvi krystalické vody ve vzorku. Ukazka termogramu s vyhodnocenymi termickymi
charakteristikami viz Obrazek 6.
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Obrazek 6. DSC termogram generativniho pupene slivoné HL0900151 s vyhodnoceni onsetd pikd
krystalizace a tani a plochy piku krystalizované vody pf¥i chlazeni (modra kfivka) a ohfevu (Cervend
kfivka). V horni c&asti kfivky je vyrazny pik krystalizace béhem chlazeni s vyznacenymi
krystaliza¢nimi onsety a v dolni ¢asti kfivky je pik tani béhem ohfevu. Rychlost chlazeni a ohfevu
byla 10 °C min-1.

d) Vyhodnoceni méreni

Hlavnimi parametry termickych méreni pro porovndni mrazové odolnosti kvétnich organu
ovocnych drevin jsou teploty onsetu pik( krystalizace a tani, nikoli jejich maxima, protoze maxima
piku vyrazné ovliviuje hmotnost vzorku, rychlost skenovani a geometrie panvicky. DalSim
dilezitym parametrem je entalpie fazového prechodu, kterd je mérna plose pikd. Podle entalpie
krystalizace a tani bylo mozné vypocitat podil vody v generativnich pupenech, ktery zkrystalizoval
béhem chlazeni a opét roztdl béhem ohrevu.

Ukazka porovnani termickych charakteristik u skupiny odrtd a genotypl na pfikladu slivoné
viz Tabulka 1. Obecné lze predpokladat, Zze nizsi teploty onsetu krystalizace a tani, stejné jako nizsi
procento krystalické vody, naznacuji u daného genotypu ¢i odrldy vyssi odolnost proti mrazu.
Z termogramu je zfejmé, Ze teploty krystalizace a tani pti chlazeni a ohfevu nejsou totozné. Rozdil
mezi témito parametry ukazuje, jak velkd je tendence pupenl konkrétniho genotypu k
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podchlazeni. Vyssi schopnost podchlazeni umoznuje pupenim prezit prudké poklesy teploty
vzduchu, protoZe se snizuje pravdépodobnost prfed¢asné nukleace ledu.

Tabulka 1. Onsety pika krystalizace (modre) a tani (Cervené) vody a procento krystalizované vody
béhem chlazeni (modie) a ohfevu (Cervené) v generativnich orgdnech testovanych genotypl a
odrld slivoné. Data jsou uvedena jako pramér + SE.

Onset piku
(°C) Mnoistvi krystalické vody (%)

Slivon krystalizace tani chlazeni ohfev

primér SE pramér  SE pramér SE pramér SE
HL 0400011 118 | 073 57 052 797 083 854 1,02
HL 0600012 98 082 42 148 R o8 81,7 1,98
HL 0624 109 | 1,53 57 | 094 80,1 2,03 829 0,58
HL 0635 0,24 38 149 249 | 718 223
HL 0800032 0,30 44 0,20 1,63 865 2,82
HL 0800084 81 0,12 51 065 81,1 1,26 878 131
HL 0900045 S 0,96 56 093 [N 157 854 1,42
HL 0900090 77 078 60 | 043 80,5 1,71 855 1,06
HL 0900097 BN 153 | 66 onm 792 | 2,08 853 1,15
HL 0900134 112 135 56 065 79,9 1,00 87,1 1,02
HL 0900151 417 | 1,41 55 071 80,2 1,11 90,4 231
HL 0900208 P48 o0 | 68 | 125 78,8 1,06 864 2,21
HL 0900227 411 | 087 60 068 80,3 1,15 871 1,51
HL 9900004 10,8 0,49 47 2,06 2,23 850 4,12
HLT 1-10 106 0,81 15 033 1,60 854 0,66
'D. velkoplodd' 80 036 57 0,09 2,46 803 3,49
'Gabrovska' 82 035 51 0,69 1,33 81,0 1,42
'Presenta’ 97 028 57 042 1,02 852 1,24
'Tophit' 87 012 49 1,00 1,60 806 | 1,83
'Toptaste' 41,7 2,85 60 | 066 4,72 82,6 6,06

Charakterizace vysledki na prikladu slivoné

Nejvyssi hodnoty onsetu krystalizace testovanych pupent slivoni (fenofaze raseni pupent —
zelena Spicka) v roce 2023 vykazovaly polozky HL 0900090, Domaci velkoplodd, HL 0800084,
raseni pupenl — zelend Spicka) v roce 2023 vykazovaly polozky HL 0800032, HL 0900097, HL
0900045, HL 0900208 a HL 0635.

Nejvyssi hodnoty onsetu tani testovanych pupen( slivoni (fenofaze raseni pupenl — zelend
Spicka) v roce 2023 vykazovaly polozky HLT 1-10, HL 0635, HL 0600012, HL 0800032 a HL 9900004.
v roce 2023 vykazovaly polozky HL 0900208, HL 0900097, HL 0900227, Toptaste a HL 0900090.

Nejvyssi hodnoty rozdilu onsetu tani a krystalizace (schopnosti podchlazeni) testovanych
pupend slivoni (fenofaze raseni pupenl — zelend 3$picka) v roce 2023 vykazovaly polozky HL
0800032, HL 0900097, HL 0900045, HL 0635 a HLT 1-10. Nejnizsi hodnoty onsetu tani testovanych
pupend slivoni (fenofaze raseni pupen(i — zelena $picka) v roce 2023 vykazovaly HL 0900090,
Domaci velkoplodd, HL 0800084, Gabrovska a Tophit.
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Nejvyssi hodnoty mnoistvi krystalizované vody béhem chlazeni testovanych pupen( slivoni
(fenofaze raseni pupentl — zelend Spicka) v roce 2023 vykazovaly polozky HL 0800084, HL 0900090,
HL 0900227, HL0900151 a HL 0624. Nejnizsi hodnoty mnozstvi krystalizované vody béhem chlazeni
testovanych pupen( slivoni (fenofaze raseni pupent — zelena Spicka) v roce 2023 vykazovaly
polozky HL 0800032, HL 0900045, HL 0600012, Domaci velkoplodd a HL 0635.

Nejvyssi hodnoty mnozstvi krystalizované vody béhem ohievu testovanych pupent slivoni
(fenofaze raseni pupentli — zelend Spicka) v roce 2023 vykazovaly polozky HL 0900151, HL 0800084,
HL 0900134, HL 0900227 a HL 0800032. Nejniz$i hodnoty mnoizstvi krystalizované vody béhem
ohfevu testovanych pupent slivoni (fenofaze raseni pupent — zelena Spicka) v roce 2023
vykazovaly polozky HL 0635, Domaci velkoplodd, Tophit, Gabrovska a HL 0600012.

Nejvyssi hodnoty rozdilu mnozstvi krystalizované vody béhem chlazeni a ohfevu testovanych
pupenl slivoni (fenofaze raseni pupenl — zelena Spicka) v roce 2023 vykazovaly polozky HL
0800032, HL 0900151, HL 0900045, HLT 1-10 a HL 0900208. Nejnizsi hodnoty mnozstvi
krystalizované vody béhem chlazeni testovanych pupen( slivoni (fenofaze raseni pupent — zelena
Spicka) v roce 2023 vykazovaly HL 0635, Tophit, HL 0624, Domdci velkoploda a Gabrovska.

e) Shrnuti méreni

PFfi posuzovani mrazové odolnosti rostlin se tradicné provadéji pozorovani na venkovnich
stanovistich. Tato pozorovani maji nezastupitelny vyznam v hodnoceni mrazuvzdornosti, avsak z
hlediska variability vyskytu mrazovych epizod, a pfedevsim s ohledem na nemozZnost standardizace
podminek, je nutné vyuzivat také laboratorni metody. Jednou z metod vhodnych pro posouzeni
mrazové odolnosti jsou termicka méreni, kterd charakterizuji chovani vody pfi mrznuti v
rostlinnych pletivech a organech. Teploty krystalizace vody a jeji krystalizovany podil jsou
parametry Uzce korelujici s mirou poskozeni dané struktury (Proebsting a Mills, 1978; Meng a kol.,
2007). Termicka charakterizace tak umoZniiuje porovnat fyziologickou toleranci generativnich
organt mezi jednotlivymi odridami ¢i genotypy, a to za kontrolovanych a reprodukovatelnych
podminek, které nelze v terénu zajistit. Pro porovnani poskozovani kvétnich organl v priibéhu
jejich vystaveni nizkym teplotam byla vytvorena tato metodika, ktera charakterizuje vnitini
fyziologické parametry generativnich organ( ovocnych drevin, jako je obsah vody, podil krystalické
vody a teploty onsetu krystalizace a tani. Uvedeny postup hodnoceni mrazového poskozeni
generativnich organd ovocnych drevin bude na pracovisti CARC, v.v.i., v Praze-Ruzyni ve spolupraci
s VSUO Holovousy s.r.o. aplikovan pro stanoveni mrazuvzdornosti novych perspektivnich genotyp(
ovocnych drevin.
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IV. Srovndni novosti postupui

Navriend metodika pfindsi uceleny postup pro hodnoceni citlivosti kvétnich (generativnich)
organl ovocnych drfevin k mrazovému poskozeni v ranych fenologickych fazich. Metodika
poskytuje standardizované laboratorni a hodnotici pfistupy umoziujici definované stanoveni
mrazuvzdornosti, a tim podporuje jak Slechtitelské programy, tak rozhodovaci procesy pfti volbé a
nacasovani protimrazovych opatfeni v ovocnarské praxi. V Ceské republice dosud nebyl publikovan
obdobny komplexni postup zaméreny na presné stanoveni odolnosti kvétnich organt ovocnych
drevin vlci ranym jarnim mrazdm.

V. Popis uplatnéni metodiky

UZivatelem této metodiky budou odborné instituce, a to prostiednictvim Ovocnarské unie Ceské
republiky, z. s., Holovousy 129, 508 01. Tato metodika umozZni exaktni a efektivni testovani
mrazové odolnosti kvétnich orgdn( vybranych ovocnych dievin a bude vyuZitelna jak pfi Slechténi,
tak v rdmci rozhodovacich procest tykajicich se aplikace protimrazovych opatteni.

VI. Ekonomické aspekty

Hodnoceni mrazuvzdornosti generativnich organd ovocnych drevin je klicové pro dlouhodobou
udrzitelnost a bezpecné zachovani genovych zdrojd, protoze pravé citlivost kvétnich pupend k
jarnim mrazim zdsadné ovliviiuje plodnost i perspektivu vyuZiti jednotlivych genotyp ve Slechténi
i péstitelské praxi. V soucasnosti se proto ukazuje jako nezbytné hodnotit odrldy a genotypy nejen
podle agronomickych znak(, ale také podle jejich fyziologické odolnosti k nizkym teplotam.
Metodika zaloZend na diferencni skenovaci kalorimetrii (DSC) umozZiiuje provést toto hodnoceni
standardizované, reprodukovatelné a nezavisle na proménlivych terénnich podminkach. Vyhodou
je, Ze analyza kvétnich pupenl muze byt provedena v kratkém ¢asovém obdobi pred rasenim, s
minimalnimi naroky na material, a poskytuje jednoznaéné kvantitativni ukazatele, jako jsou onsety
krystalizace a tani ¢i podil krystalické vody, které spolehlivé odrazeji citlivost jednotlivych
genotypl. Pro uzivatele je tato metodika ekonomicky vyhodna zejména tim, Ze nevyZaduje
rozsahlou experimentdlni infrastrukturu nad ramec standardniho DSC pfistroje, jenz je v
modernich laboratornich podminkach dostupny a samotnd analyza jednoho vzorku vyjde pfiblizné
na sto K¢. Umoznuje také rychle porovnat sSiroké spektrum genotypu a identifikovat ty, které jsou
vhodné pro dlouhodobé péstovani v oblastech s ¢astymi vykyvy jarnich teplot. Jeji nejvétsi prinos
spociva ve snizeni rizika ztraty genotypl, jejichz mrazova tolerance by jinak byla odhadovana pouze
na zakladé nestabilnich terénnich pozorovani, a v podpore Slechtitelskych programd zahrnujicich
odolnost generativnich organd jako jeden z hlavnich selekénich znaka.

Analyza ekonomické efektivity ochrany proti jarnim mrazm navic ukazuje, Ze investice do
protimrazovych opatfeni mohou mit vyznamny financni pfinos. Napftiklad v evropskych
sadovnickych oblastech byla uvazovana ochrana s pouzitim aktivnich metod (vrtulniky, vétrné
stroje, zavlaZovani), pricemz studie uvadeéji, Ze pfi primérné rocni frekvenci mrazovych udalosti a
pramérnych vynosech lze o¢ekavat zachranénou urodu v fadu desitek procent ztraceného objemu
bez ochrany. Pokud by se v konkrétni sadarské praxi jenom u merunék dosahlo snizeni ztrat o
pouhych 10 % a prdmérna hodnota produkce v dané lokalité ¢inila priblizné 140 tis. K¢ ha™ (50 K¢
kg?; 2,8t hal), znamenal by tento efekt pfinos kolem 10,5 mil. K¢ pFi celkové rozloze sad(l meruriky
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v CR (pfiblizné 750 ha v roce 2019). V kontextu této metodiky pak plati, Ze identifikace
mrazuvzdornych genotypu a jejich vyuzZiti ve Slechténi i vysadbé umozniuje sniZit riziko ztraty celé
urody — toto snizeni rizika Ize chapat jako ,zajisténou hodnotu” genotypu vyjadfenou v podobé
zachranéného vynosu. Nejen aktivni protimrazovd ochrana, ale i samotna selekce odrld podle
jejich mrazové tolerance tak predstavuje vyznamny finanéni pfinos, ktery by mél byt zohlednén pfi
ekonomickém rozhodovani v ovocnarské praxi.
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