Fyziologickeé metody sledovani u¢inki stresu u rostlin.

dizertaéni prace

Jiri Janacéek

Praha 1996



Podékovani

Za spolupraci na vyzkumu fotosyntézy v nizké teplot¢ dé¢kuji RNDr Milené Vedralové a
RNDr Iljovi Présilovi, CSc. Za spolupréci a stalou diskusi pii feSeni problematiky
suchovzdornosti dékuji ing. Jitimu Zamec¢nikovi, CSc.. Za zadani tématu a poskytnuti dat pro
metody hodnoceni mrazového poskozeni dékuji RNDr Iljovi Prasilovi, CSc. Za navrh tématu
a spolupréci pii mefeni kofentl pSenice pomoci analyzy obrazu de¢kuji ing. Ladislavu Blahovi,
CSc. Pani Han¢ Ludvikové dékuji za skvélou technickou pomoc zejména pfi kultivaci a
manuéalnim méfeni rostlin. Dékuji svému Skoliteli prof. RNDr. Lubomiru Natrovi, DrSc za
cenné pripominky béhem psani této prace.

Vyzkumy vztahu stresu nedostatkem vody a fotosyntézy rostlin byly ¢aste¢né financovany z
grantu GA CR 501/93/0329.

Prohlaseni
Préci jsem vypracoval pouze za pomoci literatury uvedené v seznamu na konci prace.
Uvadéné vysledky, pokud neni vyslovné uvedeno néco jiného, jsou ptivodni.



Obsah
1. Uvod
1.1 Rostlina, prostiedi a stres
1.2 Hierarchie biologickych struktur
1.3 Cil préace
2. Gazometrické méteni fotosyntézy béhem aklimace rostlin k nizké teploté
2.1 Uvod
2.1.1 Fotosyntéza
2.1.2 Svételné reakce fotosyntézy
2.1.3 Biochemie fotosyntézy a vnitrobunécny transport asimilatt
2.1.4 Fotosyntéza na Grovni asimila¢niho orgénu
2.1.5 Fotosyntéza na drovni rostliny a porostu
2.1.6 Fotosyntéza C; rostlin v nizké teploté
2.1.7 Cil prace
2.2 Metoda
2.2.1 Metodika méteni rychlosti asimilace a transpirace v otevieném systému
2.2.2 Vyhodnoceni vysledkli méfeni v otevieném gazometrickém systému
2.2.3 Kultivace rostlin
2.2.4 Popis experimentu
2.3 Vysledky
2.4 Diskuse
3. Piisobeni stresu nedostatkem vody a koncentrace oxidu uhli¢itého na rostliny.
3.1 Uvod
3.1.1 Vodni potencial a riist bunky
3.1.2 Transpira¢ni proud a rist listu
3.1.3 Pasobeni stresu nedostatkem vody na rostliny
3.1.4 Cil prace
3.2 Metoda
3.2.1 Modelove funkce pro stomatalni vodivost a rychlost Cisté fotosyntézy
42

3.2.2 Stanoveni podilu stomat a biochemickych procesii na limitaci fotosyntézy.

3.2.3 Méteni vodniho potencidlu termoc¢lankovym hygrometrem.
3.2.4 Osmoticky potencial vodnich roztok PEG.
3.3 Vysledky
3.3.1 Dlouzivy rast dvou kontrastnich odrtid pSenice
46
3.3.2 Limitace fotosyntézy v fizenych podminkach
3.4 Diskuse
3.4.1 Vyvolani stresu pomoci PEG
3.4.2 Interakce stresu nedostatkem vody a koncentrace CO,
4. Projevy stresu nedostatkem vody u genotypii ozimé pSenice
4.1 Uvod
4.1.1 Cil prace
4.2 Metoda

4.2.1 Vyhodnoceni vysledkt ziskanych méfenim v uzavieném systému L16000.

4.2.2 Kultivace
4.3 Vysledky
4.4 Diskuse

10
10
10
12
14
14
14
15
16
22
25
26
26
27
27
32
33
33
34
37
39
39
39
39
40
41
42

42
44
45
46

48
54
54
54
56
56
56
56
56
58
58
63

5. Hodnoceni mrazového poskozeni rostlin pomoci nelinearni regrese logistickou funkci.

65



o0

5.1 Uvod

5.2 Metoda
5.3 Vysledky
5.4 Diskuse

. Ttidéni odriid obilovin podle zimovzdornosti

6.1 Uvod

6.2 Metoda
6.3 Vysledky
6.4 Diskuse

. Stanoveni délky a charakterizace vétveni kotfenti

7.1 Uvod

7.2 Metoda
7.2.1 Pocitacova analyza obrazu
7.2.2 Realizace metody

7.3 Vysledky

7.4 Diskuse

. Zaver
. Ptilohy

9.1 Ptiloha A - zdrojova a ptijmova funkce
9.2 Ptiloha B - zpracovani udaju z uzavieného systému LICOR 6000 na PC
9.2.1 vstupni data - piiklad
9.2.2 jednotka pro praci s textovymi fetézci
9.2.3 program KONVERT
9.2.4 vystupni data - format
9.2.5 vystupni data - ptiklad
9.3 Ptiloha C - popis pfilozené diskety

10. Citace

65
65
66
67
68
68
68
70
71
72
72
72
72
73
74
75
76
77
77
77
77
78
79
82
82
82
83



Seznam pouzitych zkratek a symboli

Slouceniny
PGA 3-fosfoglycerové kyselina
RuBP ribul6za-1,5-bisfosfat
TP tridzofosfat, spolecny nazev pro dihydroxyacetonfosfat a
glyceraldehydfosfat
ATP adenozintrifosfat
NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Enzymy
PS 1 fotosystem 1
PS 1l fotosystém 2
WS komplex rozkladajici vodu
Q akceptor elektront z PS 11
PQ plastochinon
Ct cytochrom f
PC plastocyanin
Fd feredoxin
Rubisco ribul6za-1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygenaza

PEP-karboxylaza fosfoenolpyruvatkarboxylaza
P translokator fosfatovy translokator na vnitini obalce chloroplastu
Charakteristiky a parametry vymeény plyni

Pn rychlost Cisté fotosyntézy
Rp rychlost temnotniho dychéani
RL rychlost fotorespirace
Vc rychlost karboxylace RuBP
Vo rychlost oxygenace RuBP
Vowmax rychlost oxygenace RuBP pfi saturaci Rubisca RuBP
VemAx rychlost kaboxylace RuBP pfi saturaci Rubisca RuBP
Ko Michaelisova konstanta Rubisca pro O,
Kc Michaelisova konstanta Rubisca pro CO,
Kr’ Michaelisova konstanta Rubisca pro RuBP
T kompenzacni koncentrace CO-
0 podil rychlosti oxygenace a karboxylace
T specificitni faktor Rubisco pro CO,
@) koncentrace O,
C koncentrace CO;
JaTe rychlost tvorby ATP
JNADPH rychlost tvorby NADPH
G relativni zisk uhliku v C3 cyklu
Jr rychlost spotfeby TP pro regeneraci RuBP
Jr rychlost transportu TP z chloroplastu
E rychlost transpirace
gs” stomatalni vodivost pro vodni paru
gs® stomatélni vodivost pro CO,
o koncentrace CO, v intercelularach
p parcialni tlak H,O v intercelularach
t teplotav °C
T teplota v K
Patm atmosfeéricky tlak
PVsat tlak nasycené vodni pary



|
CC
Metabolizmus

Cs cyklus

C, cyklus
C; fotosyntéza

C, fotosyntéza

CAM fotosyntéza

Fluorescence
F
Fm

Fm’

Fo
Fo’
Qp

On
m

Zdrojova a prijmova funkce.

S(konc)
D(konc)

Fyzikalni konstanty
c
A
Na
h
k
R
Dalsi gazometrické veliciny
W W
p ov,vp
P
%, C
CC|

Cc

intenzita fotosynteticky aktivniho zafeni
koncentrace CO; v atmosfére

metabolicka draha fixace CO,, redukce asimilatu a opétné
regenerace akceptoru pii fotosyntéze

metabolicka draha regenerace PGA z fosfoglykolatu

typ fotosyntézy, pfi niz je Rubisco primarnim akceptorem
CO;

typ fotosyntézy, pii niZ je primarnim akceptorem CO, PEP-
karboxylaza a primarni a sekundarni fixace je odd€lena
prostorové

typ fotosyntézy, pfi niz je primarnim akceptorem CO, PEP-
karboxyldza a primarni a sekundéarni fixace je oddélena ¢asové

zisk fluorescence

zisk fluorescence pii saturacnim zéablesku pted ozafenim
aktinickym svétlem

zisk fluorescence pii saturacnim zablesku pii ozareni
aktinickym svétlem

zisk fluorescence pied ozarenim aktinickym svétlem

zisk fluorescence po ozareni aktinickym svétlem

koeficient fotochemického zhaSeni fluorescence

koeficient nefotochemického zhaseni fluorescence
maximalni kvantovy vytézek svételnych reakci fotosyntézy

zdrojova funkce - rychlost produkce latky v zavislosti na
koncentraci
piijmova funkce - rychlost spotfeby latky v zavislosti na
koncentraci

rychlost svétla

vlnova délka zareni
Avogadrovo ¢islo

Planckova konstanta
Boltzmannova konstanta
univerzalni plynova konstanta

parcialni tlak vodni pary v okoli listu

parcialni tlak vodni pary na vstupu do listové komory
koncentrace CO, v okoli listu

koncentrace CO; na vstupu do listové komory

pratok plynu listovou komorou

listova plocha

zdanlivy objem uzavieného systému pro CO;
zdanlivy objem uzavieného systému pro vodni paru
Casova konstanta vymény plynli v uzavieném systému



Kriticka teplota
CTso
Imin

Imax

RIR

kriticka teplota, pii niz dojde k 50% poSkozeni
minimalni reakce na stres

maximalni reakce na stres

relativni rychlost poSkozeni









1  Uvod

UdrZeni kazdé formy zivota je zavislé na piisunu energie a hmoty z prosttedi. Piijem vétSiny
energie a velké casti hmoty do biosféry Zemé se d¢je v rostlinach v procesu fotosyntézy.

1.1  Rostlina, prostiedi a stres

Prosttedi Zivého organismu lze charakterizovat naptiklad dostupnosti energie, zivin a
informace nebo fyzikalnimi veli¢inami jako je teplota a tlak a je vytvafeno i interakcemi mezi
riznymi formami zivota. Podminky mén¢ ptiznivé pro zivot nazyvame stresem. Stresovy
syndrom byl ptivodn¢ definovan jako jednotna odpovéd’ zivocisného organismu na rizné
druhy zéatéze (Selye, 1936), teprve pozdé&ji byla nazvana analogicky s mechanikou zatéz
organismu neptiznivymi podminkami tlakem (stress) a vyvolana reakce deformaci (strain)
(Levitt, 1980). Na rozdil od mechaniky vyvolava stres v zivych organismech i ucelné
(prestoze nevédomé) procesy vedouci k ptizptisobeni nebo alespon k otuzeni k neptiznivym
podminkam - aklimaci rostlinnych organizmu a adaptaci rostlinnych taxont.

1.2 Hierarchie biologickych struktur

Fyziologie se obecn¢ zabyva procesy souvisejicimi se Zivotem na vSech urovnich od
molekuly po biosféru. Védci odjakziva hierarchicky tiidi objekty svého vyzkumu. Piikladem
je hierarchie objektu fotosyntetického vyzkumu uvedena v tabulce (tabulka 1.2.a).

struktura proces vedni obor, metoda s nebo pm
membréana transport energie fotochemie 10™ -10?
ultrastruktura elektron. transp. biochemie 10%-10*
metabolicka hotovost ~ regulace metabolismu  gazometrie 10*-10*
VYNosové prvky kompartmentace produkéni biologie. 10*-107
architektura porostu dynamika vegetace dalkovy priizkum 107 -10%

Tabulka 1.2.A: Funkéni hierarchie objektt vyzkumu fotosyntézy. Cisla v pravém sloupedku
udavaji charakteristicky rozmér struktury a relaxacni ¢as, tedy dobu potfebnou k navratu do

rovnovahy po pusobeni rusivého vlivu (podle Osmonda a Chowa, 1988)

Jinym, klasickym, ptikladem hierarchie je geneticka hierarchie biologickych struktur. Zac¢ina
u bun¢k mnohobunéénych organismi a ptes organismy, klony a ekotypy pokracuje pies
rostouci taxonomické jednotky (viz tabulka 1.2.b), pro studium reakce rostlin na stres je
vyznamna pro sledovani adaptaci rostlinnych taxont k nepfiznivym podminkam.
forma odrada druh fada sekce rod shluk
forma varietas species series  sectio genus tribus >>

>>  eled  tad tiida  oddéleni kmen  fise

familia ordo classis divisio phylum regnum

Tabulka 1.2.B: Hierarchie taxonomickych jednotek v rostoucim potradi (Novak, 1961).

Pravé pro fyziologii je charakteristické, ze kombinuje jevy na riznych urovnich a vyuziva jak
analytickych tak syntetickych metod vyzkumu.

smér objekt zajmu definice piiklad
a) analyticky soucasti systému zdola {X; x=Zax;, Za;=1}
b) synteticky chovani ¢erné skiiilky shora NK; {X1,...Xn}=K, K konvexni}

10



Tabulka 1.2.C: Vztah mezi syntetickou a analytickou metodou vyzkumu se podoba vztahu
mezi definicemi matematického objektu zdola a shora

Analyticky a synteticky pfistup k vyzkumu Ize pfirovnat ke dvéma uzivanym zpiisobiim,
definice matematickych objekti, definice shora a zdola. Konvexni téleso generované body xi,
X2, .. Xp, naptiklad, mize byt definovano bud’ zdola, jako mnozina v§ech konvexnich
kombinaci bodt x1, Xz, .. Xn, nebo shora, jako prunik vSech konvexnich mnoZin, které xi, Xy, ..
X, obsahuji ( tabulka 1.2.c, obrazek 1.2.a).

Definice shora a zdola jsou v dokonalém souladu, cilem fyziologickych vyzkumii je i zavést
podobny soulad mezi dil¢i poznatky o slozkach systému (napt. biochemické ¢i molekularné
biologické) na jedné strané€ a poznatky o chovani vyssich systémil (rostlin ¢i ekosystémil na
stran¢ druhé). K poznani procest souvisejicich se zivotem muze fyziolog vyuzit vysledky
snad kazdé védni discipliny, ktera se Zivymi organismy zabyva, navic pouZiva specifické
fyziologické metody.

A () B &
Obrazek 1.2.A: Konvexni mnohouhelnik miize byt definovan bud’ zdola pomoci vrchold,
anebo shora, jako priinik konvexnich téles, které ho obsahuji. Situace je analogicka pii
zkoumani systému, ktery mize byt studovan bud’ ptes komponenty nebo pomoci sledovani

jeho chovani.

1.3 Cile prace

Tato prace je zamétena zejména na sledovani uc¢inkt stresu na rostliny a studium aklimace
rostlin s vyuzitim pivodnich metod.

Prvnim tématem je popis zmén fotosyntetického aparatu rostlin pSenice béhem otuzovani k
mrazu pomoci méfeni vymeény plynt za teploty 5°C, ptipadné posouzeni souvislosti mezi
zménami fotosyntetickych charakteristik a mrazuvzdornosti v pribéhu aklimace nebo u
riznych genotypt pSenice.

Druhym tématem je popis akutnich G€inkt stresu nedostatkem vody v laboratornich
podminkach na fotosyntetickou asimilaci CO; u rostlin pSenice. Cilem je stanovit podil
stomatalni a biochemicke limitace na sniZeni rychlosti fotosyntézy vliven sucha a ziskat tak
genotypové charakteristiky tykajici se strategie hospodateni s vodou.

Déle jsou ucinky sucha na vyménu plynti rostlinami riznych genotypii pSenice sledovany i ve
sklenikovych podminkach, kdy je nutné odstranit rusivy vliv proménlivych vné&jsich
podminek na namétené hodnoty rychlosti ¢isté fotosyntézy a stomatélni limitace, aby se
projevily rozdily mezi genotypy.

DalS8im, ¢tvrtym tématem je odvozeni a aplikace matematické metody na hodnoceni
mrazuvzdornosti rostlin z vysledkli experimentt s fizenym mrazenim v laboratornich
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podminkéch. Metoda tfidéni odrid podle zimovzdornosti na zakladé vyzimovani je patym
tématem. Vyvoj obou metod je zakoncCen jejich implementaci v programech pro osobni
pocitac.

Poslednim tématem je vytvofeni metody pro stanoveni délky kotfenli pomoci pocitacové
analyzy obrazu a jeji pouziti pro sledovani u¢inkii nizkého pH a aluminiové toxicity na rizné
odolné kultivary ozimé pSenice.
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2  Gazometrické méreni fotosyntézy béhem aklimace rostlin k nizké teploté
2.1 Uvod

2.1.1 Fotosyntéza

Svétlo je elektromagnetické zareni v pAsmu 400-700nm. Svételna energie je rostlinami
zachycovana ve svételnych reakcich fotosyntézy, oxid uhli¢ity je asimilovan a redukovan v
temnotnich reakcich. Produkty fotosynteticke fixace CO,, hlavné transportni cukry, jsou
prodychany nebo vyuzity na stavbu rostlinnych struktur.

Svétlo CO,

Temnotni
reakce

Svételné
reakce

Sink

Obrézek 2.1.1.A: Schéma transportu hmoty a energie pti fotosyntéze. Sinkem jsou mysleny

vSechny procesy, které spotfebovavaji produkty fotosyntetické asimilace CO,.

Fotosyntéza probiha v chloroplastech, bunéénych organelach, které obsahuji uzavieny
membranovy systém thylakoidd a jsou ohrani¢eny dvojitou obalkou (obrazek 2.1.1.b). Lumen
thylakoidii zaujima asi 1/8 objemu organely (Heldt a kol., 1973), zbytek je vyplnén
stromatem.

C
( Thylakoidy Stroma
C

Obrazek 2.1.1.B: Schema chloroplastu - hlavnimi kompartmenty jsou thylakoidni lumen a
stroma, vn¢jsi obalka chloroplastu je dobie propustnd. Typicky rozmér této organely jsou

jednotky az desitky mikrometrt.

2.1.2  Sveételné reakce fotosyntézy

Svétlem vybuzené rozdé€leni nédboje na fotosystémech PS uvadi do pohybu transport elektront
z vody (obréazek 2.1.2.a). Vysledkem svételnych reakci je energie uloZena v redukénich
ekvivalentech NADPH a v energii koncentracniho gradientu protonti mezi thylakoidy a

14




stromatem, pfeméiiovand ATPéazou v thylakoidni membrané na formu bezprosttedné
vyuzitelnou v metabolismu.

NADP +e->NADP

H,O->0,50,+2H"+2e"  2H"
Obrazek 2.1.2.A: Elektron v thylakoidni membrané putuje z komplexu $tépiciho vodu (WS),
ptes fotosystém II, (PSII), plastochinon (PQ) a fotosystém | (PSI) na ferredoxin (Fd) a NADP

reduktazu (R). Cast energie se pfeméni na chemicky potencial protonového gradientu.

Asi 1% z energie pohlcené PSII je vyzateno ve formé fluorescenc¢niho zafeni. Pti
fotosyntetické indukci vykazuje charakteristicky prab¢h (obrazek 2.1.2.b). Moderni
modulované fluorimetry umoziuji méfit ptimo podil energie vyzarené pii fluorescenci.
F'm—F'o

I\ 1M U

FIM_FIO qN FM _FO ( 2-1-2-A)
Koeficient fotochemickeého (gp) zhaseni odpovida redoxnimu stavu akceptoru elektront Q.
Koeficient nefotochemického zhaseni (gn), které se odvozuje z méfeni pii Q redukovaném
satura¢nimi zablesky, odpovida energizaci thylakoidni membréany ( 2.1.2.a ), (Dietz a kol.,
1985). Je z nich mozno odhadnout rychlost toku elektrond (J) (2.1.2.b).

15




—_ — Fr
Ac

M

Obrazek 2.1.2.B: Kiivka schematicky zobrazuje pribéh zisku fluorescence pfi typickém

experimentu s modulovanym fluorimetrem. Na ose y jsou relativni hodnoty namétené
modulovanym fluorimetrem. OIDPSMT je tradi¢ni oznaceni vyzna¢nych bodut kiivky
Kautského jevu. Dole jsou vyznaceny casové intervaly, béhem nichz je zapnuto osvétleni
méfici (M), aktinické (Ac) a tmavécervené pro selektivni vybuzeni PSI (Fr), blesky oznacuji

saturacni zablesky.

Fm-Fo

I=lap-m-(l-an)=l-dp-m-

(2.1.2.B)
m=0.3 az 0.35 odpovida maximalnimu kvantovému vytézku. SniZzeni kvantového vytézku je
podle ( 2.1.2.b ) doprovézeno sniZzenim variabilni fluorescence (Schreiber a kol., 1994), jez je
umérné podilu uzavienych center PSII (Geacintov a Breton, 1987).

2.1.3  Biochemie fotosyntézy a vnitrobunécny transport asimilatu

Primarni fixace CO, v C3 a sekundarni fixace v C4 a CAM rostlinach se déje v Calvinové
cyklu. Cista rychlost fotosyntézy Py je sumou rychlosti karboxylace Vc, fotorespirace

R =0.5V( a temnotniho dychani Rp s piislusnymi znaménky. Pro rychlost toku uhliku
fotosyntetickymi procesy (obrézek 2.1.3.a), A plati vztah (2.1.3.a).

A =Py +Rp = Ve —05-Vo (2.1.3.A)

16




CO, | onM
, Syntéza
Redukce p
PGA sacharozy
'
TP TP

Obrazek 2.1.3.A: Schema toku uhliku v temnotnich reakcich C; fotosyntézy. C3 cyklus v

_,l Karboxylace
Oxygenace

RuBP Regenerace

chloroplastech zahrnuje karboxylaci RuBP, redukci PGA a regeneraci RuBP. C, cyklus zacina
oxygenaci RuBP na fosfoglykolat a vede k regeneraci PGA, ptitom se pfi konverzi glycinu na

serin v mitochondriich uvoliiuje CO,.

Enzym Rubisco zprostfedkovava karboxylaci a oxygenaci ribul6zabisfosfatu. Vyskytuje se ve
stromatu chloroplastu, funkéni enzym je polymer LgSg velkych (L) a malych (S) podjednotek,
pficemz L jsou kédovany v chloroplastovém a S v jaderném genomu. Aktivace se déje vazbou
iontu Mg2+ a atomu CO;, v nekatalytickém misté za ptispéni enzymu Rubisco aktivazy a v
nékterych rostlinnych druzich je sniZovéana specifickym inhibitorem carboxyarabinitol-1-
fosfatem. Aktivita enzymu vykazuje denni prubéh a zavisi na prostiedi (Kobza a Seeman,
1989). Celkovy obsah enzymu lze uméle snizovat antisense supresi podjednotek S pomoci
konstitutivniho promotoru (Furbank a Taylor, 1995).
Za predpokladu dvojsubstratové reakce s vazbou RuBP jako prvni a nasledné¢ CO; nebo O,
plati pro rychlost karboxylace V¢ vzorec ( 2.1.3.b ) (Farquhar, 1979).

C/Kc RK'R
1+C/Kec +OKo L1+RKR (21.38)

Vc =VCmax-
kde Vcmax je rychlost karboxylace pii saturaci substraty, C je koncentrace CO,, O je

koncentrace CO,, K¢ je Michaelisova konstanta pro CO,, Ko je Michaelisova konstanta pro
0>, R je koncentrace RuBP, K'r je efektivni Michaelisova konstanta pro RuBP.

17




1+0
1 1410 ——

1+6

2-0
Obrézek 2.1.3.B: Rychlosti reakci v Cs cyklu vyjadiené v latkovych mnozstvich uhliku
vztazenych na jednotkovou rychlost fixace. Rychlost piijmu je rozdil rychlosti fixace CO, a
rychlosti jeho vydeje pfi fotorespiraci. Predpoklada se, Ze spotfeba metabolith jinymi
metabolickymi cestami neZ je tvorba sachardzy (tvorba Skrobu, tvorba aromatickych
sloucenin Sikiméatovou cestu) je zanedbatelnd a tedy se rychlost piijmu uhliku rovna rychlosti
vystupu uhliku v redukovanych tfiuhlikatych fosforylovanych cukrech. Déle se pfedpoklada,

ze se ve fotorespiracnim C, cyklu regeneruje prave ¢tvrtina uhliku.

Pro podil rychlosti karboxylace a oxygenace 0 plati ( 2.1.3.c).

VO VO max O/KO (@)
0=1—= : =7 2.1.3.C
VC VC max C/KC % é ( )

T se nazyva koeficient specificity. Podil 6 pii dané koncentraci C lze spocitat z
fotokompenzaéni koncentrace CO, (I'), pfi niZ je rychlost asimilace rovna rychlosti
fotorespirace (2.1.3.d).

2-T
0= < (2.1.3.D)
Experimentalné byla stanovena zavislost fotokompenzacni koncentrace na teploté u Spenatu (
2.1.3.e )(Brooks a Farquhar, 1985).
' =42.7+168-(t—25)+0.0012-(t - 25)
(2.1.3.E)
V ustaleném stavu plati pro toky uhliku v C3 cyklu stechiometrie dana zejména pomérem

oxygenace a karboxylace RuBP (0) viz obrazek 2.1.3.b.

Ze stechiometrie Calvinova C; cyklu a fotorespira¢niho C, cyklu lze odvodit pozadavky na
spotiebu ATP pii redukci a regeneraci substratu v Cz cyklu a fosforylaci glyceratu v C, cyklu
a spotfebu NADPH pfi redukci v Cs cyklu a pii refixaci NHz v C; cyklu (Farquhar a kol.,
1980) a odtud 1ze odvodit rychlosti spotteby ATP a NADPH uvedené v rovnicich
(2.1.3f)a(2.1.3.9).

6+7-60

Jare = > 6 A (2.1.3.F)
4+4.9

‘]NADP“:—z—e A (2.13.G)
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Predpokladame li Ze je ATP limitujici, Ze vznikd 1.33 ATP na elektronovy par a dosadime li
za 0 z rovnice ( 2.1.3.d ), dostavame pro rychlost fotosyntézy limitované regeneraci RuBP v
zavislosti na rychlosti elektronového toku J:

J-(C-T)
< (2.1.3.H)
45-C+105-T
Rychlost asimilace limitovana kapacitou enzymu Rubisco se odvodi z formule
(2.1.3.b) a stechiometrie C3 cyklu.
C-T)/K
A<Vemax - (C-T)Kc (2.1.3.)

1+C/Kc +O/Kp
Kone¢né mlize byt fotosynteticka asimilace limitovana spotfebou produktu a tedy plati
(Sharkey, 1985):

A < Amax (2.1.3.J)

Rychlost ¢isté fotosyntézy v zavislosti na vnéjSich podminkach 1ze modelovat vychazeje z
ptedpokladu, Ze je v obecné kombinaci podminek limitujici pravé jedna z komponent
fotosyntetického aparatu (elektronovy transport, fixace CO, a metabolismus sacharidu),
(obrazek 2.1.3.c) a ostatni komponenty jsou regulovany tak, aby nastala rovnovaha (Sage,
1990). Prakticky se pii vypoctu rychlosti asimilace postupuje tak, ze se stanovi hodnoty
(2.1.3.h),(2.1.3.i) a(2.1.3.j) a vezme se nejmensi z nich.
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spottebou
.\ asimilata
¢ | regeneraci
RuBP
kapacitou
Rubisca

Obrazek 2.1.3.C: Typy limitace fotosyntetického metabolismu v zavislosti na svétle (I) a
koncentraci oxidu uhli¢itého (c°). Limitace kapacitou Rubisca nastava pouze pii silném svétle.
Limitace fotosyntézy spotfebou asimilatii nastava pii kombinaci vysokého svétla a vysoké

koncentrace CO; a je podporovana nizkou teplotou (volné podle Sage, 1990).

Calvindv cyklus je autokatyliticky - akceptor CO; se ziskava regeneraci produktt. To se
projevuje napiiklad pii indukci fotosyntézy po ozaieni, kdy ¢ast akceptoru CO, musi byt
nejprve ziskana asimilaci.

Rovnovaha mezi tokem uhliku do regenera¢nich reakci a translokaci je uskute¢néna
nelinearni zpétnou vazbou, ktera pti nizkych koncentracich produktu preferuje autokatalyzu a
pii vys$ich koncentracich transport (obrazek 2.1.3.d). Jeji zisk (G) je urcen stechiometrii
Calvinova cyklu, zavislou predevsim na poméru karboxylace a oxygenace RuBP.

G.Jr

A
\

JRr Jr

Obrazek 2.1.3.D : Triézafosfaty (TP)(dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehydfosfat) jsou
jednak transportovany z chloroplastu rychlosti Jr, a jednak jsou spotiebovavany rychlosti Jg
na regeneraci RuBP. Oznacime rychlost produkce TP jako G*Jg, kde G je zisk zpétné vazby,

zavisly na stechiometrii Calvinova cyklu.

Pro vypocet kinetiky translokace asimilétii pfes obalky chloroplastu pouzivam Mentenovskou
kinetiku sptazenou s difiznim transportem. Musi-li substrat nejprve piekonat urcity diftzni
odpor R, plati pro rychlost reakce a transportu V

20



v = Vmax ¢ vo©t¢ (2.13K)
K +C R

kde ¢ vnéjsi a ¢’ vnitini koncentrace substratu, Vmax @ Ky konstanty reakce. Rychlost reakce v

zavislosti na vné&jsi koncentraci substratu vyjde po vyfeseni soustavy rovnic ( 2.1.3.k) takto:

2
V=Vmax ’ 05(1—" Km +C] - 025(14- Km +Cj — ¢ (213L)
R-V R-V. R-V__

max

— P translokator + difliize

PR P translokator .
2 a0 T aIdoIéza*(G—%)__“_ ___________________________
=
IS .
%_ 20 T
- G-1)*
N (G-1)Jr
|_
Té bod stabilni rovnovéhy

0

0 0.5 1
koncentrace TP (mM)

Obrézek 2.1.3.E: Rovnovaha mezi rychlosti regenerace RuBP (Jgr) a transportem asimilati z
chloroplastu (J1) je udrzovana nelinearni zpétnou vazbou. Zavislost rychlosti translokace na
koncentraci asimilati (TP) je vypoétena pomoci ( 2.1.3.1), s Michaelisovou konstantou pro P
translokator rovnou 0.1 mM (Heldt a kol., 1990, Flugge, 1986) a diflzni drahou z mista
redukce PGA na TP dlouhou 0.1 um. Funkce tvorby asimilati ((G-1)*Jg) v zavislosti na
koncentraci TP je dopocitana z Michaelisovy konstanty pro aldoldzu rovné 0.4 mM (Edwards
a Walker, 1983) a typické koncentrace TP rovné 0.4 mM. Ustaleny stav nastava piti rovnosti

piijmové funkce Jt a zdrojové funkce (G-1)*Jr.

Protoze tok uhliku je dan vysledkem rovnovahy mezi zdrojovou funkci tvorby asimilatt (G-
1)*Jr a funkci spotieby Jr (obrazek 2.1.3.e), miize spotieba asimilati prostfednictvim P
translokatoru pfimo ovliviiovat rychlost regenerace RuBP a tedy 1 rychlost fotosyntézy.
PoruSeni rovnovahy mezi pfijmem a vydejem uhlikatych koster v chloroplastu by mohlo
snadno vést k hromadéni fosforylovanych sloucenin a k vy€erpani volného anorganického
fosfatu, nutného pro syntézu ATP. To muze byt pti¢ina nékterych poruch ve fotosyntetickém
metabolismu v podminkach O, insenzitivni fotosyntézy (Viil a kol, 1977) i toho, Ze mutace v
chloroplastové aldolaze jsou vzdy letalni (U. Sonnewald, osobni sdéleni).
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Vyse uvedeny jednoduchy model rychlosti fotosyntézy, zaloZzeny na stechiometrii Cs cyklu,
piestava platit, pokud jsou poruseny jeho piedpoklady, uvedené v popisu obrazku (obrazek
2.1.3.b). Cast asimilatl miZe z bloku regenerace odchazet do §ikimatové cesty (ve formé
erytréza-4-fosfatu, dle Geiger a Servaites, 1994), ¢ast mize byt skladovana v Skrobu. Zda se
také, Ze C, cyklus regenerace PGA z fosfoglykolatu nemusi byt zcela uzavien (Harley a
Sharkey, 1991). Mozna je Castecn¢€ metabolizovana i neredukovana forma asimilati (PGA),
zvlasté pii limitaci spotfebou asimilatd, projevujici se jako O insenzitivita (Viil a kol., 1977,
Laisk a Sumberg, 1994). Tyto a dalsi jevy mohou pii nekritickém pouziti modelti fotosyntézy
zalozenych na stechiometrii vést napt. k tomu, Zze odhady specificity Rubisco z rychlosti
vymény plynti jsou v rozporu s métenimi in vitro (Lehnherr a kol., 1985, Ghashghaie a
Cornic, 1994).

2.1.4  Fotosyntéza na urovni asimilacniho organu

Obvykly plochy tvar listu je vyhodny, protoZe je k zachycovani ur¢itého svétla potieba méné
strukturniho materialu a difuzni draha CO; z vné&jsiho prostiedi k fotosyntetizujicim buitkam
je kratsi nez u jinych tvart. Na rozhrani listu a prostiedi je epidermis s pasivnimi a aktivnimi
prvky regulujicimi piijem COg, ztratu vody i absorbci svétla. Zasobenost vodou a mineralnimi
latkami a odvod asimilati zajist'uji svazky cévni. Zbytek listu vypliiuje a hlavni funkce plni
mezofyl tvofeny parenchymem s vyraznymi intercelularnimi prostory. Palisadovy charakter
mezofylu preferuje absorbci svétla, zejména pokud ptichazi z jednoho sméru (Vogelmann a
Martin, 1993). Pro difuzi CO, listem v plynné fazi je vyhodny amfistomatalni list a houbovy
parenchym, coz se odrazi v mensim vlivu difiize na rychlost fotosyntézy (Parkhurst a Mott,
1990).

Pti aklimaci k nedostatku vody listy nabyvaji xeromorfniho charakteru, pro néjz je typicka
redukce plochy povrchu k objemu a zvySena hustota praduchi i vodivych pletiv (Fahn, 1990).
Z funk¢niho hlediska vyznamné kvantitativni charakteristiky listu, jako jsou objemoveé podily
jednotlivych pletiv, objemova hustoty plochy rozhrani mezofylu a intercelulér ptipadné
plodné hustota délky vodivych pletiv mohou byt stanoveny stereologickymi metodami
(Parkhurst, 1982, Kubinov4, 1993, Natr a Pazourek, 1986).

Hlavni difizni odpor v asimilac¢ni draze CO; ptedstavuji stomata. Vodivost mezofylu je asi
1.4 vétsi nez vodivost pIn€ otevienych stomat a je mezi druhy pozitivné korelovana s
fotosyntetickou kapacitou (Loreto a kol., 1992). Je znamo, Ze stomata ptimo reaguji
zaviranim na zvyseni intercelularni koncentrace CO, (Mott, 1988), ptisobeni ABA nebo na
zvySeni rychlosti transpirace (Mott a Parkhurst, 1991), a oteviranim na modr¢ a ¢ervené svétlo
(Kearns a Assmann, 1993). Vodivost stomat klesa pfi senescenci listu (Catsky a kol., 1985) a
pfi stresu nedostatkem vody.

Zanedbame li prostorové nehomogenity ve stomatalni vodivosti a v koncentraci CO, uvnitf
listu, a interakci CO, s transpiraci, je difuzni tok CO, umérny spadu koncentrace mezi
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Obrazek 2.1.4.A: Ustalena rychlost ¢isté fotosyntézy je vysledkem interakce procesu v
mezofylu a difizni vodivosti stomat. Mezofyl 1ze charakterizovat zavislosti rychlosti Cisté
fotosyntézy na intercelul&rni koncentraci CO, - ptijmovou funkei koncentrace D. Zdrojova
funkce S zavisla na koncentraci ma smérnici rovnou pievracené hodnoté stomatalni vodivosti

(Farquhar a Sharkey, 1982) .

vn&jskem a vnitikem listu (co°-c.°) (obrazek 2.1.4.a). Je li koncentrace vyjadfena molarnim
zlomkem, ma gs©, stomatalni vodivost pro CO,, stejny rozmér jako rychlost vymény CO,,.

Py =0§(c5 —¢cf) (2.14.A)

Stomatalni vodivost pro vodni paru, gs", je piiblizné rovna stomatalni vodivosti pro CO5, gs°,
nasobené empirickym koeficientem 1.6, odpovidajicim poméru diftiznich koeficient pro H,O
a CO, ve vzduchu.

gs =16-g5 (2.14.B)

Chceme li aby stomatalni vodivost co nejlépe odpovidala apertufe stomat a byla co nejméné
zavisla na experimentalnich podminkéch, jako je teplota ¢i tlak, vyjadiujeme gradient
koncentrace vodni pary jako gradient parcialniho tlaku Ap/pam (Mc Dermitt, 1990). Rychlost
transpirace E pak spliiuje rovnici:

E:g;va_p (2.14.C)
atm

Stomatalni vodivost pro H,O kombinovanou s vodivosti hrani¢ni vypoéteme z rychlosti
transpirace, zmétené hodnoty parcialniho tlaku vodni pary v okoli listu a parcialniho tlaku
nasycené pary uvnitt listu spocten¢ho z teploty listu ( coz 1ze naptiklad pomoci Antoineovy

formule (2.2.2.b)).

Pokud uvéaZzime interakci CO, s vodni parou vychazi teoretickd intercelularni koncentrace CO,
za b&znych podminek o 5-10 umol mol™ mensi (Sharkey, 1985). Piislu$néa formule zahrnujici
rychlost transpirace E je

Py = (05 ~E/2)-ct — (gt +E/2)-c (2.1.4D)

kde co® je koncentrace CO, v okoli listu a ¢ je koncentrace CO, v intercelularach.
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Apertura stomat je i v rdmci jednoho listu velmi variabilni (Laisk, 1983). Vlivem sucha nebo
ABA dochazi zejména u heterobarickych listl k prostorove riznorodému zavirani praduchii
(Sharkey a Seemann, 1988). P¥imé pouZiti formule (2.1.4.a) nebo ( 2.1.4.d ) vede v takovych
piipadech k nadhodnoceni hodnoty koncentrace CO; uvniti listu a nasledné k chybnému
zavéru o limitaci fotosyntézy temnotnimi reakcemi fotosyntézy (van Kraalingen, 1990).
Ukazuje se vsak, ze jednak heterogenni zavirani priduchti vlivem sucha neni obecny jev a u
trav nenastava (Gunasekera a Berkowitz, 1992), jednak méfeni s pfimym stanovenim
koncentrace CO, v listu ukazuji, Ze limitace fotosyntézy metabolismem pii suchu nemusi byt
vzdy artefakt zpiisobeny prostorové riiznorodym zaviranim priducht (Lauer a Boyer, 1992).
Budeme nadale predpokléadat, Ze v naSich experimentech prostorové nehomogenni zavirani
praduchti nenastava.

2.1.5 Fotosyntéza na Urovni rostliny a porostu

Vymeéna tepla a hmoty mezi rostlinou a okolim se déje zejména nucenou konvekei,
pohanénou vétrem, nebo volnou konvekci, pii niz je zdrojem pohybu vztlak vyvolany
ohfevem. Protoze konkrétni fyzikalni situaci je tézko ptesné definovat a feSeni rovnic fidicich
transport je komplikované, pouziva se pro zjednoduseny popis situace bezrozmérnych
charakteristickych ¢isel (Schuepp, 1993), cozZ jsou invarianty fyzikalné podobnych systémd,
tedy systému, které jsou si geometricky podobné a lisi se fyzikalnimi vlastnostmi latek a
pusobicimi silami tak, Ze se vyvijeji stejné, jen se zmeénou casového a prostorového meéftitka.
Odpor hrani¢ni vrstvy listu pro vyménu plynil v konkrétni situaci se stanovuje napiiklad
pomoci jednostranného modelu listu, zhotoveného z provlhéeného filtraéniho papiru (Gaastra,
1959). Atmosféra na povrchu umélého listu je nasycena vodni parou, z teploty listu 1ze tedy
spocitat parcidlni tlak. Pomér vodivosti hrani¢ni vrstvy pro H,O a CO; je v ptipadé€ laminarni
hraniéni vrstvy, kdy hraje roli kromé diftize i proudéni, 1.37~(1.6)" (Laisk, 1977) (mocnitel
2/3 vyplyva z fyzikéalniho popisu lamindrniho proudénd v hrani¢ni vrstvé) pii turbulentnim
michani jsou vodivosti stejné.

Pokud je odpor hrani¢ni vrstvy velky, ma stomatalni regulace na rychlost transpirace jen maly
vliv. To se projevi v hodnoté tzv. koeficientu odpiazeni ( McNaughton a Jarvis, 1991) (
2.1.5.a) blizké k 1. Hodnoty Q vyjadiuji ztratu kontroly stomat nad transpiraci a pohybuji se
od 0.01 pro jehli¢nany ve vétru az po 0.97 pro velké listy tropickych rostlin (Schuepp, 1993).

0.1 9 9E (2.15A)
E dg,

Asimilaty jsou dopravovany na mista spotieby floémem, hnaci silou pro tok floému je
pravdépodobné pouze gradient hydrostatického tlaku (Minchin a Thorpe, 1987), vyvolany
aktivnim transportem asimilati do floému (Magnusson a kol., 1986). Zptusob rozdélovani
asimilatl je fizen ,,pfitazlivou silou* mista spotieby. Vhodnymi modelovymi sinky jsou
rostlinni parazité, rostouci semena luskovin nebo obilky, plody, nektarie a hlavné mladé
rostouci organy (Wolswinkel, 1985). Snizeni spotfeby a nasledné hromadéni asimilath maze
vyvolat snizeni rychlosti fotosyntézy (Williams a Farrar, 1988). ProtoZe i rostouci
fotoautotrofni organy jsou sinkem pro asimilaty, je fotosyntetickd produkce autokatalyticky
proces a to se projevi v pocatecni exponencialni fazi rtistu rostliny, jehoz charakteristika,
relativni rychlost ristu, zavisi na zptsobu rozdélovani asimilatd mezi autotrofni a heterotrofni
organy stejn¢ jako na rychlosti fotosyntézy.
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2.1.6 Fotosyntéza Cs rostlin v nizké teplote

Nizka teplota nad 0°C vyvolava u rostlin mirného klimatu odolnych k chladu aklimaci k nizké
teploté a otuzovani k pisobeni mrazu. Rychlost ristu a temnotniho dychani rostlin jsou pii
nizké teploté snizeny vice nez rychlost fotosyntézy (Levitt, 1980). Snizend spotieba, ptipadné
zpomaleny transport, asimilatd vede k jejich hromadéni a k limitaci fotosyntézy sinkem
(obrazek 2.1.3.c), projevujici se ztratou citlivosti rychlosti ¢isté fotosyntézy ke snizeni
koncentrace kysliku nebo ke zvySeni koncentrace CO; (Joliffe a Treguna, 1968). Protoze
energie zachycena svételnymi reakcemi nemuze byt plné vyuzita v temnotnich reakcich,
vznikd velky gradient protonti ptes thylakoidni membranu, projevujici se vysokou hodnotou
koeficientu nefotochemického zhaSeni (Labate a kol., 1989), a dochazi snadno k fotoinhibici.
Béhem aklimace v nizké teploté se kyslikova citlivost fotosyntézy obnovuje (Huner a kol.,
1986, Sage a Sharkey, 1987). DalSim projevem aklimace je sniZeni citlivosti k fotoinhibici,
které mezi genotypy obilovin dobfe koreluje s nartistem fotosyntetické kapacity, coz
potvrzuje vySe uvedeny mechanismus vzniku fotoinhibice v nizké teploté, a také se ziskanou
odolnosti rostlin, coz svéd¢i o velkém vyznamu aklimace fotosyntézy pro otuzovani rostlin
(Oquist a kol., 1993, Oquist a Huner, 1993). D4 se fici, ze u zimovzdornych bylin je cilem
aklimace fotosyntetického aparatu udrzet i v zim¢ vysokou rychlost fotosyntézy potiebnou
pro otuzeni na rozdil od jehli¢nanti, u nichz dochazi k regulovanému snizeni u€innosti
svételnych reakci fotosyntézy tak, aby byl fotosynteticky aparat chranén pied fotodestrukci
(Huner a kol., 1993).

2.1.7 Cil prace

Vétsina praci uvedenych v kapitole 0, tykajicich se fotosyntézy a otuZovani, se zabyva
zménami po dlouhodobém otuzovani popiipad€ po vyvinu listu, ktery prob¢hl zcela v nizké
teploté. ProtoZe je znamo, Ze i plné vyvinuté listy ozimych obilovin jsou schopné vyrazného
otuZeni, a toto otuZeni je patrné uz za dobu jednoho tydne, zajimalo nas, zda je toto otuZeni
doprovazeno zménami ve fotosyntetickém aparatu, projevujicimi se ve vymeéné plynt.
Hlavnim objektem zajmu byly zmény v typu fotosyntetické limitace (obrazek 2.1.3.c)
sledované pomoci zmén v citlivosti isté fotosyntézy ke snizeni koncentrace kysliku nebo ke
zvyseni koncentrace CO; a v rychlosti indukce fotosyntézy po osvétleni. Limitace spotiebou
asimilatt se miize projevit 1 v indukei fotosyntézy svétlem, protoze indukce vyzaduje
nahromadéni metaboliti Calvinova cyklu a limitace sinkem mtize vést k rychlému hromadéni
metaboliti Csz cyklu a tim 1 k rychlejsi indukci. Zajimal nés i ¢asovy prubéh zmén béhem
aklimace. Perspektivnim cilem téchto a podobnych vyzkumu je ziskat fyziologicky marker
odolnosti rostlin ozimé pSenice k mrazu.

2.2 Metoda

2.2.1  Metodika méreni rychlosti asimilace a transpirace v otevifeném systému

List byl pfi méfeni rychlosti vymény CO» a vodni pary v otevieném gazometrickém systému
uzavien v pratocné listové komote, do niz byla pousténa definovanou rychlosti plynna smés o
znameé koncentraci CO, a H,O. Rychlost vymény sledovanych plynt mezi listem a
atmosférou v komote byla urCovana z prutoku a zmény koncentrace plynu mezi vstupem a
vystupem z listové komory.

Otevieny gazometricky systém se dé€li na ¢ast zdrojovou, v niz se ptipravuje plynna smés se
stabilnimi vlastnostmi, a ¢ast méfici.
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Zdrojova cast

Vzduch byl nejprve Cerpan membranovou pumpou pies nadobu tlumici razy, jehlovy
regulacni ventil, absorbér CO, a vymrazovac vodni pary. Jako absorbér CO, bylo pouzito
natronové vapno (absorbuje 1épe pii vyssi vzdusné vlhkosti). Suchy vzduch bez CO, byl déle
obohacovan o CO, v misicim zafizeni v hadi¢kach ze silikonové gumy obklopenych plynnym
CO; (Apel a Lehmann, 1969). Vysledna koncentrace CO, zavisela jednak na délce hadicky,
kterou bylo mozné ménit pfepojovanim drahy plynu, jednak na pritoku plynu, udrzovaném
regula¢nim ventilem a manostatem. Konstantni pritok na vystupu zdrojové ¢asti byl
zajiStovan membranovou pumpou a regulacnim ventilem. Vzdus$na vlhkost byla stabilizovana
obohacenim plynné smési ve zvlh¢ovaci, prutoéné hadicce s vlhkym knotem, s naslednym
vymrazenim na definovanou teplotu rosného bodu. Plynna smés se sniZzenou koncentraci O,
se ptipravovala misenim vzduchu z tlakové lahve pies fritu do ¢istého dusiku. Koncentrace O,
byla méfena paramagnetickym analyzatorem O, (Permolyt 3, Junkalor, NDR).

Meérici cast

Koncentrace plynné smési na vstupu meétici ¢asti se stanovovala infraCervenym analyzatorem
CO; (Infralyt 4, NDR), zména koncentrace CO po priichodu listovou komorou
infracervenym analyzatorem CO; (Uras 3G, Hartmann a Braun, SRN) v diferen¢nim zapojeni
s vyfazenym lineariza¢nim zafizenim. Kalibra¢ni plyny byly michany pfesnymi pumpami
(Wosthoff, SRN). Kalibracni kiivka prvniho analyzatoru pracujiciho v absolutnim médu byla
ziskana nelinearni regresi pomoci exponencialni funkce (odpovida Lambertovu Beerovu
zakonu):

coo
—b-c; (2.2.1.A)

U=a-(1-e )

vvvvvv

absolutni koncentraci CO, ode¢tené prvnim analyzatorem.

co Co2
~d-cg 2 —d-Ci (2.2.1.B)

-b-e
Pritok plynu do listové komory byl méfen plovakovym rotametrem. Rotametr byl
okalibrovan odecitanim rychlosti pohyblivych bublin tvofenych tenzidem v odmérném valci.
Vlhkost vzduchu v listové komote byla stanovena méfi¢em rosného bodu (Waltz, Némecko)
pracujicim na principu zrcatka chlazeného Peltierovym efektem. Zpocatku byl pro méteni
pouzit méné presny termoclankovy psychrometr doméci vyroby.
Teplota listu byla méfena termoc¢lankem méd™-konstantan s referenénim spojem v
termostatované lazni. Tloustka Cu dratu byla 0.05 mm a konstantanového 0.07 mm. Vztah
mezi teplotou a napétim na termoclanku je

t = 0.02+26.04 U-0.63 U?

U=a+b-e

(2.2.1.C)

Jako zdroj svétla byla pouzita halogenova Zarovka HPZ 301 (220V/600W, Tesla) s teplotou
chromati¢nosti 3000K. Vyzatovaci charakteristiku l1ze urcit podle Planckova vyzarovaciho
zakona upraveného na molarni jednotky:

2nc (2.2.1.D)
2 *Na (exp(hc/kr. T)-1)

Mezi svételnym zdrojem a listovou komorou byl kvili odstranéni tepelného zafeni zarazen
filtr tvofeny vodou chlazenym roztokem siranu méd’natého. Jeho transmisni charakteristika
byla ur¢ena na zéklad¢ méteni spektrofotometrem (M400, Zeiss).
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Obrazek 2.2.1.A: Emisni spektrum halogenové zarovky s teplotou chromati¢nosti 3000K v
molarnich jednotkach a transmisni charakteristika filtru s roztokem CuSQ,, pouZitého pro

odstranéni infracerveného zareni.

Poloha maxima emise zdroje byla podobna jako u slunecniho svétla (teplota chromati¢nosti
6000K), tvar maxima byl vyrazné ostfejsi. Vysledna ti€innost, odhadnuta na zékladé
zobrazeného ak¢niho spektra, byla asi polovi¢ni nez i€¢innost monochromatického cerveného
svétla s maximalni ucinnosti pro fotosyntézu.
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Obrézek 2.2.1.B: Porovnani vypocteného emisniho spektra svételného zdroje s emisnim

spektrem slunce v relativnich molarnich jednotkach. Pro porovnani G¢innosti je ¢arkované

schematicky vyznaceno akéni spektrum zelené fasy.

2.2.2  Vyhodnoceni vysledkii mereni v otevieném gazometrickém systému

Tlak nasycenych vodnich par v zavislosti na teplot¢ 1ze dobie vyjadtit Antoineovym vztahem
s empirickymi konstantami A, B, C (Habr, 1975):
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In(pY) = A-— (22.2.A)

1+ C
konkrétné:
py = 610.8-exp(—17'269'tj (222B)
2373+t
Rychlost transpirace E byla vypoc¢tena z formule
(pS -pi") f
E=~— 7 (22.2.C)
S'-R-T

kde pi a po jsou parcialni tlaky vodni pary pied a za listovou komorou, vypoc¢tené z hodnot
rosného bodu pomoci Antoineovy formule, f je pratok listovou komorou, S je listova plocha a
R univerzalni plynova konstanta. Podobné se vypocte rychlost Cisté fotosyntézy Py

(cf —cS)-fPam (2.2.2.D)
SR-T

kde c; a ¢, jsou koncentrace oxidu uhli¢itého pied a za listovou komorou a pam je tlak
vzduchu. Stomatalni vodivost gs pro vodni paru byla vypo¢tena pomoci ( 2.1.4.c):

P, =

g/ _ E-Pam (2.2.2.E)
(! -pY)

kde p; je parcialni tlak vodni pary uvniti listu spo¢teny pomoci Antoineovy formule z teploty
listu. Intercelularni koncentraci CO; byla vypoctena z ( 2.1.4.2):

cC =c5 -16-P, /gy (22.2.F)

2.2.3  Kultivace rostlin

Rostliny ozimé pSenice, kultivary Mara, Zdar, Simona, Viginta a Mironovska 808, byly po
nakliceni na vlhkém filtra¢nim papife uchyceny po 10 do sklenénych list obloZzenych
molitanem a umistény maximalné po 10 liStach do vanicek s Zivnym roztokem. Obsah
vanicky byl 61 a byl jednou tydné vyménovan. SloZeni plného Hoaglandova zivného roztoku
bylo 2.36 g Ca(NOs) - 4H,0, 1.12 g KNOs3, 0.27 g KH3POy4, 0.49 g MgSO, - 7TH,0 a 1 ml
roztoku citratu Fe v koncentraci 0.5% na 1 1 vody. Kultivace probihala v klimaboxu pii 15°C,
200 pmol m?s™ svétla a fotoperiodé 16 hodin do plného vyvinu druhého listu. Néasledné
otuzovani probihalo pfi 5°C, dal$i podminky byly stejné jako pti pfedchozi kultivaci.

2.2.4 Popis experimentu

Duralova listova komora s vodou chlazenym plastém a svételnym filtrem byla chlazena
ultratermostatem tak, aby bylo dosazeno teploty listu 5°C. Pfed sledovanim pribéhu indukce
byla rostlina alespont 30 min potmé.
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2.3 Vysledky

U neadaptovanych rostlin pSenice méfenych pii 5°C pti zvySovani koncentrace CO, nad
bézné hodnoty nedochézi k takovému zvySovani rychlosti fotosyntézy jako u rostlin chladové
aklimovanych (obrazek 2.2.4.a). Hodnota kompenzacni koncentrace CO; je pomérné nizka,
kolem 10 umol mol™ a nebylo zjisténo, Ze by se b&hem aklimace ménila.

»

N

® chladové otuzené
o kultivované pii 20°C

N

o

rychlost Cisté fotosyntézy ( umol m?s™t )

o

200 400 600 800

koncentrace CQO, ( umol mol'l)
Obrazek 2.2.4.A: Rychlost ¢isté fotosyntézy v zavislosti na intercelularni koncentraci CO; pii
teploté 5°C a intenzité svétla 500pmol m?s™ . Carkovang a prazdnymi krouzky je vyznageno
méfeni neaklimovanych rostlin, plnymi ¢arami a krouzky je vyznaceno méteni rostlin
otuzovanych 7 dni pfi teploté 5°C. Data byla fitovana obecnou hyperbolickou funkci,

vyznaceny jsou konfiden¢ni pasy na hladiné 95%.

odrida neotuzené otuzené
Mironovska 808 0.5 0.9
Mara 0.3 0.5
Viginta 0.3 0.7
Zdar 0.2 0.5
Simona 0.1 0.6

Tabulka 2.2.4.A: Relativni citlivost rychlosti ¢isté fotosyntézy ke zvyseni koncentrace CO, v

mmol mol™ pro 5 kultivari ozimé pSenice uvedenych v pofadi podle mrazuvzdornosti.

Me¢teni zavislosti rychlosti €isté fotosyntézy na koncentraci CO; v nizké teploté bylo
provedeno pro neotuzené a otuzené rostliny péti kultivarti ozimé pSenice, vyrazné se liSicich v
mrazuvzdornosti. Data byla fitovana obecnou hyperbolickou funkci

(Pu= (-G +Bu))- (P orz o 4B =

a z derivace takto ziskané zavislosti Py na intercelularni koncentraci CO, délené Py pii
koncentraci CO, rovné 600 pmol mol™ byla stanovena relativni citlivost fotosyntézy ke
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zvysovani koncentrace CO,. Citlivost fotosyntézy k CO, pied otuzenim je nizka a koreluje s
mrazuvzdornosti otuzenych rostlin, po otuzeni pak vyrazn¢ vzroste (tabulka 2.2.4.a).
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Obrézek 2.2.4.B: Relativni zvySeni fotosyntézy po sniZzeni koncentrace O, na 1% v prub&hu

otuzovani rostlin psSenice v nizké teploté (Janacek a Prasil, 1992).

ProtoZe se nizka teplota projevuje ve fotosyntéze Cs rostlin rovnéz nepiitomnosti Warburgova
efektu - snizenim koncentrace O, se fotosyntéza nezvysi, sledovali jsme prubéh aklimace
rostlin ozimé pSenice pomoci zmén v rychlosti ¢isté fotosyntézy po snizeni koncentrace
kysliku (obrazek 2.2.4.b, téZ Janacek a Prasil, 1992). Po 5ti dnech aklimace v nizké teploté
byl Warburgiv efekt pIn¢ obnoven.

Piechodovy jev po snizeni kysliku, ktery nastava (obrazek 2.2.4.c) u neaklimovanych rostlin,
je typicky pro podminky navozujici limitaci spotiebou asimilati (Viil a kol, 1977) a je
doprovazen prechodnym poklesem koncentrace redukovanych metabolitii Calvinova cyklu,

rovnovaha je patrné znovunastolena sniZzenim aktivity enzyma Cs cyklu, zejména Rubisco
(Schnyder a kol., 1986).
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Obrazek 2.2.4.C: Piechodovy jev v rychlosti ¢isté fotosyntézy pii 5°C po snizeni koncentrace
O, na 1%. Neaklimované rostliny reaguji pfechodnym poklesem fotosyntézy, typickym pro

O, insenzitivni fotosyntézu.

Pti indukei fotosyntézy v nizké teploté po osvétleni byl napadny pomérmné rychly nértst
rychlosti Cisté fotosyntézy s vyraznou oscilaci. Behem otuzovéni se indukce vyrazné
zpomaluje a oscilace mizi (Janacek a Prasil, 1992). K oscilaci dochazelo po fixaci asi 0.65
mmol CO, m™ nezéavisle na intenzité ozafenosti (obrazek 2.2.4.d).
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Obrézek 2.2.4.D: Indukce fotosyntézy v nizké teploté u neaklimovanych rostlin pSenice pti
dvou intenzitach svétla. Svislymi ¢arami je vyznacen pocatek oscilace, ureny z derivace

indukéni kivky, k némuz doglo v obou p¥ipadech po fixaci 0.65 mmol m? COs.

Oscilace v indukeci se projevila i na prabéhu koeficientu fotochemického zhaseni fluorescence
méfeného za nizké teploty (obrdzek 2.2.4.e).
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Obrézek 2.2.4.E: Prubéh modulované fluorescence a koeficientu fotochemického a
nefotochemického zhaseni pii indukci fotosyntézy v nizké teploté. Méfeni na PAM laskavé

provedla Dr. Synkova z UEB Praha.

2.4 Diskuse

Uvedené vysledky ukazuji, Ze uz béhem prvniho tydne aklimace rostlin ozimé pSenice k nizké
teploté dochazi k vyraznym zménam v citlivosti ke koncentraci oxidu uhlicitého a kysliku,
podobné jako pfi dlouhodobém otuzovani rostlin zita popsaném v praci Huner a kol. 1986.
Necitlivost fotosyntézy ke zvySovani CO, nad bézné hodnoty, ke sniZovani koncentrace O,
oscilace pii indukci fotosyntézy a po snizeni koncentrace O, u neaklimovanych rostlin svéd¢i
o limitaci fotosyntézy spotfebou asimilat. VSechny popsané jevy se ztraceji béhem otuzeni.
Kompenzacéni koncentrace CO; se béhem otuzovani neméni, a tedy ke zméndm ve specificité
Rubisco a fotorespiraci, povazovanych v praci Huner a kol. (1986) nebo Lehnerr a kol. (1985)
za pii¢inu Oy necitlivosti, patrné béhem otuzovani nedochézi,

Odolnost kultivart ozimé pSenice k mrazu korelovala s citlivosti neotuzenych rostlin ke
zvyseni koncentrace CO, v nizké teploté. To by bylo vysvétlitelné vyssi chladuvzdornosti ve
spotfebé asimilati u odolnéjsich kultivart. Korelaci mezi odolnosti kultivarti ozimé pSenice a
nékterou charakteristikou vymény plynti po aklimaci, jako tieba kapacitou fotosyntézy u
obilnin od jarni p3enice po ozimé Zito (uvedeno v praci Oquist a Huner, 1993), se objevit
nepodafilo. To se d& vysvétlit bud’ mensim rozsahem odolnosti u pouZzitého materialu nebo
rozdily v délce otuzovani.
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3 Pusobeni stresu nedostatkem vody a koncentrace oxidu uhli¢itého na rostliny.
3.1 Uvod

3.1.1  Vodni potencidl a riist bunky

Vodni potencidl je chemicky potencial vody, déleny parcidlnim molarnim objemem vody, ma
rozmér tlaku. Lze ho s velkou pfesnosti uréit ze snizeni parcialniho tlaku vodni pary nad
vzorkem oproti tlaku nad Cistou vodou.

g, =AW Ho _ RT "”[V j (3.L1A)
VW VW Psat

Pro zfedéné roztoky nedisociujicich latek plati ptiblizné¢ van’t Hoffiiv vzorec, udavajici
zavislost vodniho potencialu na molarité

¥,y =—-RTC (3.1.1.B)

Vodni potencial rostlinné burniky je souctem tlakového a osmotického potencialu (ptipadné téz
matri¢niho a gravita¢niho potencialu).

Objemovy narust rostlinné buiiky je vysledkem transportu vody do bunky proti gradientu
vodniho potencialu a expanze bunécné stény. Limitujici pro rist mize byt hydraulicka
vodivost (Lp) nebo plasticka roztaznost bunééné stény (m). Rovnovazna hodnota rychlost
rustu bunky je dana formuli

1AV 11 1) (can-v) (3.1.1C)
Vd (m Ly

odvozenou (Lockhart, 1965) pro rostouci bunky fasy Nitella, kde V je objem bunky, ¢ je
reflexni koeficient, Ar je rozdil osmotického potencialu mezi vnéjskem a vnitikem buiiky a Y
tlak Kkriticky pro rust.

3.1.2  Transpiracni proud a rust listu

Sledovani pohybu vody listem pomoci znaceni transpira¢niho proudu ukézalo, ze v
pSenicném listu mé nejvétsi odpor mestomova pochva svazkii cévnich (Canny, 1988).

Listy trav rostou z bazalniho meristému, ktery je i s celou ristovou zoénou listu chranén
listovou pochvou listu star§iho. Konecna velikost listu je ovliviiovana charakteristikami
vodniho provozu béhem rtstu. Voda nutna pro riist musi prochdzet meristémem, v némz jsou
vodiva pletiva dosud malo vyvinuta. Rust listt trav tedy miize byt limitovan kromé gradientu
osmotického potencialu i hydraulickou vodivosti pro vodu ze zdroje do rostoucich se buné¢k (
3.1.1.c) (Barlow, 1986).

3.1.3  Pusobeni stresu nedostatkem vody na rostliny

Stres nedostatkem vody se u rostlin projevuje nejprve zpomalenim dlouzivého ristu (Hsiao,
1973). Zatimco silny stres zptisobuje ztratu turgoru nutného pro rist ( 3.1.1.c ) az vadnuti, pii
zacinajicim stresu se turgor v rostouci zén€ zachovava a pric¢inou zpomaleni riistu je bud’
zmeéna vlastnosti bunéénych stén, konkrétné snizeni plasticity nebo zvySeni hodnoty turgoru
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kritické pro rust (Barlow, 1986), nebo vymizeni gradientu vodniho potencialu, nutného pro
transport vody do bunék (Nonami a Boyer, 1989).

Inhibice fotosyntézy pii nedostatku vody je zptisobena hlavné zavirdnim stomat (Chaves,
1990). Rolovani nebo skladani list u nékterych druht snizuje projektivni listovou plochu,
tedy piijem svétla, a zvySuje odpor hrani¢ni vrstvy. Snizeny rtist vede k mensi spotiebé
asimilatt a k jejich hromadéni v listu. Interakce sucha se silnym svétlem zptisobuje
fotoinhibici, ktera je mensi v ptipadé srolovanych list, a vyssi nefotochemické zhéseni
(Corlett a kol., 1994). Sucho se projevuje v rychlosti asimilace diive nez ve fluorescenci
chlorofylu (Jones a kol., 1990). Fotosynteticka kapacita mezofylu se sniZuje v zavislosti na
relativnim obsahu vody podobné& u xero-, mezo- 1 hygrofyt (Kaiser. 1987), 50% pokles
relativniho obsahu vody mé za nasledek 40-60% poklesu kapacity. Pfi¢inou zpomaleni
metabolizmu je zfejmé inhibice n¢kterého enzymu v draze regenerace RuBP (Gunasekera a
Berkowitz, 1993).

Osmotické prizptisobeni je aktivni hromadéni nizkomolekuldrnich latek v bunkéch vyvolané
stresem nedostatkem vody; pokles vodniho potencidlu je tak vétsi, néz kdyby byl vyvolan
pouze dehydrataci. Podili se ném zejména draselné kationty, cukry, anionty organickych
kyselin a prolin. Osmotické pfizptisobeni umoziiuje udrZzeni bunécného turgoru a gradientu
potencialu pro transport vody. Negativnim disledkem je zvyseni viskozity buné¢ného obsahu
a tedy pomalejsi transport latek difazi, proto je osmotické pfizplisobeni rostlin ucelné pouze
ve stresovych podminkéch a snad proto jsou bézné zadsobni formy asimilat pievazné
vysokomolekularni latky - Skrob, fruktany. Z energetického hlediska neni osmotické
prizptisobeni narocné: piijem uhliku se pfi suchu snizuje, hromadéni asimilata vyzaduje
mensi metabolické ndklady nez produkce strukturnich latek a je pti ném prodychano méné
asimilatt (McCree, 1986)

Zpisob ochrany proti stresu nedostatkem vody je u vétSiny suchozemskych rostlin vyhnuti se
(avoidance) dehydrataci. VVyrazna tolerance k dehydrataci se vyskytuje pouze u
poikilohydrickych rostlin (ressurection plants). Mechanismy vyhnuti se mohou byt zaméfeny
jednak na omezeni spotieby vody - zavirani stomat, rolovani listii, opad listii, snizeny rast a
zkracena doba ontogenetického vyvoje, jednak na zajisténi spotieby vody - osmoticke
piizptsobeni, zvySené poméru kofen/nadzemni ¢ast (Levitt, 1980).

Strategie rostliny pii stresu nedostatkem vody je urcena tim, jaky je podil jednotlivych
obrannych mechanismt na ptizpisobeni (pojem strategie je snad namisté€ 1 u téchto
neuvédomeélych, ale z hlediska pteziti ucelnych reakci). Takto definovany typ strategie pfi
stresu nedostatkem vody je geneticky podminén u rostlinnych druht a projevuje se v rozdilné
schopnosti osmotického ptizpisobeni u genotypt pSenice (Morgan, 1984) nebo jeCmene
(Blum, 1989). Uspé&snost strategie, ktera mize byt hodnocena z hlediska produktivity,
individuélniho pfeziti nebo pteziti druhu, zavisi na intenzité a trvani stresu a kompetici o vodu
s jinymi rostlinami.

Pfi studiu odolnosti genotypt obilovin ke stresu nedostatkem vody pomoci gazometrickych
méieni se zjistilo, ze genotypy odolnéjsi k suchu si pii nedostatku vody zachovavaji vyssi
relativni obsah vody a kapacitu fotosyntézy (Ritchie a kol., 1990) a stomatalni vodivost
(Johnson a kol., 1987). To muze byt disledek odlisné strategie odolnych genotypt pfi
prekonavani stresu nedostatkem vody.

3.1.4 Cil prace

1) Vyvinout a pomoci sledovani dlouzivého ristu otestovat metodu vyvolani definované
urovn¢ stresu nedostatkem vody pii kultivaci rostlin a méfeni vymeény plynt v fizenych
podminkach pomoci roztoku polyetylenglykolu o vysoké molekulové hmotnosti.
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2) Pomoci fitovani mechanismovych modelti metabolismu fotosyntézy na experimentalni data
stanovit vliv stresu nedostatkem vody na vyménu plyna listem pfi riznych koncentracich CO,
a definovanych Urovnich stresu nedostatkem vody. Metodu ohodnoceni podilu stomat a
biochemickych reakci na limitaci fotosyntézy odvodit na zéklad¢ analyzy fizeni metabolismu
fotosyntézy (Woodrow a kol., 1990).

3.2 Metoda

3.2.1  Modelové funkce pro stomatalni vodivost a rychlost Cisté fotosyntézy

Regresi vysledkil gazometrickych méfeni rychlosti Cisté fotosyntézy lze ziskat linearni
zéavislost stomatalni vodivosti a hyperbolickou zavislost rychlosti ¢isté fotosyntézy na
intercelularni koncentraci CO,.

Js=aci+h (32.1A)

_Puac(6=T) o (32.1.B)

No¢, +233r °

3.2.2  Stanoveni podilu stomat a biochemickych procesu na limitaci fotosyntézy.

Necht je znama zavislost rychlosti Cisté fotosyntézy na intercelularni koncentraci CO; -
piijmova funkce mezofylu D(c) a stomatalni vodivost pro CO; - pfevracena hodnota smérnice
zdrojové funkce S(c). Pfedpokladame, Ze piijmova funkce je pfimo imérna veli¢iné R,
odpovidajici fotosyntetické kapacité mezofylu. Pti transportu CO, listem plati rovnost
zdrojové a piijmové funkce
S(ci(9,R),9)-D(cj(9,R),R)=0

Formalnim zderivovanim podle g a R dostaneme:

d_Sﬁ dS dD E—O dS dc;j dD_dCi dD_O

dcj dg dg dcj dg dcji dR dci dR dR

Oznacime D’ derivaci ptijmové funkce podle c;, dosadime derivace zdrojove funkce a
pouzijeme piimé imérnosti piijmové funkce na R.

_g.ﬁ+(c_ci)_D'.ﬁ:O _g.ﬁ_D'.ﬁ_B:O
dg dg dR dR R
Odtud spocteme derivace c;:
dei _ (e-ci) di_ D 1
dg g+D' dR R g+D'
Vyjadiime derivace fotosyntézy a po dalSich upravach dostaneme fidici koeficienty:
dA _dD dcj ., dcj d_A_dS.dCi__g_dCi
dg dcj dg dg dR dcj dR dR
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dA_ -(C'Ci) d_A:g._D. 1

dg " gD dR ° R g+D'

PRISMCLICE. ROA_ L

A dg A g+D A dR ~ g+D
-9.¢A_D c, -RAR__9 (32.2.A)

A dg g+D’ A dA g+D'

Ridici koeficient pro stomata, Cs, udava podil relativni zmény fotosyntézy, vyvolané zménou
stomatalni vodivosti, a relativni zmény stomatalni vodivosti. Cim je vétsi, tim je fotosyntéza
vice limitovana stomaty. Podobn¢ pro mezofyl.

)

[EEN
a1

-2 -1

rychlost toku CO, (pumol m*s

[IEN
o

(3]

o

0 200 400 600
koncentrace CO (pl I'l)
Obrézek 3.2.2.A: Tlustrace odvozenych vztaht pro koeficienty stomatalni a mezofylové
limitace fotosyntézy. Jsou nakresleny stejné relativni poklesy zdrojové funkce S(c) a ptijmové
funkce D(c) (viz ptiloha B). JelikoZ ma D(c) mensi smérnici v priiseciku A, je pokles
rychlosti fotosyntézy na hodnotu B (vyvolany poklesem stomatélni vodivosti a podle
vzorecku timérny Cs) vskutku mensi neZli pokles na hodnotu C (vyvolany poklesem

mezofylové kapacity a tmérny Cyy).

Soucet vSech fidicich koeficienti je 1.0 pokud jsou rychlosti izolovanych procesti umérné
parametrim, pro néz jsou kontrolni koeficienty definovany. To je v ptipad¢ stomatalni
vodivosti splnéno. Pro mezofylovy koeficient by to platilo naptiklad tehdy, kdyby se neménil
druh limitace (Rubiscem, svétlem, sinkem) a R by byla kapacita limitujici slozky.

Je-1i rychlost fotosyntézy vyjadiena vztahem ( 3.2.1.b ), plati pro derivaci D’

D'=p':M (3.2.2.B)
(c; +2.33r)
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3.2.3  Mereni vodniho potencidlu termoclankovym hygrometrem.

Termoclankovym hygrometrem HR33T (Logan, USA) Ize méfit vodni potencidl vzorkt
rostlinného pletiva ¢i roztokti metodou rosného bodu. Vodni potencidl odpovida urcité
hodnot¢ snizeni tlaku vodni pary nad vzorkem oproti tlaku nasycené pary pfi teploté vzorku.
Termoclankovy spoj obaleny kapkou ¢isté vody je ochlazovan pod teplotu vzorku
prochézejicim proudem a pii ur¢itém podchlazeni ma nasycena vodni para pii teploté
termoc¢lanku stejny tlak jako para nad vzorkem a nastava energeticka rovnovaha.

Vysrazeni kapky na spoji se déje zapojenim chladiciho proudu. Béhem vlastniho méteni se
periodicky pfepina mezi chlazenim definovanym proudem (tzv nw set charakteristicky pro
dany spoj a teplotu) odpovidajicimu energetické rovnovaze suchého spoje a mezi méfenim
teploty termoclanku.

Ptistroj ukazuje hodnoty napéti v mikrovoltech odpovidajici snizeni teploty spoje. Pfistroj
kalibrujeme roztoky NaCl o koncentracich do 2M, pro které jsou hodnoty vodniho potencialu
znamé (Wiebe a kol, 1971).

Z principu méfeni je zfejmé, ze velmi zaleZi na stabilni teploté méfeni. Teplota ovliviiuje i
hodnotu nw setu. Dosazeni teplotni rovnovahy a rovnovahy v tlaku vodni pary mezi vzorkem
a atmosférou v méfici komtrce mtize pii velkém odporu k difuzi vodni pary trvat 1 fadove
hodiny.

Me¢éfieni intaktnich ¢asti rostliny obvykle znemoznuji tepelné gradienty a obtize s utésnénim
méfici komory. Vodni potencidl oddéleného vzorku se miize po oddéleni zménit diky relaxaci
tenze vodniho sloupce v xylému. Rust pletiva, redistribuce vody ¢i iontl a metabolické zmény
béhem ekvilibrace rovnéz mohou ménit odectenou hodnotu. Vadi i teplotni gradient vznikly z
tepla uvolnéného dychanim.

Bunéény obsah pro méfeni osmotického potencialu rostlinného pletiva ziskavame rozrusenim
pletiva bud’ pomoci mrazeni nebo vymackanim. Vymackanim se zpravidla dostane fidsi
roztok (Kikuta a Richter, 1992).

3.2.4  Osmoticky potencial vodnich roztokiit PEG.

Zavislost vodniho potencialu roztoku PEG na koncentraci vyjadiené v kilogramech
PEG na kilogram vody lze vyjadtit takto (McCledon, 1981):

RT 2
-Yw :VC+RTA20 (3.24.A)

kde M je molekulova hmotnost, A; je (empiricky) druhy virialni koeficient. McCledon ziskal
hodnoty pro PEG 6000 pii 25°C M=6600 kg kmol™, A,=4.3*10" kmol kg™*.
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Obrézek 3.2.4.A: Vodni potencial roztokt PEG 8000 v zavislosti na koncentraci. Céra
zobrazuje vysledek fitovani dat parabolickou funkci. Molekulova hmotnost vysla 7500 g mol
! druhy virialni koeficient A, z (3.2.4.a) vysel 4.4%10° mol g™,

McCledon z literarnich udaju zjistil linearni klesajici zavislost A, na teploté, tak, ze pii zhruba
80°C je Aznulové. To lze vysvétlit tak, Ze pti nizkych teplotach ve vysokych koncentracich
maji jednotlivé linedrni makromolekuly PEG tendenci interagovat mezi sebou, jsou natazené
a tedy se chovaji jako vétsi mnozstvi viceméné nezavislych molekul. Naopak pii vysSich
teplotach nebo v nizkych koncentracich jsou molekuly PEG sbaleny do kulic¢ek a roztok se
chové podle van't Hoffova zékona ( 3.1.1.b ):

—Yw = M (3.24.B)

3.3 Vysledky

3.3.1  Dlouzivy riist dvou kontrastnich odrid psenice

V této fazi prace Slo o stanoveni rozsahu koncentraci PEG vhodnych k navozeni
simulovaného stresu nedostatkem vody pro tcely dalsi prace.

Stres nedostatkem vody byl u kli¢nich rostlin pSenice navozen rtiznymi koncentracemi
polyetylenglykolu (PEG 8000, Sigma) v zivném roztoku. Byly pouzity odridy ozimé pSenice
Chlumecka 12 - stara ¢eska odrtida a Mexico 50/B21 - odriida s geny zakrslosti. Uroven
stresu byla sledovana pomoci dlouzivého ristu listi.

Obilky byly nakliceny na vlhkém filtra¢nim papite ve tmé pii 20°C, po 4 dnech byly kli¢ni
rostliny uchyceny do list a preneseny do Zivného roztoku na svétlo o intenzité 250 umol ms’
! délka dne ¢inila 14 h, teplota byla 20°C ve dne a 15°C v noci. Po tfech dnech byly klicni
rostliny pfeneseny do Zivného roztoku s PEG. Pro kazdou odridu byly v kazdé varianté 2 listy
po 12 rostlinach umistény v ploché misce o objemu 150 ml, zajisténé proti odpafovani. Délka
listu byla méfena ru¢né po dvou nebo tiech dnech u 12 rostlin od kazdé varianty. Denni
minimum osmotického potencidlu bylo bud’ méfeno ptimo, nebo spocteno z hmotnosti
zbylého Zivného roztoku pied doplnénim pomoci formule ( 3.2.4.a). Zivny roztok byl
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doplilovan na konstantni vdhu misky vzdy na konci svételné periody. Pouzity 50%
Hoaglandiv zivny roztok mél slozeni 1.18 g Ca(NOs) - 4H,0, 0.506 g KNOs, 0.136 g
KH3POy, 0.245 g MgSO, - 7H,0 a 1 ml roztoku citratu Fe v koncentraci 0.5% na 1 | vody,
pocatecni koncentrace PEG (tabulka 3.3.1.a).

g PEG/g roztoku potencial [MPa]

kontrola 0.12 -0.17

stres 0.21 -0.5

Tabulka 3.3.1.A: Pocateéni koncentrace PEG v zivném roztoku.

Pro kazdy jednotlivy druhy list byla zméfena konecna délka (tabulka 3.3.1.b). Rozdily mezi
variantami byly hodnoceny t-testem.

Chlumecka 12 Mexico 50/B21
kontrola stres kontrola stres
délka [mm] 285 220 140 92
CVv +13.7% +24.9% +12.5% + 26%
Wmin [MPa] -0.21 -0.61 -0.21 -0.38

Tabulka 3.3.1.B: Konec¢na délka 2. listu a praimérny minimalni osmoticky potencial zivného
roztoku pro dv¢ varianty a dvé odriady ozimé pSenice. Wi je primer dennich minim v

prubéhu celé kultivace.

Ob¢ odrudy reagovaly snizenim rychlosti riistu, Chlumecka vyrostla vice a reagovala mensim
relativnim sniZenim ristu: 77% oproti 66% u odriildy Mexico. Odriida Mexico diky menSimu
rustu spotfebovala ve stresované variant¢ mensi mnozstvi vody nez odrida Chlumecka a tedy
dosahovala vyssich hodnot vodniho potencidlu Zivného roztoku ke konci svételné periody. U
stresované varianty vysel t¢émét dvojndsobny koeficient variance kone¢né délky listu.

Z linearni regrese zavislosti délky kazdého jednotlivého listu na ¢ase byl extrapolaci vypocten
Cas zacatku rustu a celkova doba ristu (tabulka 3.3.1.c). Mezi kontrolou a stresovanou
variantou nebyly nalezeny rozdily v dob¢ zacatku rastu druhého listu ani v trvani rastu.
Casové tidaje jsou ve dnech.
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rust 2.listu: Chlumecka 12 Mexico 50/B21

zacatek 6.2 4.9

doba 7.6 8.5

Tabulka 3.3.1.C: Cas zacatku a doba rtistu druhého listu (dny), ziskané extrapolaci linearni

¢asti rustové kiivky do 0 a maximalni délky listu.

Protoze se vodni stres se neprojevil zpozdénim zacatku ani prodlouzenim doby vyvoje
druhého listu, 1ze usuzovat, ze byl vyrazn¢ ovlivnén pouze dlouzivy rtst a nikoliv déleni
bunék nebo ontogeneticky vyvoj, ktery je zavisly na stavu vzrostneho vrcholu.

3.3.2  Limitace fotosyntézy v rizenych podminkach

Rostliny kultivar Chlumeckad 12, Mexico 50/B21 a Zdar byly péstovany v zivném roztoku
obsahujicim PEG o osmotickém potencialu -0.21 MPa pii podminkach popsanych v piedeslé
kapitole, do pIného vyvinu druhého listu.

Vliv stresu nedostatkem vody a koncentrace CO, na hodnotu stomatalni limitace fotosyntézy
byl odhadovan z rychlosti fotosyntézy a transpirace stanovené z rychlosti vymény plynt
méfené v laboratornim otevieném systému. Koncentrace CO, byla od 100 do 800 pmol mol™,
ozafenost 400 umol m™?s™ PAR, teplota listu 22.5-23.5°C. Osmoticky potencil Zivného
roztoku byl béhem meéteni snizovan pomoci roztoki PEG. Hodnota osmotického potencialu
zivného roztoku byla méfena po skonceni gazometrického méteni termoclankovym
psychrometrem HR-33T (Wescor, USA).

Déle (obrazek 3.3.2.a) jsou uvedeny vysledky méfeni vyhodnocené regresni analyzou.
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Chlumecka 12-1 Chlumecka 12-2

kontrola: -.23 MPa, stres: -0.97 MPa kontrola: -0.43 MPa, stres: -0.89 MPa
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Obrazek 3.3.2.A.a: Rychlost ¢isté fotosyntézy ( 3.2.1.b ) a stomatélni vodivost pro vodni paru
(3.2.1.a) v zavislosti na intercelularni koncentraci CO,. Spodni graf ukazuje koeficient
stomatalni limitace ( 3.2.2.a) v zavislosti na koncentraci CO, v okoli listu. PIné krouzky a
plné ¢ara oznacuji kontrolni variantu, prazdné krouzky a pferuSovand ¢éara stresovanou
variantu. V zahlavi sloupce je uveden vodni potencial Zivného roztoku po méfeni.
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rychlost Cisté fotosyntézy (umol m 2s'l)
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koeficient stomatalni limitace Cg

Mexico 50/B21

kontrola: -0.23 MPa, stres: -1.04 MPa

N
o

iy
a1

=
o

)]

o

400
350
300
250
200
150
100

50

0 100

100 400 500

. - 3 -3
intercellularni koncentrace CO 5, (cm™ m™™)

200 300

T =®——o—~-Q— o

200 300 400

. £t 3 -3
intercellularni koncentrace CO , (cm™ m ~)

0.8

0.6

0.4

0.2

~—_

200 400

koncentrace CO, (cm3 m’3)

obrazek 3.3.2.a.c

stomatalni vodivost (mmol m'zs'l) rychlost Cisté fotosyntézy (umol m 2sfl)

koeficient stomatalni limitace Cg

Zdar

kontrola: -0.51 MPa, stres: -0.97 MPa
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Je vidét (tabulka 3.3.1.a) Ze ve vétSiné piipada byla zavislost fotosyntézy na vnitini
koncentraci CO; vystiZzena hyperbolickym modelem velmi dobie i hodnoty temnotniho
dychani vysly az na jeden piipad (Ch 2, kontrola) rozumné&. Horsi vysledky u stomatalni
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vodivosti vznikly spiSe mensi pfesnosti méfeni nez systematickou chybou danou
sigmoidalnim tvarem zavislosti stomatalni vodivosti na CO,

Pmax  RD R? a b R?

Chlc 207 11 098 -0.352 254 0.98
Chls 169 11 099 -0.052 81 084
Ch2_c 226 01 09 -0.605 370 0.96
Ch2.s 239 11 099 -0.099 103 0.74
Ch3 c 177 13 099 -0.674 327 0.96
Ch3.s 162 11 0997 -0.137 108 0.96
Me_c 266 1.7 0997 -0932 637 0.99
Mes 215 18 099 -0168 119 0.97
Zdc 174 12 099 -0116 126 0.82

Zds 117 1 0997 -0.062 59 0.88

Tabulka 3.3.2.A Hodnoty regresnich koeficientt a podil variance vysvétlené modelem (R?).
Zacatek zkratky znamena odridu Chlumeckou, Zdar nebo Mexico, ¢ je kontrola a s
stresovana varianta.

Pro jednoduchy model vymeény plyni ( 3.2.1.b ) byly z regresnich koeficientt a vztahu (
3.2.2.b) vypocteny hodnoty stomatalni limitace pii riznych koncentracich CO; v okoli listu.

Vysledky jsou uvedeny formou grafu (obrézek 3.3.2.b) v zavislosti na osmotickém potencialu
media.
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Obrazek 3.3.2.B: Koeficient stomatalni limitace v zavislosti na osmotickém potencialu
Zivného roztoku u tii riiznych kultivarid ozimé pSenice (Chlumecka 12, Mexico 50-B21, Zdar).

Ptipona c znaci kontrolu, s stres.
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Korela¢ni koeficienty mezi osmotickym potencidlem média a koeficienty stomatélni limitace
pii 150, 350 a 550 pmol mol™ maji hodnoty -0.91, -0.93 a -0.94 a jsou vysoce statisticky
vyznamné. Koeficient stomatéalni limitace tedy zavisi linedrn€ na osmotickém potencialu
Zivného roztoku do -1 MPa pfi uvazovanych koncentracich. Smérnice regresni pfimky klesa s
rostouci koncentraci CO,. Neni patrny vliv genotypu na hodnoty koeficientu limitace.

3.4 Diskuse

3.4.1 Vyvolani stresu pomoci PEG

Méirenim dlouzivého ristu béhem kultivace v roztoku obsahujicim PEG se ukézalo, Ze
roztoky s vodnim potencialem kolem 0.5 MPa vyvolavaji u kli¢nich rostlin pSenice takovou
uroven stresu, kterd se vyrazné projevi na nejcitlivéjSich procesech, jako je dlouzivy rust, ale
jesteé rostliny neposkozuje. VEtsi relativni snizeni ristu u zakrslé odridy Mexico 50/B21 muze
byt projevem strategie avoidance usporného typu (kapitola 0). Tento typ strategie je

dalsi ptfisun vody, coz asi plati pro oblast ptivodu této odrtidy. Naopak v nasich podminkach
je Casto mozné i pii suchu prorustani kotent do dosud vlhkého horizontu pidy, a silné snizeni
rustu by tedy bylo nevyhodné.

3.4.2 Interakce stresu nedostatkem vody a koncentrace CO,

Pfi méfeni vymeény plyna v laboratornich podminkéch se nedatilo opakovat méfeni pii
stejném potencialu Zivného roztoku, protoZe vysoké hodnoty vodniho potencidlu (kolem -0.2
MPa) jsou termoclankovym psychrometrem obtizn¢ métitelné a nizké hodnoty vodniho
potencidlu se pfi zahustovani vlivem odparovani rychle méni diky kvadratické zavislosti
vodniho potencialu roztokit PEG na koncentraci. Proto byla stanovena hodnota potencialu na
konci méfeni, tedy v dob¢, kdy dosahovala svého minima, podobné jako pfi méteni vodniho
potencialu zivného roztoku pii kultivaci na konci svételné periody pied zavlazovanim.
Protoze nebylo mozné regulovat relativni vlhkost v okoli listu pii méfeni, relativni vlhkost
byla typicky kolem 40% ve stresované varianté a dosahovala 60-70% u kontroly pti nizké
koncentraci CO; a stomatalni vodivost ve stresované varianté byla snizena i vlivem nizsi
relativni vihkosti vzduchu.

Naméfené zavislosti Py na CO, byly dobfe vystizeny vztahem ( 3.2.1.b ) v souladu s
piedpokladem, Ze hlavni biochemickou limitaci je v danych podminkéach regenerace
ribul6zabisfosfatu. Limitace sinkem by se byvala projevila vyrazné plos§im tvarem kiivek.
Podatilo se ovérit, ze koeficient stomatalni limitace je pouzitelny jako jednoduché métitko
poméru limitace fotosyntézy stomaty a biochemickymi pochody v mezofylu. Prakticka
vyhoda koeficientu stomatalni limitace spociva i v tom, Zze chyby ve stanoveni listové plochy
se projevi stejné ve vypoctu stomatalni vodivosti a fotosyntézy a pti vypoctu koeficientu
stomatalni limitace se vykrati.

Stres nedostatkem vody az do hodnot kolem 1 MPa vodniho potenciélu Zivného roztoku
pusobil na rychlost asimilace CO, spi$ zavirani stomat nez zpomalenim biochemickych
reakci, coz se projevilo i v linedrnim rtstu koeficientu stomatalni limitace. Zvyseni
koncentrace CO; vedlo ke snizeni koeficientu stomatalni limitace rovnomérné v celém
rozsahu méfenych hodnot stresu.
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4 Projevy stresu nedostatkem vody u genotypu ozimé pSenice
4.1 Uvod

4.1.1 Cil prace

Cilem této ¢asti prace bylo zjistit pomoci méteni vymény plynti v podminkéch bliZicich se
prirozenym, zda se projevuji geneticky podminéné rozdily v reakci na stres nedostatkem vody
a ve strategii pfizpsobeni k vodnimu stresu u kultivari ozimé pSenice.

Strategii hospodateni vodou urcit z podilu snizeni kapacity metabolickych drah a z podilu
uzavieni stomat na sniZeni fotosyntézy pii suchu u riiznych genotypu.

Varianci vysledkl zpiisobenou variabilitou prostedi odstranit pomoci statistickych modela
zévislosti sledovanych veli¢in na vnéjSich podminkach.

4.2 Metoda

4.2.1  Vyhodnoceni vysledkii ziskanych merenim v uzavireném systému pomoci LI-6000.

LI-6000 (Licor, USA) je pienosny pfistroj pro méfeni fotosyntézy s infraervenym
analyzatorem CO,, vlhkostnim ¢idlem Vaisala a termoc¢lanky chromel-nikl. Je vybaven
mikropocitacem pro sbér dat a vypocet rychlosti Cisté fotosyntézy a stomatalni vodivosti.
Program implementovany v LI1-6000 se mi pfili§ neosvédcil, ukazoval zaporné hodnoty
intercelularni koncentrace CO,, proto byla piivodni data (teplota listu a komory, ozafenost a
koncentrace CO, v zavislosti na ¢ase) exportovana do PC pomoci komunika¢niho seriového
portu a vyhodnocena nasledujicim postupem, ktery umoznil zadat efektivni objem pro vodni
paru nezavisle na efektivnim objemu pro oxid uhli¢ity (programova realizace viz ptiloha C).
Efektivni objemy pro vodni paru a pro CO; se diky rtizné absorbci na stény 1isi od
geometrického objemu systému i mezi sebou navzajem. Objem pro CO, byl stanoven
méfenim narastu koncentrace po ptidani znamého objemu (0.25 ml) CO; injekéni stiikackou.
Objem pro vodni paru byl vypocitan ze zvyseni relativni vlhkosti po odpateni ur¢itého
mnozstvi vody z filtracniho papiru. Vyslo 650 ml pro vodni paru a 385 ml pro oxid uhlicity,
geometricky objem systému udavany vyrobcem je 320 ml.

Koncentrace oxidu uhli¢itého (c%) pii méfeni rychlosti ¢isté fotosyntézy (Py) se chova podle
diferencialni rovnice

dc®
ve=—_-_s.
dt ™
kde V© je efektivni objem systému pro CO, a S je listova plocha. Resenim této rovnice, za
piedpokladu Ze Py nezavisi na c%, je linearni funkce ¢asu (t)

(4.2.1.A)

cC=cE NS (4.21B)
VC
Uvedeny ptfedpoklad o nezavislosti je splnén pro kratkodoba méteni, béhem nichz
koncentrace CO, piili§ nepoklesne. Rychlost ¢isté fotosyntézy 1ze vypocitat ze smérnice

linearni regresni funkce koncentrace CO; na Case.
Parcialni tlak vodni pary (p") pti méfeni transpirace (E) se chova podle diferencialni rovnice
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W W
AAL = (421C)
RT dt
kde V" je efektivni objem systému pro vodni paru a S je listova plocha. Vyjadiime li

transpiraci pomoci stomatalni vodivosti pro vodni paru (gs") a tlaku vodni pary v
intercelularach (p."), dostaneme

vY dp" _g.q¥ (IOXV —pwy (4.2.1D)
_ = . gS .
RT dt Pam
Resenim této rovnice je exponencialni funkce ¢asu (t)
_t
o =p{”-(1—e AJ (42.1E)
kde t. je ¢asova konstanta je dana vyrazem
_ Pam V" (4.2.1.F)
° RTS-g¢

pi" 1ze vypocitat z teploty listu jako koncentraci nasycené pary, 1/ t. jako smérnici regresni
piimky (p” - p."), linearizované logaritmovanim, na ¢ase. Z hodnoty t. lze vypocitat gs".

4.2.2 Kultivace

Z polnich pokusti byly odebrany zac¢atkem biezna jarovizované rostliny odrad Mironovska
808, Karlik, Viginta, Chlumecka 12 a Vala. Dvakrat po deseti rostlinach od kazdé odridy
bylo zasazeno do puady v desetilitrovych nadobach. Kultivace probihala ve skleniku s hrubou
regulaci teploty (teplota 20 az 35 °C). Nadoby byly zavlazovany automatickym zavlahovym
zafizenim (Gardena, Némecko) s ¢idly upravenymi na zavlazovani pii -0.01 MPa matri¢niho
potencidlu ptidy. Po ukonceni ristu praporcového listu byl na jednu nddobu od kazdé odriady
aplikovan stres nedostatkem vody upravou ¢idel na -0.06 MPa matri¢niho potencialu pudy.

4.3  Vysledky

Pii sledovani ontogeneze (tabulka 4.3.a) se jako ran¢jsi projevily odridy Karlik, Viginta a

Vala, odriida Chlumecka byla vyrazn¢ opozdéna.

kontrola stres
dnti po pfeneseni: 49 56 63 70 49 56 63 70
Mironovska 808 41 45 65 69 61 71
Karlik 5 60 69 75 60 69 73
Viginta 61 65 69 75 65 69 75
Chlumecka 12 39 40 43 59 43 52
Vala 40 60 69 75 60 69 75

Tabulka 4.3.A: Ontogeneze rostlin v nadobovych pokusech hodnocena podle Zadoksovy
stupnice (Natrova, 1992), 00 - kli¢eni, 10 - vzchazeni, 20 - odnoZovani, 30 - sloupkovani, 40 -
nadufeni listové pochvy, 50 - metani, 6 - kveteni, 7 - mlé¢na zralost, 80 - voskova zralost, 90 -
zrani. Casové tidaje jsou ve dnech po preneseni z pole do skleniku.
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Spotteba vody, méfend pomoci kontrolni trysky, byla od 50. dne po pfeneseni z pole pomérné
stabilni (obrazek 4.2.2.a). Primérna spotieba vody ¢inila 158.4 a 86.5 ml na nddobu za den.
Mg¢teni rychlosti fotosyntézy a transpirace otevienym gazometrickym systémem LI6000
probihala asi od 50. do 80. dne od pfeneseni rostlin z pole. Méfeni probihalo ve skleniku za
piirozeného osvétleni a teplota pii méteni se pohybovala od 25 do 35 °C, coz se projevilo ve

velké variabilit¢ méteni (obrazek 4.2.2.b).

spotfeba vody na nadobu ()

60 80 100
dnd po preneseni

Obrézek 4.2.2.A: Zalivka vztazena na 10 rostlin, stejna pro vSechny odrudy. Kontrola je

vyznacena plnou €arou, stresovana varianta preruSovanou carou.
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Obrézek 4.2.2.B: Hodnoty rychlosti ¢isté fotosyntézy namétené v proménlivych podminkach.

Krouzky - stresovana varianta, kolecka - kontrola.
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Obrazek 4.2.2.C: Vliv teploty na hodnotu rychlosti ¢isté fotosyntézy, kiivky byly ziskany
line&rni regresi rychlosti fotosyntézy na teploté a druhé mocning teploty s uvazenim vlivu

varianty a genotypu. Krouzky - stresovana varianta, kolecka - kontrola.
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Obrazek 4.2.2.D: Vliv svételné intenzity na hodnotu rychlosti ¢isté fotosyntézy, kiivky byly
ziskany linearni regresi rychlosti fotosyntézy na svétle s uvazenim vlivu varianty a genotypu.

KrouZky - stresovana varianta, kolecka - kontrola.
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Aby bylo mozné stanovit vliv genotypu na rychlost ¢isté fotosyntézy, bylo nejprve nutné
odstranit zifejmy vliv teploty (obrazek 4.2.2.c) a intenzity svétla (obrdzek 4.2.2.d) pomoci
regresni analyzy.

Linearni regrese hodnot Cisté rychlosti fotosyntézy soucasné na svétle, teploté a druhé
mocning teploty, intenzité ozafenosti, variant& a odridé vysvétlila R?=0.62 variance hodnot a
prokazala vyznamnou zavislost ( 4.2.2.a ) namé&fenych hodnot na svétle a teploté.

Py=a-l+B-t+y-(t—30)" +8-varianta+c-x, +g-X, +1-X, +v-x; +¢&  (422.A)

€ je ndhodna chyba méteni, ostatni feckd pismena znamenaji regresni koeficienty..

koeficient p
konstanta -139.3 0.07
I 0.00667 0.001
t -0.368 0.03
(t-30)? -0.192 0.001
varianta 1.587 0.04
X1 -5.1 0.00001
X2 0.3 0.8
X3 0
X4 -5.3 0.0001
X5 -0.8 0.5

Tabulka 4.3.B: Hodnoty koeficientu linearni regrese rychlosti ¢isté fotosyntézy na svétle,
teploté, pokusné varianté a odrid¢ se statistickou vyznamnosti. Vliv varianty a odriady je
zahrnut pomoci proménnych ,,varianta® a x1-Xs.

Na zaklad¢ vysledkt regrese jsme se rozhodli pouzit pro hodnoceni meziodriidovych rozdila

analyzu kovariance dvojného tfidéni s pomocnymi proménnymi intenzitou ozatenosti,
teplotou a jeji druhou mocninou.

n efekt MS efekt nchyba MSchyba F p
Odruda 4 76.5 50 7.6 9.9 .000006
Varianta 1 32.3 ” ” 4.5 .04
Interakce 4 5.2 ” ” T .6

Tabulka 4.3.C: Analyza kovariance rychlosti ¢isté fotosyntézy s pomocnymi proménnymi

intenzitou ozafenosti, teplotou a druhou mocninou teploty.

Vliv genotypu se projevil velmi vyraznég, vliv oSetfeni byl méné patrny a interakce vysla
nevyznamna. Vyssi rychlost fotosyntézy byla namétena u rannych odrad.
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prumérna rychlost ¢isté fotosyntézy (umol m'zs'l)

Mironovska 808 6.5

Karlik 11.6 Stres 8.5
Viginta 11.6 Kontrola  10.5
Chlumecka 12 6.2
Vala 11.8

Tabulka 4.3.D: Primérné hodnoty rychlosti &isté fotosyntézy (umol m?s™) u 5 odriid ozimé

pSenice ve 2 pokusnych variantach.

Koeficient stomatalni limitace byl vypocten z namétené rychlosti fotosyntézy a stomatalni
vodivosti pomoci formuli z ptedchoziho oddilu prace.

1

0.8
o 0.6 - 5 ==
Yoo Eir==w| =
§ ' 1
= 02
£
= 0
‘:_E stres kontrola stres kontrola stres kontrola
\© Mironovské 808. Karlik Viginta
©
e 1
o
o 08 _[ Pramér+SD
c o Prdmér-SD
o 06
‘© [ ] Pramér+SE
T 04 @ @ ‘:[:LE' Primér-SE
o .
X 2 0 Prdmér

0

stres kontrola stres kontrola
Chlumecka 12 Vala

Obrézek 4.2.2.E: Hodnoty koeficientu stomatalni limitace u 5 odriid 0zimé pSenice ve dvou
pokusnych variantach. Vyznacen je primér, standardni chyba priméru a smérodatna

odchylka.

Rozdily mezi odridami a variantami v hodnoté koeficientu stomatalni limitace byly
hodnoceny analyzou kovariance dvojného tfidéni s intenzitou ozarenosti, teplotou a jeji
druhou mocninou jako proménnymi.
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n efekt MS efekt nchyba MSchyba F p

Odruda 4 0.038 50 0.017 2.2 0.08
Varianta 1 0.139 " " 8.1 0.006
Interakce 4 0.011 " " 0.7 .6

Tabulka 4.3.E: Analyza kovariance koeficientu stomatalni limitace s pomocnymi proménnymi

intenzitou ozafenosti, teplotou a druhou mocninou teploty.

Vyznamny byl pouze vliv o$etieni. Vliv genotypu se na hodnoté stomatalni limitace
neprojevil, rovnéz interakce vysla nevyznamna.

Mironov. 0.49

Karlik 0.50 Stres 0.52
Viginta 0.41 Kontrola 0.40
Chlumec. 0.52

Vala 0.37

Tabulka 4.3.F Analyza kovariance koeficientu stomatalni limitace s pomocnymi proménnymi

intenzitou ozarenosti, teplotou a druhou mocninou teploty.

4.4 Diskuse

Velka ¢ast variability v méfeni vymeény plynt u rostlin péstovanych ve skleniku byla
odstranéna uvazenim monotonni zavislosti rychlosti fotoszntézy na svétle a jednovrcholové
zévislosti na teploté. Rozdily v rychlosti isté fotosyntézy se projevily vyraznéji mezi
odridami nez mezi stresovanou variantou a kontrolou. Pfestoze byla snaha vyvolat stres ve
stejném stadiu ontogeneze rostlin, na zac¢atku kveteni, ranné odrady Karlik, Viginta a Vala
mély vyrazné vyssi rychlost fotosyntézy nez pozdnéjsi Mironovska a Chlumecka. Lze to snad
vysvétlit interakei s vysokou teplotou béhem citlivé faze kveteni u pozdnéjSich kultivard.
Meziodridové rozdily v koeficientu stomatalni limitace, které by naznacovaly rozdily ve
strategii reakce odrid na sucho, se neprojevily.

Hodnoty rychlosti fotosyntézy a stomatalni vodivosti naméfené v proménnych podminkach v
obou variantach a u v§ech odrud byly silné korelovany (obrazek 4.2.2.a, korela¢ni koeficient
0.88).
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Obrézek 4.2.2.A: Vztah mezi stomatalni vodivosti a rychlosti ¢isté fotosyntézy namétené u 5

odrid ozimé pSenice ve 2 variantach zavlazovani v proménlivych podminkach.

Tato lineé&rni zavislost odpovida formuli (4.2.2.a) (Ball a kol., 1987), ktera slouzi ¢asto pro
modelovani stomatalni vodivosti v zavislosti na podminkach prostiedi . Polozime gg rovno 0,
jelikoz ma zpravidla malou hodnotu.
o-RH-Py

Os = C—c+gso (4.2.2.A)
RH je relativni vihkost (%) a ¢ koncentrace CO, v okoli listu. Zminéna formule umoziuje
porovnani hodnot koeficientu stomatalni limitace Cs naméfenych v fizenych podminkach a
uvedenych v predchozi ¢asti prace a hodnot ze skleniku. V laboratornich méfenich vychazelo
Cs primérné¢ 0.18 pro kontrolu a 0.41 pro stresovanou variantu pti koncentraci CO, 350 pmol
mol™, ve skleniku pii srovnatelné koncentraci CO; vychazely vyrazné vyssi hodnoty 0.4 a
0.52. Rozdil byl zptisoben zejména nizsi stomatalni vodivost zpiisobenou mensi relativni
vlhkosti vzduchu (20%) ve skleniku. Kdyby byla relativni vihkost vzduchu 50% a tedy podle
vySe uvedené formule by stomatalni vodivost byla dvaapilkrat vyssi, vyslo by pfiblizné 0.22
pro kontrolu a 0.31 pro stresovanou variantu. Urover stresu ve skleniku vyvolana -0.06 MPa
matri¢niho potencidlu pidy tedy méla tedy na vymeénu plynt spiSe mensi G€inek nez -1MPa
vodniho potencialu roztoku, naopak nez by vyplyvalo z ptimého srovnani koeficientti
stomatalni limitace.
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5 Hodnoceni mrazoveho posSkozeni rostlin pomoci nelinearni regrese logistickou

funkei.

51 Uvod

Pokud lze uroven stresu kvantitativné popsat jednou proménnou, jako naptiklad teplotou
mrznuti u stresu mrazem, dostavame esovitou zavislost reakce na intenzité stresové zatéze
(Levitt, 1980). Odolnost rostliny lze charakterizovat intenzitou stresu, pii které se dosahne
50% poskozeni. Ptikladem je zavislost poSkozeni rostliny na teplot€¢ mrazu a z ni odvozena
kriticka teplota CTsy..

Ve zptsobech vypoctu CTsp pouzivanych diive, jako je probitova nebo logitova analyza, bylo
nutné znat hodnotu reakce pii minimalni a maximalni zatézi a namétend data prevést do
meéfitka 0-100% (Zhu a Liu, 1987). Pfitom je moZné hodnoty minimalni a maximalni reakce
ziskat spolu s hodnotou CTsg ptimo nelinearni regresi naméfenych dat.

Cilem této prace bylo odvodit metodu pro vypocéet CTso nelinearni regresi zavislosti reakce
rostliny na stres, a metodu pro statistické porovnani takto ziskanych hodnot a ob¢ metody
implementovat v uzivatelsky pratelskych programech pro osobni pocitac.

5.2 Metoda

Vyjadieni 4-parametrové logistické funkce je ve vzorci (5.2.a).

|(T) — Imin + (Imax B Imin) ( 52A)

@ RIR(T-CTy)

Imin je reakce rostliny pfi minimalnim, Iyax pfi maximalnim stresovém zatizeni. RIR, relativni
rychlost poskozeni, je smérnice zavislosti poskozeni na sile stresu.
Pro vypocet nelinearni regrese byl pouzit Newtontiv-Marquardtv algoritmus s vyuzitim
vypoctu prvnich a druhych derivaci ztratové funkce @, ( 5.2.b).
2

D1y las CTos RIR) = Z(I (il CTeuRIR T, ) (52.B)
Vysledkem je kromé odhadl parametrt i odhad kovarian¢ni matice parametrit C. Ta mize byt
pouzita pro vypocet Sitky konfiden¢niho pasu pii teploté T, h(T) viz ( 5.2.c) (Schaff a kol.,
1987).

h(T)=t,,.-9(T) -C-g(T)
(5.2.C)

o)=Ly 2 )|

max

Porovnavani odolnosti je zaloZzeno na Scheffeho testu rozdilnosti skupiny hodnot CTsp a
nasledném porovnani dvojic hodnot Studentovym testem. Oba testy pouZivaji hodnoty
standardnich chyb (5.2.d ) a pocet stupiiti volnosti.

Std(LTSO): \/a (5.2.D)
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Vysledkem porovnani jsou uspofadané hodnoty LTsg s vyznacenim homogennich skupin.
Ptislu§né programy byly napsany v Turbo Pascalu s vyuzitim knihovny Turbo Profesional.

5.3  Vysledky

Ptiklady pouziti jsou uvedeny v piilozené praci Janacek a Prasil, 1991, odkud je i obrazek
5.3.a. Piikladem pouziti obecného 4 parametrového modelu je regrese dat vytoku elektrolytt
po mrazovém poSkozeni rostlin. Hodnoty Inmin @ Imax vyjdou u vyrazné esovitych dat fitovanim
a neni je tedy nutno stanovovat zvlast,, jako je tomu pii alternativnich postupech.

Pti nelinedrni regresi Ize kterykoliv ze 4 parametri metody zadat jako konstantni (pak roste
pocet stupiiti volnosti). Toho 1ze vyuzit pti hodnoceni poskozeni pomoci rychlosti rastu, kdy
Imax=0, vypoctena hodnota Imin udava rychlost ristu neposkozenych rostlin. Pfi hodnoceni
zivotnosti je predem zndmo, ze [in=100%, |nx=0%.

Porovnanim odolnosti pomoci CTsy v uvedenych charakteristikach vysly rist a vytok
elektrolytli jako citlivéjsi k mrazu nez zivotnost.
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Obrézek 5.3.A: Esovita zavislost vytoku elektrolytl vztazenému ke kontrole a vzorku
upravenému vafenim. Minimalni a maximalni hodnota vytoku elektrolytii zavisi na
konkrétnich experimentalnich podminkach, jako je velikost vzorku nebo délka méteni (viz

Prasil a Zamecnik, 1990).

5.4 Diskuse

Popsané metoda se s uspéchem pouziva k hodnoceni mrazového poskozeni na pracovisti
VURYV Praha. Program LT50 pro vypocet parametril a program LV50 pro srovnavani variant
jsou volné dostupné v Ceské i anglické verzi. V soucasné dob¢ je uz mozno pouzit k
snadnému vypoctu nelinearni regrese i mnoha komercnich programi, naptiklad Sigmaplot,
obvykle je ale ispéch podminén dobrym pocateénim odhadem parametrti, ktery se u
programu LT50 provadi automaticky.
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6  Tridéni odrad obilovin podle zimovzdornosti

6.1 Uvod

V ptipadé¢ stresu, ktery neni mozné charakterizovat jednou proménnou, 1ze hodnotit odolnost
rostlin riznych druhll vzédjemnym srovnanim. Piikladem je souhrn stresii pusobicich pfi
pfezimovani.

Na piezimovani rostlin piisobi fada neptiznivych faktorti, kromé ptimého pilisobeni mrazu
jsou to napiiklad mrazové zdvihy plidy a na jafe zaplaveni vodou. Rostliny se mohou
adaptovat nejen zvySenim mrazuvzdornosti, ale i celkovym habitem, rozvojem kofenové
soustavy a ptizpusobenim fenologického vyvoje. Zimy se mohou lisit podle sloZeni
stresovych faktorti a rizné genotypy rostlin se mohou ptizpisobovat riiznym zptsobem.
Nastésti interakce mezi typem zimy a zptisobem adaptace odriidy neni v ramci jednoho druhu
obilovin vyznamna a tedy se potadi odriid podle piezimovani v riznych letech ptili§ nelisi
(Présil a kol., 1989).

Uvedu metodu kvantitativniho vyhodnoceni zimovzdornosti sortimentu odrtid ozimé pSenice
a ozimého je¢mene na zakladé dlouhodobych pokust, provadénych na oddéleni fyziologie
rostlin ve VURV v Praze Ruzyni.

6.2 Metoda

Pokusné rostliny byly vysévany ve dvou az tfech terminech do dfevénych bedynek
naplnénych prsti a umisténych jednak na zemi, jednak na vyvySeném parapetu. V kazdé
variant¢ bylo sledovano kolem 60 rostlin. Sortiment odrad byl pritbéZzn¢ mezi ro¢niky
obménovan. Na jaie byl hodnocen zlomek preziti.

Hodnoceni zimovzdornosti odrid vychazi ze statistického modelu pfezimovani, v némz je
pocet zivych rostlin ndhodna veli¢ina s binomickym rozdélenim a pravdépodobnost preziti je
logisticky zavisla na souctu faktoru vnéjsich podminek a faktoru odolnosti odrady.
Logisticka funkce ( 6.2.a)

1

je pouZzita proto, Ze dava jednoduché odvozené vztahy a snadno se pocita. Logisticka funkce
je fesenim diferencialni rovnice ( 6.2.b ), kterou lze interpretovat tak, ze dy/dx, rychlost ristu
pravdépodobnosti pieziti y, je umerna jednak aktualni hodnoté pravdépodobnosti pteziti y,
tedy mnozstvi zivych rostlin, jednak hodnoté vyzimovani (1-y), tedy jistému samoziejmému
ukazateli sily stresu.

dy _m - 6.2.8
x5 y-(1-y) ( )

Zakladni statisticky model je ve vzorecku ( 6.2.C)

Y = f(u+ai +bj +gij)+§..

i
da=>hb=0
i ]

(6.2.C)
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kde index i odpovidé odriid¢, index j vné&jsim podminkam, yjj je pomérné pieziti, a; koeficient
odolnosti odridy, bj koeficient vnéjsich podminek, €ij experimentalni chyba a &;; chyba
odectu, dand vlastnostmi binomického rozdé€leni. Interakce odrid s vnéj$imi podminkami
mohou byt zahrnuty do experimentalni chyby, jelikoz je zndmo, Ze v ptipadé pfezimovani
nehraji vaznéjsi roli. Logitovou transformaci ( 6.2.d ) zakladniho modelu

NE] [1 j (6.2.D)

z,=-.In
I

Yii

dospivame k linearnimu modelu dvojného tiidéni ( 6.2.e ), ktery budeme fesit za
zjednoduSujicich predpokladil, Ze €jj a djj jsou vesmées nezavislé, normalné€ rozdélené s
nulovou stfedni hodnotou. N znaci pocCet pokusnych rostlin jedné odriidy v kazdé varianté.

Z;=p+a +b; +¢; +9;

] (6.2.E)

Var(gij) =c’, Var(sii) - 2 -N-y. .(1_y..)
ij [

Pro vyfeSeni tohoto modelu je tfeba stanovit hodnoty koeficienti odrid a;, koeficientti
vnéjSich podminek b; a rozptylu o”. Pro feseni bylo pouzito iteraéni metody pro feseni
soustavy normalnich rovnic dvojného tfidéni s vahami a nevyvazenymi daty.

Metoda byla realizovana programem v PASCALu na osobnim pocitaci. Pro realné data a
pocet rostlin 60 nenastavaly problémy s konvergenci, koeficienty odolnosti a podminek
vysvétlovaly typicky 90% rozptylu transformovanych hodnot pteziti, suma ¢tvercii chyb
danych odectem tvofila asi tfetinu rezidudlni sumy ¢tverct.

6.3  Vysledky

Pro pocet rostlin 60 nenastavaji problémy s konvergenci, koeficienty odolnosti a podminek
vysvétluji kolem 90% rozptylu transformovanych hodnot pfeziti, suma ¢tverct chyb danych
odecCtem tvofi asi tietinu rezidualni sumy ctverci.
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Obrazek 6.3.A: Koeficienty odolnosti odriid a novoslechténi ozimého je¢émene k vyzimovani.
U kazdé odriidy byla stanovena Zivotnost 60 rostlin v alespoil 10 kombinacich vnéjSich
podminek, zobrazeny jsou konfiden¢ni intervaly na hladiné vyznamnosti 5%. Vypocteno z

tidajti poskytnutych Dr. Pragilem z VURV Praha.

Piiklad pouziti uvedené metody je uveden na obrazku (obréazek 6.3.a) a v ptilozené praci
Prasil a kol. (1994), vénované stanoveni zimovzdornosti sortimentu historickych a
soucasnych ceskych a slovenskych odriid ozimé pSenice.

6.4 Diskuse

Usp&sné pouziti metody podobné analyze variance dvojného tiidéni bez interakei pro t¥idéni
genotypil obilovin na zaklad¢ udajl o pfezimovani potvrzuje, Ze interakce mezi tuhosti zimy a
odolnosti genotyptl je zanedbatelna.

Metodu je mozné pouZit pro srovnani zimovzdornosti genotypt obilovin i v pfipad¢, Ze se
jejich sortiment zna¢né obménuje. Metoda neni vypocetné naro¢nd, program pro osobni
pocitac pracuje dobie se stovkami odriid v desitkach pokusu.
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7  Stanoveni délky a charakterizace vétveni koreni

7.1 Uvod

Délka kotenového systému rostliny je citlivy indikator pidnich stresu, jako je napiiklad

aluminiova toxicita pii nizkém pH pidy (Foy, 1983) .

ProtoZe pfimé méteni délky kotfenového systému métitkem je obvykle pfili§ asoveé narocné,

pouZiva se metoda zaloZena na pocitani priseciku s testovacim systémem car (Newman,

1966). Pouzijeme-li rovnob&zné piimky s rozte¢i d a spocteme-li n praseciki, je odhad

celkové délky L dan formuli (7.1.a).

n-d

—- N
2

Dalsi zrychleni pfinasi pouziti pocitacové analyzy obrazu (Harris a Campbell, 1989). Oproti
pocitani prisecikl je o jednu az dvé tretiny rychlejsi (Farrell a kol., 1993). Soucasné je mozné
automaticky pocitat kofenové $picky (Zoon a van Tierderen, 1990) a tak charakterizovat
vétveni kofend.

Cilem této prace bylo vyvinout metodu hodnoceni u€inki stresu nizkym pH a aluminiovou
toxicitou pomoci pocitacové analyzy obrazu.

L= (7.1.A)

7.2 Metoda

7.2.1  Pocitacova analyza obrazu

Obraz v digitalni podobé je slozen z malych obdélnikovych policek stejné barvy, neboli
pixelti. Obrazy rozliSujeme podle poc¢tu moznych hodnot pixelu. Binarni obrazy mohou mit
pouze dvé hodnoty. Snimany obraz miva obvykle od 26=256 do 22* =16777216 hodnot.
Prvnim krokem pocitaCové analyzy obrazu je zpravidla zvyraznéni neboli pfedzpracovani
sejmutého obrazu. Nésleduje segmentace métenych objekti, kterou je nejsnadnéjsi realizovat
jako prevedeni obrazu do binarniho tvaru, pfi némz nastaveni hodnoty pixelu na 1 znamena
prislusnost pixelu k méfenému objektu. Snadnym zplisobem segmentace je nastaveni pixelu
binarniho obrazu podle barevné hodnoty predzpracovaného obrazu neboli prahovani. Objekty
jsou pak identifikovany jako souvislé plochy nastavenych pixeld. Méfeni ploch se déje
pocitanim nastavenych pixell a délka obvodu se odvodi z poctu prisecikli obvodu se vSemi
horizontalnimi, vertikalnimi a diagondlnimi fadami pixeld.

7.2.2 Realizace metody

Pro hodnoceni délky kofenti byl pouzit systém pocitatové analyzy obrazu LUCIA
(Laboratory Imaging, CR) vybaveny televizni CCD kamerou (COHU, USA).

Pted snimanim byly koteny asi tyden starych rostlin ozimé pSenice, odrudy Zdar a Atlas,
obarveny roztokem metylové violeti a rozprostfeny na Petriho misce. Pfi sniméani byly misky
umistény na prosvétlovacim zafizeni.
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C d
Obrézek 7.2.2.A: Postupné jsou uvedeny sejmuty obraz kotene (a), binarni obraz se
zvyraznénymi tenkymi kotinky (b), skeletonizovany binarni obraz (c) a automaticky

detekované $picky s ptivodnim obrazem (d).

Protoze ma televizni kamera pro nase ucely pomérné malé rozliSeni (752 x 524 bodt), bylo
vyhodné zvyraznit tenké kofinky. Bindrni obraz byl tedy ziskan logickym souctem (OR)
binarniho obrazu ziskaného piimo prahovanim sejmutého obrazu a binarniho obrazu
ziskaného prahovanim sejmutého obrazu zvyraznéného transformaci ,,top hat®, zvyraziujici
drobné nebo vlaknité struktury. Transformace obrazu ,,top hat“ je rozdil hodnoty maxima na
okoli pixelu a hodnoty pixelu. Vysledny binarni obraz byl skeletonizovan, tedy pieveden do
obrazu sestavajiciho z ¢ar jednotkové délky (obrazek 7.2.2.a).

Délka kofene byla stanovena jako polovina délky obvodu kostry. Spi¢ky byly stanoveny z
rozdilu obrazu kostry ptfed a po operaci ,,pruning®, odstrafiujici extremalni body objektt.
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7.3 Vysledky
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Obrazek 7.2.2.B: Utinek nizkého pH a aluminiové toxicity na celkovou délku a vétveni
kotenového systému dvou kultivarti pSenice. K méfeni byla pouzita pocitacova analyza
obrazu. Bylo proméfeno 5 rostlin na variantu. Znazornény jsou praméry s konfiden¢nimi

intervaly na hlading€ 95%.

K méteni byly pouzity kotfeny dvou odrid psenice, Atlas a Zdar, ovlivnéné nizkym pH a
aluminiovymi ionty, poskytnuté ing. Blahou z VURV Praha. Odrtida Atlas je pouZivana jako
mezinarodni standard odolnosti k hlinitym iontliim. Kultivace probihala v Zivném roztoku
nebo v piskové kultute.

Vliv nizkého pH a aluminiové toxicity na celkovou délku kofent pSenice a jejich vétventi,
charakterizované poc¢tem koifenovych $picek, je uveden na.obrazku (obrazek 7.2.2.b).

Rozdily mezi odradami se projevily pti kultivaci v Zivném roztoku. Zatimco celkova délka
kotene vysla v kontrole stejna a ve stresované variant€ vétsi u odrady Atlas, pocet kofenovych
Spicek byl vétsi u odridy Zdar v kontrole a stejny u obou odrtid ve stresované variant¢.
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7.4 Diskuse

Metoda je vyhodna pti méteni dostatecné velkého poctu vzorkt, aby se vyplatil ¢as
vynaloZeny na pfipravu zafizeni. Pro mensi serie vzorkl by byla lepsi klasicka prasecikova
metoda pro méieni celkové délky a piimé pocitani Spicek.

Popsana méteni kotfene je vhodné doplnit manualnim méfenim délky hlavni osy, bud’ na
obrazovce analyzatoru nebo pravitkem na koteni. Z celkové délky kofenti, poctu postranich
kotent a délky hlavni osy pak lze vypocitat dalsi zajimavé charakteristiky, napiiklad
prumérnou délku postrannich kofenti.
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Zavér

Zmény fotosyntetického aparatu rostlin pSenice béhem otuzovani k mrazu sledované pomoci
méieni vymeény plynt v nizké teploté, popsané ve druhé kapitole, svéd¢i o ztraté limitace
fotosyntézy sinkem. Ke sledovani vyraznych zmén lze pouzit i materidl po jednom tydnu
otuzovani. Mezi riiznymi genotypy ozimé psenice nejsou piili§ vyrazné rozdily ve
sledovanych charakteristikach.

Uginky stresu nedostatkem vody vyvolaného roztoky PEG 8000 na fotosyntetickou asimilaci
CO,, u rostlin psenice, popsané ve tieti kapitole, ukazuji, Ze kratkodobé puisobeni roztoku s
vodnim potencialem do -1MPa ptisobi hlavné zavirani stomat a nikoli zmény v metabolickych
procesech fotosyntézy. Genotypové rozdily mezi kultivary ozimé pSenice, projevujici se v
koeficientu stomatalni limitace nebyly nalezeny.

Po odstranéni ruSivého vlivu proménlivych vnéjsich podminek na hodnoty rychlosti ¢isté
fotosyntézy rostlin pSenice namétené ve skleniku se projevily rozdily mezi rannymi a
pozdnimi genotypy. Hodnoty koeficientu stomatalni limitace se liSily vice mezi variantami,
nez mezi genotypy. Ze srovnani vysledki z této a predchozi kapitoly provedeného v zavéru
kapitoly vyplyva, jak je pfi porovnavani rostlin pomoci koeficientu stomatalni limitace
dilezité brat v uvahu vzduSnou vlhkost.

Metoda na hodnoceni mrazuvzdornosti rostlin z vysledkt experimentu s fizenym mrazenim v
laboratornich podminkéch z paté kapitoly a metoda tfidéni odrtid podle zimovzdornosti na
zéakladé vyzimovani ze Sesté kapitoly jsou implementovany v programech pro osobni pocitac,
uvedenych se vzorovymi piiklady na ptilozené disketé, jejiz popis je v piiloze.

V sedmé kapitole je demonstrovano Gspesné pouziti metody pro stanoveni délky kotenti
pomoci pocitacové analyzy obrazu na porovnani odolnosti dvou kultivart ozimé pSenice k
ucinkiim nizkého pH a aluminiové toxicity.
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8  Prilohy

8.1  Priloha A - zdrojova a pFijmova funkce

V situaci, kdy je n¢jaka entita méfitelna extenzivni veli¢inou (jako energii, latkovym
mnozstvim nebo valutou) produkovéna a spotfebovavana rychlosti zdvislou pouze na nékteré
intenzivni veli¢in€ ¢ (na potencialu, koncentraci) a nedochazi k jejimu hromadéni, 1ze pro
popis rovnovahy piijmu a vydeje pouzit formalismu zdrojové a piijmové funkce.

Zdrojova funkce S(c) je definovana jako rychlost procesu dodéavajiciho néjakou entitu
méfitelnou extenzivni veli¢inou v zavislosti na intenzivni veli¢in€ c. Pfijmova funkce D(c) je
definovana jako rychlost procesu spotfebovavajiciho n¢jakou entitu méfitelnou extenzivni
veli¢inou v zavislosti na intenzivni veli¢inég c.

Rovnovaha nastava pfi rovnosti rychlosti pfijmu a vydeje. Rovnovaha je stabilni pokud je
smérnice piijmové funkce vétsi nez smernice zdrojové funkce.

8.2  Priloha B - zpracovani udaji 7 uzavieného systému LICOR 6000 na PC

8.2.1 vstupni data - prikiad

PAGE= 82
0BS= 10

25 MAY 13:35:35
REM1:57 KOJE SU

PRESSURE = 990 mb

CHAMBER VOLUME = 320.0 cm3

LEAF AREA = 12.95 cm2

BLR = .2500 s/cm

STM RAT = 2

INIT TRAN = .4074 MMOLES H20/m2/s

INIT INT CO2 = 47 .40 ppm

0B TIME QU RH LT CT Cc2 FL CM PM
1 0 377.5 33.97 32.55 32.18 384.0 24.77 .0000 .0000
2 10 379.2 34.90 32.49 32.17 381.7 24 .61 .0130 2.162
3 20 377.5 35.75 32.53 32.16 379.5 24 .64 .0121 2.159
4 30 376.6 36.63 32.50 32.14 375.8 24 .61 .0123 3.601
5 40 375.8 37.44 32.46 32.14 374.8 24.71 .0120 .9606
6 50 377.5 38.24 32.42 32.12 369.5 24 .92 .0116 5.041
7 60 381.7 39.07 32.49 32.12 368.3 24 .88 .0127 1.198
8 70 381.7 39.86 32.54 32.13 365.5 24 .93 .0124 2.641
9 80 381.7 40.59 32.45 32.14 361.0 25.05 .0118 4.321
10 90 376.6 41.34 32.48 32.16 359.8 25.12 .0127 1.200
M 10 378.7 37.79 32.49 32.14 372.0 24.79 .0123 2.587
R 90 5.929 7.371 0.13 0.06 24.18 .4414 .0014 4.080
v 0 377.2 34.10 32.52 32.16 384.5 24 .58 .0124 2.515
IE 0 1.348 .0486 0.02 0.01 .5017 .0604 .0008 1.041

PAGE= 83
8.2.2 jednotka pro praci s textovymi retezci

unit strgs;

interface
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function trim(s:string):string;
{orizne mezery z okraju}

function first(s:string):string;
{prvni podretezec odd. mezerou}
function butfirst(s:string):string;
{bez prvniho podd. odd. mez.}
function xchg(sl,s2,s3:string):string;
{v s3 nahradi vyskyty sl retezcem s2}
function upca(s:string):string;

implementation

function trim(s:string):string;

var
i:word;

begin
i:=1;
while (i<length(s))and(s[i]=" ") do inc(i);
s:=copy(s, i, length(s)-i+l);
i:=length(s);
while (i>0)and(s[i]=" ")do dec(i);
trim:=copy(s,1,1);

end;

function First(s:string):string;
var
i:word;
begin
s:=trim(s);
i:=pos(® ",s);
if 1=0 then first:=s else first:=copy(s,1,i-1);
end;

function butfirst(s:string):string;

var
i:word;
begin
s:=trim(s);
i:=pos(® ",s);
if 1=0 then butfirst:="" else butfirst:=trim(copy(s,i,length(s)-i+l));
end;

function xchg(sl,s2,s3:string):string;
begin

while pos(sl,s3)<>0 do
begin
s3:=copy(s3,1,pos(sl,s3)-1)+s2
+copy(s3,pos(sl,s3)+length(sl), length(s3)-pos(sl,s3)-length(sl)+1);
end;
xchg:=s3;
end;
function upca(s:string):string;
var
i:integer;
begin
for i:=1 to length(s) do s[i]:=upcase(s[i]);
upca:=s;
end;

end.

8.2.3 program KONVERT
{vystup z LICORa 6000}

uses strgs;

78



const
cvw=0.00065;
cvc=0.000385;

var
vst,vys:text;

var
s,t,u:string;
i,J,k,obs:integer;
gs.,q2,1s,12,cs,c2,fs,f2,ts,t2,pi,ps,p2,pt,as,a2,at,
tcmea, tlmea,al,ai,mea,std,p,q,r,rl,la,chv,patm,gs,pn:real;

procedure avg(s,s2:real;obs:word;var mean,std:real);
var
p:real;
begin
mean:=s/o0bs;
p:=s2-obs*sqr(mean);
if p<0.0 then p:=0.0;
std:=sqrt(p/(obs-1));
end;

procedure linreg(sx,s2x,sxy,sy,s2y:real;obs:word;var a,b,stda:real);

{y=ax+b}

var
d,s2:real;

begin
d:=1.0/(obs*s2x-sqr(sx));
a:=(obs*sxy-sx*sy)*d;
b:=(sy-a*sx)/obs;
s2:=(s2y-b*sy-a*sxy)/(obs-2);
stda:=obs*sqrt(s2)*d;

end;

begin
assign(vst,paramstr(1));
reset(vst);
assign(vys,paramstr(2));
rewrite(vys);
repeat
readln(vst,s);
if trim(s)<>"" then
begin

qs:=0.0;92:=0.0;1s:=0.0;012:=0.0;¢cs:=0.0;¢c2:=0.0;Ffs:=0.0;F2:=0.0;
ts:=0.0;t2:=0.0;ps:=0.0;p2:=0.0;as:=0.0;a2:=0.0;pt:=0.0;at:=0.0;

u:=trim(copy(s,6,3))+",";
readln(vst,s);
t:=butfirst(s);

val(t,obs,1); {number of observations}

if i<>0 then
begin

halt
end;
us=u+t+T, "
readln(vst,s);

u:=u+""T+trim(s)+"", " ; {time stamp}

readln(vst,s);
to=n-

while pos("REM",s)>0 do

begin
t:=t+copy(s,6,length(s)-5)+" *;
readln(vst,s);

end;

uz=u+ "+ T {remarks}

while pos('PRESéURE =",s)=0 do readln(vst,s);
t:=First(copy(s, 11, length(s)-10));
val (t,patm,j);patm:=patm*98.7;

us=u+t+","; {pressure Pa}
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repeat
readIn(vst,s);
until pos("CHAMBER VOLUME =%,s)>0;
t:=First(copy(s,17,length(s)-16));
val (t,chv, j);chv:=chv/1000000.0;
u:=u+t+*,"; {chamber volume m3}
repeat
readIn(vst,s);
until pos("LEAF AREA =7",s)>0;
t:=First(copy(s,12, length(s)-11));
val(t,la,j);la:=1a/10000.0;
u:=u+t+*,"; {leaf area m2}
repeat
readIn(vst,s);
until trim(s)="";
readln(vst,s);

{observations}
for i:=1 to obs do
begin
readlIn(vst,s);
s:=butfirst(s);
t:=First(s); {time}

val(t,rl,j);ts:=ts+rl;t2:=t2+sqr(rl);

s:=butfirst(s);

t:=First(s);

val(t,p,J):;qs:=gs+p;g2:=q2+sqr(p); {irradiance}
s:=butfirst(s);

t:=First(s);

val(t,p,]j); {relative humidity 1}
s:=butfirst(s);

t:=First(s);

val(t,q,j);Is:=Is+q;12:=12+sqr(q) ; {leaf temperature}
pi:-=610.78*exp(17-.269*q/(237-3+qQ));

s:=butfirst(s);

t:=First(s);

val(t,q,j);cs:=cs+q;c2:=c2+sqr(q); {chamber temperature}
r:=610.78*exp(17.269*q/(237.3+qQ));

r:=r*p/100; {partial pressure of H20}
r:=In(pi-r);

pS:=ps+r;p2:=p2+sqr(r);pt:=pt+r*ri;

s:=butfirst(s);

t:=First(s); {C02 concentration}
val (t,q,]);as:=as+q;a2:=a2+sqr(q);at:=at+q*ri;

s:=butfirst(s);

t:=First(s);
val(t,p,]);fs:=Fs+p;F2:=F2+sqr(p); {gas flow rate}
end;

avg(gs,g2,obs,mea,std);
str(mea:0:0,s);str(std:0:1,t);
uz=u+s+","+t+", " ;
avg(ls,12,0bs,mea,std) ;tlmea:=mea; {leaf temperature +/-}
str(mea:0:1,s);str(std:0:2,t);

uz=u+s+","+t+", " ;

avg(cs,c2,o0bs,mea,std) ;tcmea:=mea; {chamber temperature +/-}
str(mea:0:1,s);str(std:0:2,t);

uz=u+s+","+t+", " ;

avg(fs,f2,o0bs,mea,std); {gas flow rate +/-}
str(mea:0:1,s);str(std:0:2,t);

uz=u+s+","+t+", " ;

linreg(ts,t2,at,as,a2,obs,p,al,std); {photosynthesis +/-}
q:=patm*cvc/(8.314*(tcmea+273.15)*1a);

pn:=-p*q;std:=std*q;

str(pn:0:1,s);str(std:0:2,t);

ur=u+s+","+t+", " ;

linreg(ts,t2,pt,ps,p2,0bs,p,r,std); {log pi-po Pa}
pi:=610.78*exp(17-.269*tImea/ (237 .3+tImea));

q:=g*cvw/cvc;

gs:=-p*q;

std:=std*q;

{irradiance +/-}
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str(gs:0:3,s);str(std:0:5,t); {stomatal conductivity +/-}
uz=u+s+","+t+",";
str(a0:0:1,s);
ai:=a0-pn*1.6/gs;
str(ai:0:1,t);
uz=u+s+","+t;
writeln(vys,u);
repeat
readIn(vst,s);
until trim(s)="";
end;
until eof(vst);
close(vys);
end

8.2.4 vystupni data - format

¢islo stranky, pocet pozorovani, ¢as, pozndmky, atmosféricky tlak, objem systému, listova
plocha, ozafenost, standardni chyba, teplota listu, st.ch., teplota komory, st.ch., prutok, st.ch.,
rychlost fotosyntézy, st.ch., stomatalni vodivost, st.ch., po¢ate¢ni koncentrace CO, v okoli
listu, pocatecni intercelularni koncentrace CO-

8.2.5 vystupni data - priklad

82,10,"25 MAY 13:35:35","57 KOJE SuU",
990,320.0,12.95,379,2.3,32.5,0.04,32.1,0.02,24.8,0.18,3.2,0.00,0.025,
0.00001,384.5,182.8

83,10,"25 MAY 13:46:17","57 KOJE VLH ",
990,320.0,11.55,371,1.7,31.9,0.08,32.4,0.05,24.8,0.08,6.3,0.00,0.069,
0.00001,388.3,243.6

84, ...

8.3  Priloha C - popis piiloZené diskety

Disketa je zkontrolovana antivirovym programem SCAN 2.2.12 dne 1.10.1996 a zajisténa
proti zapisu, coz ale znemoznuje naptiklad ukladani vysledkl z programu LT50.

Program provypocet kritické teploty se spousti ze souboru LT50.EXE. Je fizen pomoci
srozumitelného systému menu. Po otevieni vzoroveho souboru dat JIRI-JA.DTT se spusti
editor dat, ten se opousti pomoci klavesy ESC. UloZené vysledky regrese v souboru JIRI-
JA.VYS lze vzajemne srovnavat programem LV50.EXE. Jeho ovladani je opét zfejmé, 1ze
libovoln€ vybirat skupiny méfeni, vyber sad vysledkil se provadi mezernikem.

Program pro tfidéni se spousti ze souboru TRID.EXE. Prvni obrazovka slouzi k vybéru
adresate, zmackne se ENTER. Na druhé obrazovce vybereme vzorovy soubor dat
publikovanych v praci Prasil a kol., 1989, POKUS001.DBF. V dalsi obrazovce vybereme data
pro vypocet, pohybujeme se pomoci vodorovnych a svislych Sipek, vybirame pomoci ENTER
nebo hromadné sekvenci (END, ,,Sipka nahoru®,) ,,tecka“, END, ,,Sipka dola®, ,,plus®. Po
vypoctu, ktery se spousti klavesou CTRL+C, se dostaneme do prvni obrazovky vysledki, po
dalsim CTRLA+C do druhé obrazovky vysledki, kde se ukaze presnéjsi odhad standardni
chyby vysledkil a navic homogenni skupiny odrid. Pfi druhém vypoctu se uziva piesnéjsi
metody, ktera vSak funguje pouze pro malé soubory dat.

wrwe
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