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Vyuziti diskriminace izotopu uhliku ve fyziologii rostlin
a Slechténi

Souhrn
ve stopovém mnozstvi (1,1 %). Izotopy uhliku *2C a®3C jsou pfijimany rostlinami s odli§nymi
metabolickymi drahami Cs, C4 a CAM (crassulacean acid metabolism) rozdilné, na zakladé
jejich ochoty pracovat s tézsim izotopem *C. V piipadé rostlin Cs cyklu fotosyntézy je
piijem *C niz8i v porovnani s rostlinami Ca4 cyklu. Pro plodiny je vytvofeni vazby s izotopem
piistup k atmosférickemu zdroji uhliku (ve formé¢ COz), jsou zvyhodnény ty rostliny, které
izotop *C nediskriminuji tak silng. S ohledem na to, e uhlik v plynné formé a voda ve formé
vodni pary vstupuji do rostliny stejnou cestou skrze pruduchy, které se pii stresu zaviraji, je
schopnost pracovat s maximem omezeného zdroje uhliku pro rostliny pii deficitu vody
zasadni.

Bakalaiskd prace se zabyvala diskriminaci stabilniho izotopu *C ve vztahu
k metabolickym draham fotosyntézy rostlin a k vodnimu deficitu, predevsim k efektivité
vyuziti vody rostlinou a k jejimu zlepsovani. Problematiku diskriminace uhliku *3C rozebirala
v souvislosti se stresovymi reakcemi rostlin v podminkach zasoleni ptidy a nedostatecné
dostupnosti vody pro rostlinu. Popisovala vyuziti méfeni diskriminace *C a izotopového
obsahu BC ke zjisténi efektivity vyuziti vody rostlinou za tcelem selekce odolngjsich
kultivari. Zaméfila se také na vyuZiti metody diskriminace izotopu uhliku 3C ve $lechténi
rostlin. Zabyvala se analyzou izotopového obsahu 3C pii studiu kompetice kulturnich plodin
a polnich plevell a péstovanim ve smiSenych rostlinnych kulturach. Definovala zakladni
pojmy spojené s tématikou izotopového obsahu, diskriminace, frakciona¢nich faktord

a mezofylové vodivosti. Bakalaiské prace byla psana formou literarni reserse.

Kli¢ova slova: fotosyntéza, WUE, $lechténi, izotopy C, 3C, izotopovy obsah, diskriminace



Use of carbon isotope discrimination in plant physiology
and breeding

Summary

Isotope 3C is, compared to a more common %C isotope in the atmosphere, found in
trace amounts (1,1%). Carbon isotopes *2C and *C are accepted by plants of different
metabolic pathways Cs Cs and CAM (crassulacean acid metabolism) differently based on
their willingness to work with heavier $3C isotope. In the case of plant photosynthesis cycle
Cs is its intake lower compared to plants of C4 cycle. Creating bonds with this isotope by crop
plants is somewhat more energetically demanding, but in a situation, where the plant is
reacting to stress and has restricted access to atmospheric source of carbon (in the form of
COy), plants that do not discriminate **C so strongly are at an advantage. Given that carbon in
gaseous form and water in the form of water vapor, enter the plant through the same apertures
(stomata), that close in the moment of stress, the ability to work with a maximum of a limited
carbon source during water deficit is vital fact for plants.

Bachelor’s thesis dealt with discrimination of a stable 3C isotope in relation to
metabolic paths of plant photosynthesis and to water deficit, primarily concerning the
efficiency of water use by the plant and its improvement. It examined the problem of **C
discrimination in relation to stress reactions of the plants in conditions of soil salinity and
unsufficient amount of water. It described the use of measuring 3C discrimination and isotope
content 13C to ascertain water use efficiency by the plant for the purpose of selecting more
resilient cultivars. It also focused on methods of *C isotope discrimination in plants breeding.
It dealt with analysis of 3C isotope content in studies of field weed and crop competition and
cultivation in mixed plant cultures. It has defined basic concepts related with isotope content,
discrimination, fractionation factors and mesophyll conductivity. Bachelor’s thesis was

written in the form of literary research.

Keywords: photosyntesis, WUE, plant breeding, carbon isotopes, C, isotope content,

discrimination
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1 Uvod

Bakalaiska prace se formou literarni reserse zabyva diskriminaci 3C, ktera spolu
s diskriminaci **C stala za objevenim rozdili ve fotosyntéze rostlin studovanych v 50. letech
20. stoleti fadou autorti (Bassham et al. 1954; Kortshak et al. 1965; Hatch & Slack 1966;
Bender 1968; Biel & Fomina 2015). Vztah diskriminace 3C s koncentraci CO; v atmosféfe a
rostliné a moznost méfit tento dé&j spolu s transpiraci, fotosyntézou a koncentraci vodni péary
vedl k usnadnéni studia primarnich metabolickych déji v rostliné (fotosyntéza, dychani a
fotorespirace) a jejich dukladnéjsimu pochopeni (Evans et al. 1986). Odlisna uroven vyuziti
diskriminace *3C plodinami umoznila podrobit zkoumani jednotlivé reakéni kroky fotosyntézy
a zaméfit pozornost védcl na Slechténi lepSich odrid rostlin na zdkladé dil¢ich casti
frakcionace (Farquhar et al. 1982; Farquhar 1983; O"Leary 1988).

Z hodnot dil¢ich diskriminaci bylo mozné ziskat informace o lokélnich koncentracich
CO2 a pohybu a ulozistich produkti reakci spojenych s uréitymi ¢astmi produkéni
metabolické fady (Scartazza et al. 1998). Na zikladé vztahu mezi diskriminaci °C a
efektivnim vyuziti vody rostlinou (Farquhar & Richards 1984), bylo mozné tuto metodu
vyuzit i v daldich biologickych disciplinach. Diky tomu, Ze izotopovy obsah *C a
diskriminace 3C jsou méfeny stejnymi piistroji, stejnymi metodami a navic jsou prevoditelné
z jednoho na druhé, byly ob¢ tyto veli¢iny vyuzivany casto ve studiich s vodnim deficitem
(O"Leary 1988; Condon et al. 2002), v komparativnich rastovych studiich zaméfenych na
Slechténi odrud rostlin odolnych ke specifickym podminkam (Gealy & Fischer 2010; Gealy &
Gealy 2011) a pti studiu mezofylové vodivosti (Kodama et al. 2011). Literarni reSerse se dale
zabyva Slechténim odrad rostlin schopnych kompetice proti plevelnému druhu (Svejcar a
Boutton 1985) a rustu ve smiSené kultuie plodin (Eleki et al. 2005).



2 Cile prace

Uhlik se v piirodé vyskytuje ve formé dvou stabilnich izotopt: *2C a 13C, pfic¢emz koncentrace
13C ¢ini cca 1,1 % a 2C cca 98,9 %. Rostliny piijimaji oba izotopy, ale kazdy v jiné mife.
Pfijem *C je ovlivnén metabolismem uhliku, kdy v piipadé rostlin Cs4 cyklu fotosyntézy je
jeho piijem vy$§i v porovnani s rostlinami C3 cyklu. Dale se v rostlinach li§i izotopové
zastoupeni uhliku v zavislosti na koncentraci CO2 v mezofylovych bunikach, kdy tento jev je

mozné vyuzit pro Slechténi na odolnost rostlin vii¢i vodnimu deficitu.

V navaznosti na uvedena fakta byl pro vypracovani bakalaiské prace stanoven cil sestavit

literarni resersi, zabyvajici se:

e  problematikou diskriminace uhliku *C a izotopového obsahu 3C ve vztahu k
fotosyntéze rostlin,

e problematikou diskriminace uhliku *C a izotopového obsahu 3C ve vztahu k efektivité
vyuziti vody,

e  vyuzitim diskriminace uhliku *C a izotopového obsahu *C k zjisténi mezofylové
vodivosti,

e  vyuzitim diskriminace uhliku 'C a izotopového obsahu *3C ve $lechténi rostlin na
odolnost predevsim vii¢i vodnimu deficitu a zasoleni,

. vyuzitim analyzy izotopového obsahu *C ke studiu kompetice rostlin a smiSenych

rostlinnych kultur.

Uvedeny cil byl stanoven z téchto davoda:

Efektivita vyuziti vody je snadno sledovatelnd pomoci izotopové analyzy obsahu tézkého
uhliku. Izotopova analyza poskytuje pii méfeni soucasnymi metodami rozséhlé informace o
fyziologii rostlin (jejich fotosyntéze, transpiraci, priaduchové vodivosti a koncentraci CO2
vV riznych mistech v rostling). Tato mnohostrannost a snadnost vyuZziti ¢inni z méfeni
izotopového obsahu 3C a diskriminace *C uzite¢nou nedestruktivni detekéni metodu, jiz lze
aplikovat v laboratofi i vterénu bez nutnosti pouzivat specidlni ochranné pomiicky.
V neposledni fad¢ byla divodem k vytvofeni literarni reSerSe S touto tématikou vyuzitelnost
této metody k selekci odrid nejlépe ptizpisobenych péstebnimu prostiedi, ristu v kompetici

S plevely a ve smiSenych rostlinnych kulturach.



3 Literarni prehled

3.1 Uhlik a jeho formy v piirodé

3.1.1 Obecné informace izotopy

Prvky mohou existovat ve form¢ izotoptl. Izotopy jsou atomy téhoz prvku, které se lisi
poétem neutront pritomnych v jadru. Na zakladé toho, kolik neutrond se v jadfe nachazi, se
uréuje, zda je izotop stabilni, nebo nestabilni. Ptiklady stabilnich izotopit jsou 20, 'O, %0,
B¢, 12C, 1N, ¥N, 3s, 325, Nestabilni izotopy podIéhaji radioaktivnimu rozpadu, zatimco
stabilni izotopy frakcionuji (Fry 2006).

Fry (2006) konstatuje, ze t€zké a lehké izotopy jsou z hlediska chemickych vlastnosti
témef totozné. Rozdil mezi nimi se projevuje na molekularni drovni pii tvorbé vazby tak, ze
izotop bohat$i o neutron reaguje relativné pomaleji oproti piislusnému leh¢imu izotopu. Se
stoupajicim atomovym (protonovym) ¢islem prvki se rozdil v rychlosti reakce mezi lehc¢im a
téz8im izotopem snizuje

Fry (2006) uvadi, ze pfirozenym jevem pro stabilni izotopy je frakcionace a michani,
coz jsou dva izotopové pochody opacné¢ho ucinku spojené v jeden ptirozeny cyklus. Pii
izotopovém michani se spojuje vice molekul za vzniku produktd s odliSné umisténymi
izotopy.

Frakcionace je podle Farquhara a Loyda (1993) reakce, jejimz vysledkem je produkt
piipadn€ produkty s jinym izotopovym slozenim nez u zdroje reakce. Dojde k rozdéleni
puvodniho izotopu mezi dvé latky nyni s odliSnym izotopovym obsahem. Tato reakce je
pohanéna jednak kinetickym efektem vychazejicim z odlisnych rychlosti reakci a difuznich
koeficienttl, a pak také termodynamickym efektem v piipadé reakce, kde dochazi k izotopové
vymeéng¢.

Podle O’Leary (1981) je potieba sledovat rychlosti mezireakci, aby bylo mozné urcit,
zda se jednad o frakcionaci kinetickou, nebo termodynamickou, na zakladé ¢ehoz lze volit
matematicky model vhodny ke sledovani izotopové zmény.

O’Leary (1981), Farquhar et al. (1982), Farquhar a Richards (1984), Evans et al. (1986)
a O'Leary (1993) pouzili modely postavené na frakcionaci. Pracovali se scitatelnosti
frakcionacnich faktorti, coz jim umoznilo sledovat frakcionaci béhem mnoha mezikrokt

reakce.



3.1.2 lzotopovy efekt a frakcionace

V soucasnosti jsou pro popis frakcionace (neboli diskriminace) pouzivany tfi veliiny,
mezi které patii: frakcionacni faktor o, jinymi slovy izotopovy efekt (a), izotopova
diskriminace, jinak také frakcionace (A), a ,.enrichment faktor* - frakciona¢ni faktor (g). Lze
je vzajemné pievadét viz rovnice (1), (3) za ucelem snazsiho porovnani hodnot, protoze se
mezi sebou sndze posuzuji hodnoty v promilich (v pfipadé A a €) neZ v desetinnych ¢islech
s mnoha pozicemi za desetinnou ¢arkou (o). a nabyva hodnot bliZicich se k 1 (Fry 2006;
Meier-Augenstein 2010).

V ruznych védeckych disciplinach jsou prednostné pouzivané ty z nich, které jsou pro
dany obor prakti¢téjsi. A a € jsou veli¢iny popisujici stejny jev - frakcionaci, aviak & vychazi
v zapornych hodnotach promile, protoze pracuje Sa, kterd je invertovanym pomérem

reakénich rychlosti lehkého ku tézkému izotopu (Fry 2006; Meier-Augenstein 2010):

A=(0—1)-1000 [%s], kde )
a=an/L=Kn/KL, (2)
e=(a—1)- 1000 [%o], kde @3)
aL/H=KL/Kn. 4)

Izotopovy efekt je pomérem rychlostnich konstant reakce, které vypovidaji o reaktivité
sledovanych izotopovych latek (O”Leary 1981).

o H /L - hodnota poméru rychlostnich konstant tézkého (heavy) ku lehkému (light)
izotopu prvku je bézné méné nez 1. a L/H je invertovanym pomérem rychlostnich konstant.
Nabyva hodnot vétsich nez 1. Ktery frakcionaéni faktor alfa z uvedenych rovnic (2, 4) se
pouzije, zavisi na védni discipliné. Pro geochemiky a hydrology déva vétsi smysl pouzivat
pomér tézkého isotopu ku lehkému izotopu a hodnota € v promilich tedy bude diky odeéteni
od 1 zaporna (Fry 2006). Biologie, chemie a ekologie jsou ptiklady védeckych obori, v nichz
je prednostné uzivana a ve formé o L/ n. Preference tohoto typu izotopového efektu vede
k ziskani diskriminaci kladnych hodnot. Podle Brand et al. (2014) by autofi studujici
problematiku izotopového slozeni méli na zaklad¢ diive dohodnuté konvence navrZené
Coplenem (2011) pouzivat frakcionaéni faktor a ve formé a n /L. Pfevod mezi pro biology
tradicnim izotopovym efektem o L/ 1 a jinymi obory preferovanou o w / L je vyjadien
nasledujici rovnici (Fry 2006):

aH/L=1/0aL/H. (5)
Vztah mezi diskriminaci a enrichment faktorem je popsan jako € = - A, pfesnéji

en/L=-AL/n (Fry 2006; Meier-Augenstein 2010).



Farquhar et al. (1982) a Farquhar s Richardsem (1984) definovali a také jako pomér
difuznich koeficientt (D) viz rovnice (6), které jsou spocitatelné pres redukované molekularni
hmotnosti:

o=D (*C0O2) / D (BC0»). (6)

Dalsi biology pouzivanda metoda nahlizeni na izotopovy efekt je vyjadieni
frakcionac¢niho faktoru a jako pomér poméri ¢etnosti izotopt uhliku v reaktantu ku produktu
(Farquhar et al. 1989):

a=R//Rp. @)
(o - izotopovy efekt, Ry - Cetnost izotopovych reaktantl, Rp - Getnost izotopovych produktit).

3.1.3 lzotopové sloZeni a jeho standard pro uhlik $3C

Relativni izotopové slozeni v promile (8*3C) je vztazeno k Pee Dee belemnitovi (PDB),
fosilii Belemnite americana nalezend ve formaci Peedee v Jizni Karoliné (Park & Epstein
1960). Jako prvni pouzil PDB standard v izotopové studii Urey et al. (1951). O Sest let pozdé&ji
jej vyuzil Keeling (1958) jako standard pro vzorky rostlinného puvodu. Po vycerpani zasob
PBD se zacal pouzivat jako referen¢ni vzorek VPDB - Vienna Pee Dee Belemnite (Meier-
Augenstein 2010; Brand et al. 2014).

Farquhar et al. (1982) uvadi pro vypocet izotopového slozeni obecnou rovnici (8a),
ktera vychazi z poméru obsahii dvou izotopu, kde jeden pomér pochazi ze vzorku, druhy je
standard. Obdobné je mozné pouzit rovnici (8b) zminénou Lermanem (1975):

8 (%o0) = [(Rsample/ R standgard) -1] 1000, R =3C / 2C ¢i °N / N, (8a)

3 = [(Rsample - R standard) / R standard] * 1000 [%o] . (8b)
V rovnicich (8a) a (8b) R znaci izotopovy pomér neboli ¢etnost minoritniho izotopu ku
majoritnimu izotopu, pfi¢emz majoritni izotop byva zpravidla tim leh¢im z nich, pfikladem
jsou prvky O, C, N, S a H (Farquhar et al. 1982; Fry 2006):

R = (€etnost minoritniho izotopu) / (Cetnost majoritniho izotopu). 9)
Izotopové sloZeni (8) lze podle Frye (2006) chéapat jako relativni odchylku sledovaného
vzorku od standardu. MiZze nabyvat kladnych i zapornych hodnot. Kladna hodnota vypovida
nulové hodnoty se jednd o prvek se shodnym pomérem leh¢iho a téZSiho izotopu jako se
vyskytuje v ptislusném standardu.

Izotopy a jejich pohyb je Casto popisovan sadou ¢tyt velicin, kterymi jsou izotopovy
obsah (3), izotopova Cetnost (R), frakéni ¢etnost (F) a atomprocento (AP). V zavislosti na

tom, jaky izotopovy proces je sledovan, je volena veli¢ina, pomoci které se zmény v latk&ch
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na urovni izotopu sleduji, to znamend, ze pro izotopové michani mize byt presnéjsi pouzit
jiné veli¢iny nez pro frakcionaci (Fry 20006).

Ve vsech zde zminénych publikovanych ¢lancich autofi pracuji pravé s delta notaci. Dle
Frye (2006) je sledovani izotopovych zmén béhem frakcionace pomoci & spolehlivé, pokud se
jedna o vzorky s piirozené se vyskytujicim izotopovym obsahem (viz Graf 1). V piipadé
uméle vytvotenych izotopovych vzorka doporucoval vypocty zalozené na frakéni Cetnosti (F)
a atomprocentech (AP), které jsou presné vzdy. Sledovani pohybu izotopti za pomoci delta
notace - izotopového obsahu (3) je povazovano za praktické z dtivodu snaz§iho proméfovani.
Pro piirozen¢ se vyskytujici vzorky biogennich prvka, které jsou nejCastéji sledovany
vrostlinné biologii, je mozné ignorovat rozdily mezi hodnotami AP, F, R které jsou
dopocitatelné ze zmétfen¢ho obsahu izotopt (), protoze rozdily jsou zanedbatelné¢ malé (Fry
2006).

-100 -50 0 50 100
51°C
Graf 1: Graf vztahu izotopového obsahu °C a R a ®F (ptevzato z Frye 2006).

Z grafu 1 je vidét linearni vztah mezi izotopovou &etnosti 3C (**R) nebo frakéni Eetnosti
13C (*°F) a izotopovym obsahem 3C (5'3C), ktery dokazuje zaménitelnost hodnot F a R,
pokud se jedna o piirozené se vyskytujici izotopy v rozsahu 6: -100 az 100 %o a neni nutné
ziskat zcela exaktni vysledky (Fry 2006).

O’Leary (1981) hovotila o snadnosti zamény vysledki hodnot ¢ a A, jelikoZ jsou ob&
vyjadfovany v promile. Proto také doporudila pouzivani R a o jakoZto mezivypoctl pro
ziskani celkovych izotopovych frakcionaci, ¢imz by se moznost zamén snizila. Autorka dale
uvadi, ze v porovnani se standardem sledovaného prvku dochazi v ptipad¢ uhliku k tomu, Ze
Porovname-li vysledky & mezi sebou, méné negativni hodnota je spojena s relativné vy$$im
obsahem tézsiho izotopu.

Hodnota §'3C je v soucasnych rostlinich zdpornd, protoZe vétsina rostlin diskriminuje
13C a uptednostiiuje lehéi uhlik *C. K selekei ve prospéch *2C dochazi pti piijmu a asimilaci

CO,. Za zapornou hodnotu 8C je také odpovédna nizsi hodnota pomérti izotopd uhliku



v atmosféte (Ra) v porovnani s hodnotou pomért izotopt uhliku ve standardu PDB (Condon
et al. 2002). Keeling et al. (1979), Goodman (1980, in Farquhar et al. 1982) a Farquhar
s Lloydem (1993) udavaji hodnotu & *C v atmosféte rovnou -8 %o. Izotopové slozeni
Vv rostlinach se s postupujicimi roky méni, kvili snizovani obsahu tézs$iho izotopu uhliku
v atmosféfe zpusobeného spalovanim fosilnich paliv (Farquhar et al. 1989). V posledni
ctvrting 20. stoleti na pocatcich studia izotopové analyzy bylo mnozstvi prirozeného tézkého
uhliku v atmosféte vyssi (Lerman 1975), za 14 let se tedy izotopovy obsah v atmosféte zménil
0 1 %o. Tehdy naméfené hodnoty izotopovych obsahii v rostlinach ale zastaly velmi blizko
souc¢asnym rozsahum viz Obr. 1 (Lerman 1975). Farquhar s Lloydem (1993) namétili rozsah
obsahu *C v rostlinach mezi hodnotami -8,9 %o a -30,1 %o. Tento rozsah izotopového obsahu
je velmi Siroky, jelikoZ jsou v ném obsazeny tii rtuzné skupiny rostlin (C3, C4+ a CAM -
crassulacean acid metabolism), kazda se specifickou variantou fotosyntézy. V Csrostlinach je
obsah *3C od -22 %o do -38 %o, v C4 rostlinach od -8 %o do -15 %o a v CAM rostlinach
0d -13 do -30 %o (Farquhar 1989; Yeh & Wang 2001). Rozdily ve fotosynteéze a frakcionaci

izotopti béhem ni se v téchto skupinach rostlin blize zabyvaji nasledujici kapitoly.

ATMOSPHERE -CO, : -7

| PEPC PEPC |
: D=z4 D=4
e:-N l 1
e:-N 4
RuDPC RuDPC RuDPC
Ds 20 D=0 0«<D<20 D=20
‘I e:-Mto
e:.27 e:-1 I -3 ; e..27
|
i:-27 =M i:=1 to-N 1:=27
C,-plant Cs.plant CAM._ plant

Obr. 1: Modely hodnot izotopového obsahu **C v atmosféfe a ti'i skupin rostlin (Cs, C4 a CAM - crassulacean
acid metabolism) ligicich se metabolickou drahou fotosyntézy. Tehdejsi hodnoty §'3C jsou velmi blizké

souc¢asnym hodnotdm §3C. §'*C jsou vyjadieny v %o (pievzato z Lermana 1975).



3.1.4 Diskriminace t&zkého izotopu uhliku *C (A *C)

Frakcionace izotopti uhliku je povazovdna za jednu z nejvhodnéjSich metod ke
sledovani ptijmu CO2 v prab&hu fotosyntézy (O Leary 1981).

Diskriminace uhliku v rostliné¢ je dana pomérem izotoptt uhliku nachézejicich se
Vv rostlin¢ v porovnani s jejich pomérem v okolni atmosféie (10). Farquhar a Richards (1984)
vychazi z porovnani rovnic (1) a (7):

ABC = [(Ram/ Rplant) - 1]+ 1000 . (10)

Autofi, ktefi se veénovali této tématice, pouzivali rizné znaky pro oznaceni
diskriminace. Symbol D je pouzivany v praci Lermana (1975), d je upfednostiiovany
Farquharem et al. (1982), Ad se vyskytuje v publikacich O’Leary (1988). Nejcasté&ji
pouzivany symbol A je preferovany vétSinou autort (napf.: Farquhar & Richards 1984;
Condon et al. 2002; Kodama et al. 2011). V nové&jsich publikacich napt. Kondo et al. (2004),
Shirazi et al. (2015) se objevuje oznaceni diskriminace jako CID (carbon isotope
discrimination).

V atmosféte je podle O Leary (1980) piitomno piiblizné 98,9 % stabilniho izotopu *2C a
1,1 % C. Hodnota diskriminace uhliku v Cs rostlinach je kladna, protoZe rostliny védoms
uptednostiiuji pro fotosyntézu izotop *2C (Condon et al. 2002). Jiz z poméru v jakém se
izotopy uhliku v atmosféfe nachazeji, je mozné ocekavat, ze v rostlinném materialu bude
tento silny nepomér ve prospéch leh¢iho izotopu uhliku zachovan. Na atmosféru je tedy
mozné nahliZzet jako na zdroj izotopovych reaktantli, které davaji v rostlin€ vzniknout
izotopickym produktim (Lerman 1975). Diskriminaci je pak mozné s menSi nepiesnosti
chapat jako rozdil v izotopovém obsahu *C mezi atmosférou a rostlinou. Fry (2006) ji ve
velmi zjednoduSené varianté predstavil jako:

A=8-8p [%o], (11)
kde pomér izotopt v atmosféte vnima jako pomér v zasob¢ reaktantli a s pomérem v rostliné
zachazi jako s pomérem mezi vzniklymi produkty. Rovnici (11) lze ziskat z modelu
pfedstavené¢ho Farquharem et al. (1984) za predpokladu, ze hodnota izotopového obsahu
Vv rostlin€ je natolik malé ¢islo, ze ve jmenovateli rovnice (12) vyjde ¢islo blizkeé 1:

A= (8- dp) / [1+ (8p / 1000)] [%o] . (12)
Velkd a mala C, c ptedstavuji koncentrace CO2 Vv odlisnych lokacich vici rostling, mala
pismena abecedy (a, b, d, e, f) znaci dil¢i frakcionace, viz napf-.:

Ap=a-[(Ca-Cs)/Ci]+b-(Cs/Cy)=a+(b-a) C«/Ca. (13)

Spojenim rovnice (11) s rovnici (13) publikovanou Farquharem a Llyoedem (1993),



kterd zobrazuje diskriminaci jako souhrn dil¢ich frakcionaci néasobenych pomérem
koncentraci CO; v ptislusnych mistech v rostling, lze ziskat pravdépodobné nejznaméjsi
rovnici platnou pro rostliny s fotosyntézou typu Cs vytvoienou Farquharem et al. (1982):
8=8a-a-(b-a)- Ci/Ca. (14)

Farquhar a Lloyd (1993) pouzili v rovnici (13) symbol Cs misto Ci pro piesnéjsi vyjadieni
parcialniho tlaku v intracelularnim prostoru rostliny.

V porovnani s pomérnym izotopovym slozenim (3) vyjadiujicim relativni odchylku
izotopového obsahu vzorku oproti standardu, izotopova frakcionace (A) jinymi slovy

diskriminace popisuje izotopovou zménu v prubehu reakce (Fry 2006).

O’Leary (1988) hovotila o tom, jaké zdroje uhliku je potieba vzit do Uvahy pro vypocet
izotopového slozeni v rostlin€. VétSina uhliku dle ni pfichazi do listu rostliny zvnéjSku a je
fixovana fotosynteticky aktivnimi pletivy. Samoziejmé& list neni izolované prostiedi, proto
autorka také zminovala vyménu uhliku mezi listem a ostatnimi ¢astmi rostliny béhem jeho
vyvoje a zivota. Jako dalsi duvod zmény v celkovém obsahu uhliku v listu uvedla ztratu
prodychavanim uhliku diive naasimilovaného.

Condon et al. (2002) pouzivali upravenou verzi rovnice (14) v podob¢, ktera celkovou
diskriminaci v rostliné popisuje jako souhrn dil¢ich diskriminaci pfi transportu a zpracovani
CO2 béhem fotosyntézy:

ABC=(a-d)+(b-a):cilca. (15)

O’Leary (1988) nepovazovala vycCet jednotlivych frakcionaci za dokonaly popis
diskriminace **C rostlinou. Tyto dil¢i frakcionace méla za takové kroky frakcionace, pii nichz
rostlina nejvice vzdoruje pouziti °C, vycet tedy neni definitivnim souétem moznych
frakcionaci, kterym CO: projde. Vidéla je jako souhrn kroku, které jsou nejvyraznéji
pozorovatelné a méfitelne.

Rovnice (15) popisuje prvky Gcastnici se diskriminace 3C v rostling. Obsahuje dil¢i
diskriminace *C b&hem proces, jimiz celkovy CO2 pti fotosyntéze prochazi. Je zde zahrnuty
Jeji dil¢i ¢leny popsali Farquhar et al. (1982) jako frakcionaci: pfi difuzi CO; priduchy (a),
béhem karboxylace Rubiscem (b), frakcionaci pii fotorespiraci, dychani a pii zpétné
karboxylaci *CO; uvolnéného z prodychanych uhlikatych stavebnich latek (d). Z rovnice (15)
Ize poznat 7e AC a Ci/ Ca jsou pfimo imérné (Farquhar et al. 1982).

Vogel (1993) preferoval pouziti méné cCasté sady znakll pro diskriminaci a jeji

frakcionacni faktory ve formé feckého pismene ¢ (éta), u dil¢ich faktordi z indexd z prvnich
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pismen nazvu reakci (d - difuze, c - karboxylace atd.) a zménil znaménko viz rovnice (16b).
V praci Vogela (1993) se nachazi rovnice diskriminace popisujici totéz jako rovnice (15),
avSak stou zménou, ze autor preferuje vyjadieni vlivu koncentraci CO. na diskriminaci
formou poméru parcialnich tlaki (pi/ pa):
A=a+(b-a) pi/pa, (16a)
€ ~ed+ (ec-€d) PilPa- (16b)

Dil¢i diskriminace b nezavisle na metabolické cesté fotosyntézy nabyva dle Farquhara
et al (1982) hodnot mezi 27 %o a 30 %o, dle Brugnoliho a Farquhara (2000) hodnot mezi 26 az
29 %o. Rozsah mezi hodnotami b, ktery ob¢ skupiny autorti uvadéji je vysledkem upravy
hodnoty frakciona¢niho faktoru pro karboxylaci Rubiscem sniZenim o hodnotu diskriminace
zpusobenou praci PEPC a o rozpustnost CO2 ve vodé. Pro Cs rostliny frakciona¢ni faktor
a nabyva dle Farquhara et al. (1982) hodnoty 4,4 %e.

Pii pohledu na rovnice (15) a (16a) je vidét Ze je moZné zanedbat dil¢i frakcionaci
(d) vypovidajici o zpétném vyuziti jiz asimilovaného CO2, dychani a fotorespiraci ve
sledované casti rostliny (O'Leary 1993; Vogel 1993).

Evans et al. (1986) pracovali srovnici, ktera byla mnohem komplikovangjsi
a popisovala ¢istou diskriminaci v Cz rostlinach jako:

A=ap- (Pa-ps)/Pa+a-(ps-pi)/pa+ (Bs+a) - (pi-Pc)/pa
+b-pc/pa-(eRa/ K+ f*)/pa. a7
Cast (eRq / k + fT'*) / pa z rovnice (17) bere v uvahu piinos fotorespirace, kompenzaéniho
bodu fotosyntézy a temné respirace.

Evans et al. (1986) pozorovali u C3 rostlin stejnou zavislost diskriminaci na pi/ pa.
Rovnice (18) je nezjednodusenou formou rovnice (13) pro diskriminaci 3C. Tato komplexni
rovnice je pouzivana autory, ktefi chtéji zahrnout obsahlej$i mnozstvi moznych dil¢ich
diskriminaci (Farquhar & Lloyd 1993):

An=ap - [(Ca—Cs)/Cql+a- [(Cs—Cs) / Ca] +a- [(Cst —Cw)/ Cad]
+(es+a) [(Cw—Co)/Cql+b-(Cc/Ca)—[(e-Ra/k+f-T*)/Cq. (18)

Podobné podrobnéjsi rovnice, které rovnéz vychazeji z rovnic navrzenych Farquharem
(1982), pouzivaji mnozi soucasni autofi (napt.: Brugnoli et al. 1988; Lanigan et al. 2008;
Kodama et al. 2011). V piipadé Lanigana et al. (2008) jeji ¢asti zahrnuji prestupy z atmosfery
do vzdusné vrstvy kolem listu, do podpriaduchové Stérbiny, do mezofylovych bunek

a zapocitavaji snizeni diskriminace fotorespiraci a dychanim:
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A=ap-[(Ca—Cs)/Ca]+a- [(Cs—Ci)/Cq] +am- [(Ci —Cc)/Cdl (19)
+b-(Cc/Cq)—F-T*/Ca —e-Ra/ (A+Rq) - (Cc—T*)/Ca.

Oba vySe zminéni autofi pocitali s tim, ze diskriminace je pro Cz rostliny ovlivnéna
pomérem koncentraci CO.. Farquhar et al. (1982) a Condon et al. (2002) tuto slozku
diskriminace vnimali jako pomér koncentraci CO2 mezi intracelularnim prostorem listu a
atmosférou. O"Leary (1993) a Vogel (1993) dali ptednost vyjadieni tohoto prvku jako poméru
parcialnich tlaka.

V ptipadé Cs rostlin je nutné do rovnice celkové diskriminace ptipo¢itat diskriminaci pti
zpracovavani CO, pomoci PEPC (fosfoenolpyruvat karboxylazy) o dalsi karboxylaé¢ni dil¢i
diskriminaci bzd, coz zméni rovnici (16a) v rovnici pouzitou Farquharem a Richardsem
(1984) a O"Leary (1993):

A =a+ (bs+bsp—a)pi/pa, (20)
kde b4 predstavuje frakcionaci pii karboxylaci PEPC. bs¢ zapocitava do rovnice frakcionaci
pii karboxylaci enzymem Rubisco roznasobenou o mnozstvi CO2, které uniklo z pochev
cévnich svazkt zpét do mezofylu. ¢ je Symbolem netésnosti pochev cévnich svazki (BSC).

Dle Vogela (1993) lIze rovnici (20) vyjadiit jako:

€ =¢&d+ (epgt €4-€d) Pil Pa- (21)
Zde e vypovidd o Kkinetické frakcionaci bikarbonatu sPEPC a e&ny predstavuje
termodynamickou frakcionaci plynného CO; a bikarbonatu.

Na rozdil od Cs rostlin podle Evanse et al. (1986) pomér pi / pa na diskriminaci *C u Cs4
rostlin pfili§ vliv nemé¢l.

V praci Farquhar (1983) se nachazi rovnice popisujici izotopovy obsah *C v CAM
rostlinach, s tim Ze se od rovnice pro Cs (14) li8i frakciona¢nim faktorem pro karboxylaci (b)
a & env je zkratkou pro environment, tedy prostiedi, v rovnici (14) autofi pouzili zkratku 6 a,
znacici atmosféricky:

0=038ewv-a-(bs-a)-ci/ca. (22)

Diky moznosti sledovat dil¢i frakcionace b&éhem metabolickych d&ju v rostlinném
materialu a vztahu koncentrace CO: s diskriminaci *C je moZné pouzit jejich méfeni
ke studiu fyziologie rostlin a Slechténi 1épe prizplsobivych rostlin na rtizné typy prostiedi,

¢emuz se budu dale vénovat v kapitole 3.4, 3.5 a 3.6.
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3.1.5 Metody méreni izotopii

Jedna z prvnich verzi metod studia rostlin s pomoci znageni stabilnimi izotopy *C byla
provedena pomoci vstitknuti *CO2 plynu do komory se sledovanymi rostlinami, z nichz pak
byly odebrany vzorky rostlinneho materidlu ke spaleni v kifemikovych nadobkach. Nasledné
byl pfecistény CO2 analyzovany manometricky ke zjisténi jaké procento objemu je tvoieno
uhlikem a poté spektrometricky izotopovou (dual inlet) hmotnostni spektrometrii (Svejcar et
al. 1990).

Ve vétsing soucasnych (novéjsich) praci je preferovana analyza A¥®*C pomoci ,,isotope
ratio mass spectrometry” (IRMS), kde se méfi ptimo izotopovy obsah (8) vlozeného vzorku.
Déle je mozné informace o ASC zjistit gazometricky soucasnym méfenim rychlosti
fotosyntézy a transpirace, ze kterych se pocita intracelularni koncentrace COo.

Podle Evanse et al. (1986) je pojmenovana Evansova ,,on-line” metoda méfeni A3C,
kde je méfena zména v izotopovém slozeni vzduchu v blizkosti fotosyntetizujiciho listu
sledované rostliny. Analyzu provadi hmotovy spektrometr, ktery zpracovava informace
z listové komory. Tato metoda se v adaptovanych variacich béZn¢ v soucasnosti pouziva.
Autofi v pfipadech on-line metod porovnavaji hodnoty o¢ekavané ACi nebo také ACpred
a skuteéné naméiené ACqps (Kodama et al. 2011, Lanigan et al. 2008).

Srovnani vysledka ziskanych méfenim §*3C pomoci IRMS a gazometricky zjisténych
okamzitych hodnot koncentraci CO2 je zobrazeno v grafu ¢. 2. Vyss§i rozptyl hodnot kolem
regresni primky pfi zachyceni vysledkii korelace & *C a poméru okamzitych hodnot ci a Ca je
pri¢itan nékolika faktorim. Jednou z pfi¢in vyssiho rozptylu hodnot je porovnavani velmi
proménlivé okamzité hodnoty poméru koncentraci CO2 zptsobené zavislosti na podminkach
v okolnim prostiedi listu s integralni hodnotou §'°C, ktera je na té&chto podminkach nezavisla
(Cernusak et al. 2013). Dalsi z moznych pfi¢in jsou podle Santriicka et al. (2003) nestejnoroda
rychlost fotosyntézy plsobend nestejnomérnou praduchovou vodivosti a existence
mezofylového odporu. Pii méteni Evansovou metodou k rozptylu hodnot od regresni ptimky

nedochazi kvili poméfeni dvou okamzitych hodnot (Evans et al. 1986).
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Graf 2: Graf vztahu poméru okamzitych koncentraci CO, V listu a atmosféfe a izotopového obsahu &'3C v listu.

Vzorky jsou semenacky krytosemennych a nahosemennych rostlin (pievzato z Cernusaka et al. 2013).

3.2 Metabolické drahy fotosyntézy Cs, C4 a CAM rostlin
a diskriminace *C s nimi spojena

Rostliny muzeme rozdélit do tii skupin, definovanych jejich odliSnym pfistupem
k zapracovani uhliku ve formé CO2 nebo HCO3™ do organickych kyselin. Kazda z téchto tti
skupin rostlin pouziva odlisnou metabolickou drahu, ktera vychazi jiz z anatomické struktury
fotosyntetizujicich pletiv na buné¢né urovni. Rozdil mezi nimi nastava v okamziku prvni
karboxylace. Metabolické drahy sdruzujici tyto rostliny jsou pojmenovany podle vyzkumnikd,
jez tyto drahy studovali a podle organickych kyselin, které jsou meziprodukty karboxylaé¢niho
cyklu. Tyto drahy a cykly se nazyvaji Calviniv cyklus, Hatch and Slackuv (Prochézka et al.
1998).

Prvni  z cykll, pouzivany Cs rostlinami, kde meziproduktem je tii uhlikaty
3-fosfogylcerat je nazyvan po jednom autortt vyzkumu fotosyntetickych cykli Calviniv
cyklus (Benson-Bassham-Calvin cycle) (Biel & Fomina 2015). Byl studovan za pomoci
znadeni radioizotopovou metodou izotopem uhliku *4C (Bassham et al. 1954).

Piiklady péstovanych plodin s Cs fotosyntézou jsou ryze (Oryza sativa), pSenice
(Triticum aestivum L.), je¢men (Hordeum vulgare L.), oves (Avena sativa L.), s6ja (Glycine
max L.), vojtéska (Medicago sative L.) a bavinik (Gossypium hirsutum L.). Z plevelt se mezi

n¢ tadi bér (Setaria spp.) a povijnice (Ipomoea spp.) (Gealy &Fischer 2010). Tento cyklus
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probihda v mezofylovych bunkach za pomoci enzymu ribuloza-1,5-bisfosfat karboxylaza
oxygendza, nazyvaného Rubisco a katalyzuje reakci fixace uhliku ve formé¢ CO,. Calviniv
cyklus je spole¢ny pro vSechny rostliny s tim, Ze ty z rostlin, které fixuji uhlik pouze touto
cestou, patii do skupiny rostlin s Cz typem fotosyntézy (Prochazka et al. 1998).

Metabolickd drédha Cs fotosyntézy byla poprvé popsana u cukrové titiny v roce 1965
autorskym kolektivem Kortshak, Hartt a Burr (Kortshak et al. 1965) a o rok pozdgji autory
Hatchem a Slackem (Hatch & Slack 1966). Tito autofi zjistili, ze Calvinovu cyklu ptedchazi
v mezofylu karboxyla¢ni reakce, ktera vede ke vlozeni CO: V jeho aniontové formé do
Ctyfuhlikaté oxaloctové kyseliny (cyklus Hatchtiv — Slacktiv — Kortschakiv). Tato fixace
HCO3z ~ probihd pomoci fosfoenolpyruvat karboxylazy - oxygendzy (PEPC). Cs4 kyselina je
aktivné transportovana do pochev cévnich svazku, kde zni je extrahovan CO», dale
zpracovavany klasickou cestou enzymem Rubisco v Cs cyklu (Hatch 1987). Tim, ze Ca
rostliny mohou pozivat dvoji karboxylaci, maji moznost dosahnout efektivnéjSiho vyuziti
dostupného uhliku (Prochazka et al. 1998). Také slaba diskriminace PEPC proti pouziti
tézkého bikarbonatu (b= 5,7 %o) pfinasi evoluéni vyhodu spolu s pouze karboxyla¢ni aktivitou
enzymu PEPC (PEPC nema oxygenazovou aktivitu, nepracuje fotorespira¢né) (Farquhar
1983; Prochéazka et al. 1998). Rovnice diskriminace 3C po¢ita se ztratami CO2 zptisobenymi
netésnosti BSC (Farquhar 1983). BSC neudrzi COg, ktery rostlina pienasi pfes membranu za
pomoci ATP uvniti v burikach, neustale dochazi k jeho ztratam zpét do mezofylu (Hatch
1987).

Mezi plodiny s Cs fotosyntetickou drahou patii kukufice (Zea mays L.) a ¢irok
(Sorghum bicolor (L.) Moench), z pleveli jezatka kuii noha (Echinochloea cruz-gali L.
Beauv.) a laskavec (Amaranthus spp.) (Gealy &Fischer 2010).

Na souvislost mezi nové objevenou Cs metabolickou drahou a obsahem obohaceného

izotopu uhliku 3C v tropickych travach upozornila svymi vyzkumy Bender (1968).
O’Leary (1988) testovala rozdily v & *3C u Cs i Ca rostlin (Zea mays, Medicago sativa)
a konstatovala, ze v ramci jednoho druhu li§iciho se poc¢tem chromozomalnich sad (ploidie)
se hodnoty & 3C téméf nelisily, nebot’ pomér koncentraci vnitrobunééného a atmosférického
CO:z byl témet shodny bez ohledu na ploidii rostliny.

Specidlnim typem fotosyntézy Castecné postavené na C4 metabolické draze je CAM
fotosyntéza, kde spojeni pismen CAM znamena ,,crassulacean acid metabolism “. Piikladem
rostlin s fotosyntézou typu CAM jsou podle Kluge & Ting (1978) poustni a sukulentni
rostliny (Opuntia sp., Tillandsia sp., Ananas sp., Portulacea sp., Geranium sp., Euphorbia sp.

CAM rostliny vyuZzivaji upravené metabolické drdhy Cs4 fotosyntézy, avSak odde€luji
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zapracovavani CO2 pomoci PEPC do malatu a jeho pozdé&jsi rozstépeni a nasledné zpracovani
Rubiscem jak mistné, tak i ¢asové (Kluge & Ting 1978; O'Leary 1988). CAM cykKlus je
na zakladé casového oddéleni jeho metabolickych fazi také nazyvan ,,diurnal acid rhythm® ¢i
Ldiurnal acid cycle®. Je pro néj typické nizké pH kvili vyssi koncentraci C4 kyselin (pfevazné
kyseliny jable¢né) ve vakuolach ptes noc a vyssi koncentrace uhlikatych metaboliti Cs cyklu
pres den (Kluge & Ting 1978; Black & Osmond 2003). Tento jev byl pozorovan jiz 1813
Benjaminem Heyesem, ktery ochutndval listy Bryophylum calycinum pozoroval jejich
kyselost v brzkych rannich hodinach a pokles této kyselosti s pfibyvajicimi hodinami dne
(Heyne 1816; Meidner 1986). Pti temnostni fazi pfijimaji rostliny otevienymi pruduchy CO> a
pracuji PEPC a MDH (malat dehydrogenazou). Pii zavienych prudusich v denni fazi cyklu
pracuji Rubiscem (Kluge & Ting 1978; O"Leary 1988). Sinha (2004) rozdéluje CAM rostliny
dle pouzivani tohoto typu fotosyntézy na obligatné¢ a fakultativné CAM fotosyntetizujici.
Mezi obligatni CAM rostliny patti napt. Opuncia basiliaris. V ptipadé fakultativnich uvadi

napi.: Mesenbryanthemum crystallinum, Agave americana, A. deserti.

3.3 Vodni deficit

Obsah vody v rostlin¢ Ize vyjadiit ve formé vodniho sytostniho deficitu (VSD), nebo
relativniho obsahu vody (RWC). Tyto veli¢iny jsou definovany pomérem cerstvych hmotnosti
a hmotnosti suSiny. Vodni sytostni deficit udava procentualni mnozstvi vody, které rostlina
postradd do plného nasyceni. Oproti tomu relativni obsah vody poskytuje informace
0 skute¢ném procentudlnim nasyceni rostliny vodou (Prochazka et al. 1998).

Existuje vice metod, jak stanovit stav vody v rostlindch.. Nejc¢astéji sledovana je
regulace zavirani a otevirani priduchd, jelikoz je dobfe méfitelna svou spojitosti s pfijmem a
fixaci CO2. Dale rostliny omezuji ztratu vody pomoci naklanéni listu do thlu a jeho rozvijeni
¢i zavijeni zménou tlaku vody v pletivech (Cowan 1982). Jinou strategii je podle Cowan
(1982) preruseni vodivych pletiv v fapiku a opad listu rostlinou v piipad¢, kdy pomér ristu
a mortality rostliny dosahne hodnoty pii které piijem CO: a jeho fixace neni pro rostlinu

dostatecné ekonomicky vyhodna na to, aby rostlina udrZzovala zdsobovani listu vodou.

3.3.1 Transpirace

Vydej vody Vv rostling je provadén dvéma jevy nazyvanymi gutace a transpirace. Gutace
je zodpoveédna za vydej vody v jeji kapalné podobé otvory, které jsou k tomu evolucné
navrzeny, hydatodami. Tento vydej neni z pohledu rostliny regulovatelny vtom smyslu,

ze prusvit hydatod neni ovladatelny (hydatody jsou tedy vzdy oteviené). Druhou a dominantni
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metodou vydeje vody rostlinou, zodpovédnou za maximum transportované vody ve formeé
vodni pary je transpirace (Prochazka et al. 1998).

Transpirace vydava vodu do prostiedi v jeji plynné form¢ skrze priaduchy a pokozku
nadzemni C¢asti rostliny. Prostup vody pokozkou a kutikulou je nazyvany kutikuldrni
transpiraci a neni pfimo ovladatelny. Pory pro vodu v kutikule jsou trvale oteviené. Dle
Cowana (1982) rostlina miZe v extrémnich ptipadech uzaviit listové stopy a nechat listy
opadnou a tim regulovat plochu, z niz kutikularni transpiraci ztraci vodu. Druhou a hlavni
formou transpirace je transpirace skrze priduchy (pruduchova, stomatalni) (Prochazka et al.
1998).

Celkova vodivost pro COz v rostling se sklada z nékolika prvku, které jsou definovany
podle prostiedi, kterymi tento plyn (a vodni para) prochazeji pii transportu z atmosfery
do mist karboxylace, tedy do chloroplastii. Tato celkova vodivost je nazyvana mezofylova
vodivost a jejimi prvky jsou vodivost skrze ,intercellular air space® (gias), pies bunéénou
sténu (gw) a vodivost v kapalné fazi v cytoplasmé (giiq) (Flexas et al. 2008).

Rovnice popisujici vodivost pro CO2 v rostliné v zavislosti na hodnoté Cisté fotosyntézy
(An), koncentrace v atmosféie (Ca), koncentrace v podpruduchové dutin¢ - intracelularnich
prostorech (Ci) a koncentrace v chloroplastech (Cc) (Long & Bernacchi 2003).

AN=0s(Ca-Ci))=gm (Ci- C.) . (23)

Flexas et al. 2008 dale tvrdili, Ze giiqa nékdy i gw jsou hlavnimi ptivodci zmén v gm.
Ve srovnani s praduchovou vodivosti, reaguje mezofylova vodivost na zmény v prostiedi
rychleji nebo nejméné stejné pruzné jako praduchova vodivost (Vrabl et al. 2009).

Okamzita efektivita vyuziti vody (WUE) se ukazala byt vhodnym parametrem
na sledovani kratkodobého dopadu dostupnosti vody pro rostlinu a pohyb vody a uhliku
v rostlingé. Pro dlouhodobé meéfeni je vyhodngjsi pouzit veli¢inu nazyvanou transpiracni
efektivita (W). Tato veli¢ina je vhodnd pro sledovani toku uhliku a vody po del§i ¢asova
obdobi vyuZzivana pro pozorovani produktivity a ristu stromovych korun (Ehleringer et al.

1993a).

3.3.2 Efektivita vyuziti vody rostlinou - WUE

Sinclair et al. (1984) ve své praci popisovali pojem ,water use efficiency, ktery
predstavuje pomér mezi naakumulovanou biomasou, jez je vyjadiena formou asimilace
CO2 (A), celkovou biomasou plodiny (B) a plodinovym vynosem zrna (G) k mnozstvi
spottebované vody. Suma vody je predstavovana transpiraci (T), evapotranspiraci (ET), nebo

celkovym piijmem vody (1).
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Rostliny jsou schopny ovlivnit kolik vody vytranspiruji za soucasného ziskani uhliku.
Takovéto regulaci ztraty vody se fika vnitini vyuziti vody Wt a je to jev nepfimo meétitelny
jako AC (Condon et al. 2002).

Vnitini vyuziti vody (WT) ,,intrinsic water use efficiency* - okamzita efektivita vyuziti
vody je popsana Condonem et al. (2002) jako pomér okamzitych rychlosti asimilace CO2 (A)
a transpirace (T) pruduchy. Vnitini vyuziti vody zavisi na vodivosti praducht (gs)
a koncentra¢nich gradientech (¢) v rostlin€é a jejim okoli. Pro asimilaci uhliku se jedna
0 koncentraéni gradient vnitiniho (ci) a atmosférického (cs) CO2a vodivost praduchi
pro tento plyn (gc). V piipad€ transpirace je jeji rychlost ovliviiovana vodivosti praduchd
pro vodni paru (gw) a jejimi koncentra¢nimi gradienty: (wi) v rostliné a (wa) vV atmosféfe.

Rovnice (24), (25), (26) a (27) byly pievzaty z prace Condon et al. (2002):

A=gc(Ca-Ci), (24)
T= Ow (Wi - Wa) ) (25)
Wr=A/T= [ge(Ca-Ci)]/ [gw (Wi - Wa)], (26)
Wt =0,6Ca(l-Ci/Ca)/ (Wi-Wa). (27)

Slozenim vztahti pro A a T z rovnic (24) a (25) mize byt sestavena rovnice popisujici
okamzitou ucinnost vyuziti vody WUE, (28) pouzitd Farquharem a Richardsem (1984)
a pozdé¢ji Condonem et al. (2002):

WUEo = A/E=ca(1-ci /ca)/1,6 (wi-wa). (28)

V rovnici (28) je 1,6 hodnotou poméru difuzivity CO2a vodni pary v atmosféie
(Ehleringer et al. 1993a).

Rovnice (29) vychéazejici ze vztahu pro WUE, (28) ukazuje schopnost rostliny
kompenzovat ztraty a piijem vody spojené sregulaci karboxyla¢ni kapacity a difuzni
vodivosti omezované praci praducha (Xu et al. 2009):

ci=ca-A/lgco:. (29)

Kontrola koncentrace CO: v intercelularnim prostoru a na cesté do mist karboxylace je
dle Xu et al. (2009) hlavnim mechanismem k ovladani WUE rostlinou. Podle (Ehleringer
et al. 1993a) je vnitini vyuziti vody rostlinou (intrinsic WUE) popsano jako pomér rychlosti
fotosyntézy (A) ku vodivosti praduchi (g). Takeé ji zobrazuji jako okamzitou efektivitu vyuziti
vody rostlinou (WUE,) nasobenou hodnotou gradientu tlaku vodni pary mezi listem
a atmosférou (v):

WUEi=A/g, (30)
WUE; = WUEq(instaneous) * V , (31)
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v=(ei-e)/P=vpd/P, (32)
kde vpd je deficitem vodni pary (Sinclair et al. 1984; Ehleringer et al. 1993a).

Hodnota poméru koncentraci CO2 (Ci / ca) je déna vztahem mezi fotosyntetickou
kapacitou a vodivosti pruduchi viz rovnice (29). ZvySeni vnitini efektivity vyuziti vody
je tedy spojené se snizenim hodnoty poméru koncentraci CO2 (Ci/ Ca) pomoci snizeni (g) nebo
navyseni (¢) nebo soucasnou zménou obou parametrii (Condon et al. 2002). Podle Condona
etal. (2002) je mozné vyrazné zlep$it vyuziti vody v rostliné pfi pomérné mirné zméné
v hodnoté (Ci / ca). Ptikladem je zlepSeni rychlosti asimilace navazané na zvySenou
fotosyntetickou kapacitu, je vSak pravdépodobné, Ze pii zvyhodnéni jednoho z parametru
urCujicich Wt dojde ke zhorSeni jiného. Snizeni (ci / Ca) snizenim hodnoty stomatalni
vodivosti (g) se odrazi na rychlosti asimilace CO,. Nizs$i stomatalni vodivost také
pravdépodobné povede K naristu teploty v listu (pokud tato zména v g neni doprovazena
existenci silné tepelné vodivosti v nejbliz§im okoli listu) a vzroste mnoZzstvi vodni pary uvnitt
rostliny. Oboji se odrazi ve zvySeni hodnoty rychlosti transpirace na jednotku stomatalni
vodivosti. Ve vysledku dle Condona et al. (2002) nedojde snizenim (ci/ Ca) k ofekavanému

vyhodnému zlepseni Wr.

3.3.3 Metody vedouci k vylepseni WUE plodin

Sinclair et al. (1984) popsali pét okruhti, v nichz by mohlo dojit ke zménam, které
by vedly k vylepSeni WUE plodin, u vSech v8ak zminili ur¢ity kompromis. Uvedli moznost
upravy v oblasti biochemickych zmén, ve fyziologii stomat, v Gpravé péstebniho prostiedi,
vylepseni skliziiového indexu a navyseni objemu protranspirované vody.

V ramci biochemickych intervenci navrhovali Sinclair et al. (1984) pokusit se vylepsit
ucinnost fotosyntézy rostlin, ptipadné¢ zménit charakter produkti, které dané rostliny generuji
(napt. smérem podporujicim lep$i odolnost rostlin). Ke druhé varianté se vSak autofi
nepfiklanéli, protoze cilem pro péstovani rostlin je ve vétsin€ ptipadii dosdhnout co nejvétsiho
vynosu. Pracovali s myslenkou, Ze okamzitou efektivitu vyuziti vody na trovni listu rostliny
je mozné vyjadiit zjednodusené jako rozdil v koncentracich CO2. Tento rozdil v koncentracich
CO2 méfili jako pomér parcialnich tlaki tohoto plynu v rostling a atmosféfe. Pro Cs rostliny je
tento pomér konstantni, pro Cs rostliny se hodnota této konstanty méni. Tuto konstantu (c)
matematicky popsali jako rozdil poméru parcialnich tlaki CO2 od hodnoty 1 (Sinclair et al.
1984):

c=1-(Pi/Pa). (33)

U Cs nabyvéa ¢ hodnoty 0,3 a pro C4 ma hodnotu 0,7. TutéZ hodnotu pro nestresované
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Cs rostliny udavaji Farquhar et al. (1989). Na zakladé uvedenych hodnot Sinclair et al. (1984)
predpokladali, Ze se pro Ca rostliny pravdépodobné nebudou vyrazna zlepseni WUE ubirat
cestou vylepseni ¢, jelikoZ uz nyni je jeho hodnota blizka 1. Pro Cz rostliny je tato cesta
(ptes Slechténi na lepsi uziti CO2) vylepseni WUE mozna skrze u¢innéjsi karboxylaci a skrze
snizeni stomatdlni rezistence. Doted’ bylo toto vylepSovani C3 WUE feSeno cestou vybéru
kultivara s lepsi ¢ (Sinclair et al. 1984).

Pifi uvazovani o zvySeni WUE diky tpravé fyziologie stomat, nastinili Sinclair et al.
(1984) moznost snizeni ztraty vody béhem transpirace pomoci zvyseni citlivosti reaktivity
pruduchii na vnéj$i podminky. Doufali v dosazeni uzavieni priduchii v poledni dobé, kdy
je rozdil mezi hodnotou saturace vodni pary v listu (e*2) a mnozstvim vodni pary v atmosféie
(e) nejvyssi. Deficit vodni pary piedstaveny ¢leny (e*a - €) je parametrem WUE, jenz je
S vyuzitim vody v rostlin€ v nepfimé uméte. Pro dosaZeni nezménéné produktivity by vSak pfi
zvySené reaktivité¢ pruduchd bylo nutné prodlouzit péstebni dobu plodiny, coz by vyzadovalo
zajistit rostlindm zvySenou ochranu proti dal§im vnéjSim strestim (Sinclair et al. 1984).

Ohledné¢ zmény péstebniho prostiedi Sinclair et al. (1984) navrhovali, Ze pokud
by plodiny byly péstovany ve vlhéim klimatu, ¢i vlhéi Casti péstebni sezony, doslo
by k omezeni deficitu vodni pary (vytvofeného rozdilem v tlaku vodni pary mezi atmosférou
a rostlinou (e*a - e) a vyuziti vody rostlinou by se tak zvysilo. Slechténi tohoto typu rostlin
by bylo praktické pro plodiny snejvyssi hodnotou rdstu na pocatku jejich zivota
Vv chladnéjSich jarnich mésicich (v pfipadé klimatu mirného pasma). Tyto rostliny by vSak
vzhledem k této adaptaci dosahovaly niz§iho skliziiového indexu Sinclair et al. (1984).

Dle Sinclaira et al. (1984) je skliziiovy index (harvest index - H) v pfimé uméie s WUE.
K vylepseni skliziového indexu je dle autori vhodnéjsi péstovani ranéjsich kultivart, u nichz
nedochazi k vodnimu deficitu v reproduk¢nich fazich vyvoje.

Z rovnice WUE (Growth, Transpiration, seasonaly) vyvodili autofi, Ze transpirace
a rostlinna produkce (skliznovy index) jsou v pfimé uméfe:

WUE (G, T,s)=H ke T/(e*a-€) /] T. (34)
Rostliny, které jsou péstovany v prostiedi s nedostatkem vody, by mohly byt $lechtény
na vytvofeni vét§i masy kofeni, aby dosahly hloub&ji do pudy. Takova adaptace by ale
soucasné¢ méla nevyhodu v podobé zménéného fitness rostliny a také rychlejSiho vycerpani
dostupné vody. Pro zvyseni mnozstvi vody dostupného pro rostlinu by tedy bylo vhodnéjsi
vyuzit agronomickych uprav jejiho prostiedi ve formé snizeni povrchového odtoku, zamezeni

rychlého vsakovani do spodnich vod a snizeni evaporace (Sinclair et al. 1984).

19



3.4 Vyuziti 1*C ve Slechténi rostlin na zvySeni WUE,
odolnost pri suchu a zasoleni

Rostliny jsou schopny ovlivnit zménou poméru koncentraci a kontrolou aktivity
pruduchu kolik vody vytranspiruji za soucasného ziskani uhliku. Této regulaci ztraty vody
se fika vnitini vyuziti vody (Wh) a je to jev nepfimo métitelny jako diskriminace *C (Condon
et al. 2002).

O nalezeni vztahu mezi CO2 v mezibuné¢ném prostoru a pomérem izotopt uhliku
Vv jednotlivych rostlindch se zaslouzili autofi Farquhar et al. (1982). Farquhar a Richards
(1984) uvadi, ze by tento vztah mohl byt pouzit na vyslechténi genotypi s vysokou
transpiracni efektivitou a genotypti s vétSim vynosem suché hmoty pti ptisusku. Stavéli sva
méfeni na predpokladu, Ze vnitrobunééna koncentrace CO> je jednim z vyznamnych faktort
ovliviiujicich efektivitu vyuziti vody (WUE).

Condon et al. (1987) potvrdili, Ze vztah izotopového obsahu *C a WUE je pouzitelny
pro volbu kultivart snasejicich sucho. V ptipadé€, kdy voda neni v nedostatku, je rist vynosu
zrna a plodin spojen s rostouci hodnotou diskriminace *C. Na zakladé jejich prace Ize
uvazovat o diskriminaci *3C jako o parametru pouZitelném pro hledani vhodného $lechténce
S vys$im vynosem u pSenice. Zmény ve vodivosti priduchli se zobrazuji ve zménach

diskriminace (Condon et al. 1987).

3.4.1 Meéreni WUE sledovanim diskriminace izotopu uhliku

Farquhar a Richards (1984) uvad¢ji, Zze analyza izotopového efektu uhliku v rostling
muze byt velmi efektivni metodou k posouzeni a vylepseni WUE u rostlin s omezenou
dostupnosti vody. Mgfeni diskriminace izotopu uhliku (AC) bylo autory Farquharem
a Richardsem (1984) vybrano jako vhodné pro prométovani vyuziti vody (WUE) V rostling
i pro svou prakti¢énost. Umoznuje totiz odbér vzorkl nejen z laboratornich podminek, ale
i zterénu bez specialni péfe o sledované rostliny. Qamar et al. (2012) potvrdil svym
vyzkumem vhodnost vyuziti metody zjistovani AC v polnich podminkach. Navic nenf pri
méfeni diskriminace izotopu uhliku potfeba hlidat celkovy piijem vody, ktery by mél byt
sledovan u klasickych metod (Farquhar a Richards 1984). Méieni Wt pomoci méfeni A3C
je vyhodné v tom, Ze je métitelné v jakékoliv ristové fazi rostliny a ve vSech jejich organech,
jelikoz si rostlina tento izotop uhliku z vétsi ¢asti hromadi ve své biomase, je mozné sledovat
obsah v listech, stoncich, zrnech ¢i v celé rostliné (Condon et al. 2002). Odbér ¢asti rostliny

dale umoznuje analyzovat vyvoj rostliny a neomezuje sbér dat na konec jeji vegetacni sezony
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(Farquhar & Richards 1984). Pro izotopovou analyzu postacuje odebrat malé mnozstvi
rostlinného materiélu, tato metoda je tedy snazsi na skladovani vzorkd pro opakované pokusy.

Nevyhodou zjistovani WUE pomoci méfeni AC je, Ze tato metoda nedava informace
o absolutnim vynosu a o poméru celkového vynosu suSiny k vytranspirované vod¢ podava
pouze nepiimé informace, jak uvadi Farquhar a Richards (1984). Nezjistime z ni informace
0 rychlosti fotosyntézy a dal$im problémem je nemoznost zjisténi ptivodce zmény v ci/ Ca
(tedy i ve Wr). Méfeni ABC také neumoziiuje ziskani informaci o hodnotach koncentrace
vodni pary v rostliné a atmosféie (Wi, Wa) v dobé méfeni a o vyméné CO2 s okolim (Condon
et al. 2002). Tanner a Sinclair (1983) méli rozdil mezi Wi a Wa za veli¢inu, ktera je odpoveédna
za variaci v WUE v méfitku plodin. V neposledni fadé je méfeni A*C také finanéné naroéné

na reagencie a ptistrojové vybaveni (Farquhar & Richards 1984).

3.4.2 Diskriminace 3C a $lechténi rostlin na zvy$eni WUE a odolnosti p¥i suchu

O’Leary (1988) se ve své praci pokusila pomoci analyzy zalozené na diskriminaci *C
urcit, na které oblasti fotosyntézy se zaméfit Slechténim, aby se zvysila efektivita vyuziti
uhliku. Na zakladé zméfenych hodnot dil¢ich diskriminaci a izotopovych obsahi *3C tvrdila,
ze je pro diskriminaci u Cs rostlin podstatny prub¢h karboxylace, a Zze diskriminace C4 rostlin
je definovana hlavné frakcionaci pii difuzi. Jelikoz karboxylace je nevratny krok reakce,
nasledné kroky jiz neovlivituji izotopovou frakcionaci (O’'Leary 1988). Enzym Rubisco
(b@) = 28 %o diskriminuje *C silné&ji nez PEPC (bs = -5,7 %o), ale protoze PEPC karboxylace
vstupuje do reakce prvni, diskriminace v Calvinové cyklu jiz nema na produkty reakce vliv
(Farquhar 1983; O’Leary 1988). Pfedpokladem pro hypotézu, Ze diskriminace rostlin s Cs4
typem fotosyntézy je ovladana ptevazné hodnotou frakcionaéniho faktoru pti difuzi je fakt, ze
se kenzymu Rubisco dostavaji produkty pavodné zpracované PEPC, u kterych jiz
K izotopové frakcionaci doslo (O'Leary 1988). Cs4 rostliny jsou podle O Leary (1988) tedy
limitovany ve vyuziti uhliku béhem difuze. U Cs rostlin je diskriminace nejvice limitovana
karboxyla¢ni aktivitou. Ke zlepSeni vyuziti wuhliku (bez zhorSeni vyuzZiti vody
rostlinou - WUE) by tedy vedla cesta pfes zvySeni aktivity enzymu Rubisco a Slechténim
na odolnost proti fotorespiraci. U Cs rostlin dochazi k 30% ztratdm asimilovaného CO. diky
fotorespiraci, které Cs rostliny téméf nepodléhaji kvili nizkému kompenza¢nimu bodu
fotosyntézy a vysoké efektivité prace PEPC (Sinha 2004).

Dingkuhn et al. (1991) pracovali na nalezeni odrudy ryze, ktera by co nejlépe snasela
suché podminky. V jejich praci se ukézalo, ze zmény v diskriminaci *C a WUE nebyly

uodrad ryze ptsobeny obsahem dusiku ani priaduchovou vodivosti (gs). Nizka hodnota
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pruduchové vodivosti vSak dle téchto autort byva zpravidla spojena s vysokymi hodnotami
diskriminace *C. Stanovili méfeni diskriminace 3C a WUE z listu jako selekéni metodu
k volbé genotypu ryze, ktery by 1épe snasel stres suchem (Dingkuhn et al. 1991).

Scartazza et al. (1998) sledovali diskriminaci 3C a WUE nejen na listech, ale zahrnuli
do studie i analyzu stonku rostlin ryze. Sledovali diskriminaci v produktech fotosyntézy.
Zamgétili se hlavné na mezofylovou vodivost a jeji vliv na asimilaci CO2 a na efektivitu
vyuziti vody (WUE). Asimilace CO. reagovala v ptimé uméte na mezofylovou vodivost, coz
bylo zifejmé 2z pozorovanych soucasné klesajicich hodnot mezofylové vodivosti
a diskriminace °C. Jelikoz diskriminace *3C v uhlovodicich extrahovanych ze stonku méla
pfimy vztah s relativni rychlosti rlstu rostliny a oboji negativné ovliviiovalo WUE v Case
kveteni a Casného ristu zrna, zvolili Scartazza et al. (1998) analyzu diskriminace
v uhlovodicich v listech a stoncich jako indikator rastu a fotosyntetickych piedpoklada
k dosaZeni vy$§iho vynosu za stresu suchem na rostlinach ryze.

Qamar et al. (2012) také pouzili metodu zjisténi diskriminace izotopu uhliku na selekci
kultivari ryze za podminek vodniho stresu. Metoda byla zvolena na zaklad¢ faktu,
7e se v predchozich studiich projevil kladny vztah mezi vynosem zra a diskriminaci **C
v listech a slamé ryZze u variant ryze Slechténych na vynos zrna (mezi genotypy RSP-1,
RSP-2, RSP-3, RSP-4, RSP-5 se varianty RSP-1 a RSP-2 ukazaly jako nejvynosngjsi a
nejlépe hospodarici s vodou).

Ve studii autor Qamar et al. (2012) bylo poprvé popsano pouziti ABC k selekci
genotypu snaSejicimu Iépe vodni stres a stres zasolenim soucasné v prostfedi nizinnych
zavlazovanych ryzovych poli v Pakistanu. Jednim z moznych divoda pro¢ stoupa ucinnost
vyuziti vody v zrnu za stresovych podminek je, Zze stres snizi rychlost transpirace vice nez
rychlost asimilace uhlovodik®i. Pouzili tedy diskriminaci *C k selekci odriidy vhodné pro
sussi podminky vychdzejice z predpokladu, Ze kultivar odolavajici suchu odeerpava méng *C
nez kultivar podléhajici suchym podminkam (Qamar et al. 2012).

Condon et al. (2002) uskuteénili pokusy s pSenici (Triticum aestivum L.), tvrdozrnnou
pSenici (Triticum turgidum L.) a je¢menem (Hordeum vulgare L.) na ovéfeni vztahi gs, Wt
a ABC v prostiedich s dostateénym zasobenim vodou a jejim kontrolovanym omezenim tak,
aby vysledky mohly byt pfi¢teny sledovanym parametrim.

Navzdory odliSnym hodnotam ve sledovanych parametrech oba kultivary vyuzily
V sussi z oblasti téméf stejné mnozstvi vody. Uvedeni autofi proto konstatuji, ze vyssi hodnota
W+ zpisobena malou hodnotou g je vhodnym parametrem u kultivarti uréenych pro sussi

podminky, kde rostliny musi pracovat s vodou z pudnich zdsob, kdezto v dobie
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zavlazovanych prostiedich takovéto kultivary nedokazi vyuzit potencial prostfedi a nejsou pro
n¢ vhodné (Condon et al. 2002).

De Souza et al. (2005) testovali rostliny vinné révy na vyuziti vody rostlinou (WUE;)
autofi pouzili vztah pro rychlost fotosyntézy v poméru k priaduchové vodivosti (A / gs) a
izotopové slozeni (8!°C) za rfiznych podminek dostupnosti vody. Testovali rostliny pii tfech
rozdilnych typech zavodnéni: pii waplném zavlazovani (FI) odpovidajici 100%
evapotranspiraci plodin (ETc), pfi srazkovém zavlazovani bez umélé zavlahy (NI) a pii dvou
druzich nedostatkovem zavlazovani "deficit irrigation", které odpovidalo 50% ETc. Tyto dva
druhy nedostatkového zavlazovani se lisily mistem, do néhoz byla voda dodéavéna. Prvni typ
spocival ve stiidavém zavlazeni davkou vody z 50% ETc, do vertikalné rozdélenych polovin
kofenového systému (PRD - ,,partial root zone drying®), pticemz ke zméné stran dochazelo v
15 dennich intervalech. Druhym typem bylo klasické nedostatkové zavlazovani (DI), které se
od predeslého lisilo tim, ze zalévaci davka vody méla hodnotu poloviny ETc (50 %),
s rozdélenim zalivky na poloviny (25%) na kazdou stranu rostliny vinné révy (de Souza et al.
2005).

Metoda PRD — partial root zone drying je popsana Daviesem a Hartungem (2004).
Funguje na principu toho, ze je kofenovy systém rozdélen do dvou casti, které jsou
zavlazovany stfidavé, kdy jedna z nich trpi vodnim deficitem (viz Obr. 2). Zavlaha musi byt
optimalizovana, aby nedoslo ke ztraté turgoru v nadzemni cCasti rostliny. Vysledkem je nizsi
transpirace, kvili zavienym praduchim a soucasné vyssi vynos, jelikoz je rostlina dobie

zavlazovana z druhé ¢asti kofent.
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Obr. 2: Metoda ¢asteéného zavlazovani (ptevzato z Daviese a Hartunga 2004).

Cast (C) Obr. 2 zobrazuje metodu casteéného zavlazovani, pii které je v kofenovém
systému bariéra umoznujici stiidavé zavlazovani obou casti. Ta cast kofenového systému

r v

vystavena stresu suchem generuje vy$si mnozstvi kyseliny abscisové, ktera vede k uzavirani
pruduchii, ¢imz se snizi transpirace a zvysi WUE. Soucasné s tim je rostlina dobie zavodnéna
druhou casti kofenového systému, coz ma celkové za nasledek vysokou kvalitu a velikost
plodi pti o néco mensim habitu rostliny. Davies a Hartung (2004) pii této metodé zavlazovani
deklarovali dosazeni i vy$$i nez bézné velikosti plodi. Tato metoda vyzaduje optimalizaci
stfidavého zavodnéni, aby byl v rostliné zachovan turgor. Cast (A) Obr. 2 zobrazuje b&zné
zavlazovanou rostlinu strandartniho habitu a vynosu. Na schématu (B) Obr. 2 je rostlina
zavlazovana polovinou mnozstvi vody, coz muze vést k deficitu vrcholového ristu a ma
za nasledek mensi vynos a velikost plodd. Pokud by suchem stresovana cast kotenii nebyla
Casem zavodnéna, tato ¢ast kofenového systému by odumiela (Davies & Hartung 2004).

Na zakladé sledovani "predawn” vodniho potencialu (Wpd — méfeno pted rozbieskem)
v listech rostlin vinné révy (Casteldo, Moscatel) a jeho integralu (Sy) v letech 2001 a 2002
de Souza et al. (2005) usuzovali, ze PRD pisobi ve prospéch lepsiho vyuziti vody rostlinou
za susSich podminek prostfedi. K efektivnéjSimu vyuzivani vody dochazelo dle autort diky

ucinngj$i kontrole praduchii nebo také menSimu habitu rostlin a s nim spojenym niz§im
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mnozstvim lateralnich listt (de Souza et al. 2005).

Sledované rostliny mély jednozna¢né lepsi vodni stav v ptipadé PRD neZz v piipadé DI,
ale rozdily v hodnotach WUE; a &C mezi témito typy zavlaZeni nebyly statisticky
vyznamné, coz dle de Souzy et al. (2005) hovofilo o tom, Ze zavirani praduchti nebylo
hlavnim divodem pro vylepseni vodniho rezimu ve sledovanych rostlinach. De Souza et al.
(2005) ptisuzovali naméteny lepsi vodni rezim spiSe menSimu vzristu rostlin spojenému
sniz§i celkovou listovou plochou. Metodami PRD a DI oSetfené rostliny mély vyssi
izotopové slozeni *C v porovnani s rostlinami plné zavlazovanymi (FI). Stres suchem
umociiuje rozdily v hodnotach naméfenych za vodnich podminek definovanych témito
metodami (de Souza et al. 2005).

De Souza et al. (2005) konstatovali, ze rostliny vystavené deficitnimu zavlazovani jsou
VvV porovnani s plné zavlazovanymi rostlinami schopny vyuzivat vodu efektivnéji. Vyuzivani
vody plodinami je dle nich ovlivnéno odridou rostliny a podminkami prostiedi s tim,
ze za susSich podminek jsou reakce rostlin vyrazngjsi pro pozorovatele. V kratkodobém
Casovém vyhledu je mozné sledovat stav vyuziti vody rostlinou jakozto A/ gs, v dlouhodobém
vyhledu je vhodnym ukazatelem hodnota §'°C, ktera u rostlin stresovanych suchymi
podminkami roste. Diisledky dostupnosti vody pro rostliny zobrazené v hodnotach §'3C byly
nejvice vyrazné u celych hroznovych bobuli a jejich duzin€. Nejuzs$i provazani mezi
hodnotami 8'3C, A/ gsa Sy se ukazalo v duziné bobuli a proto byla 53C autory zvazovana
jakozto vhodna veli¢ina ke zhodnoceni dostupnosti vody pro rostlinu béhem vegetacni
sezény. V podminkach Sttedomoii, kde dochazi Casto koncem vegetaéni sezony k suchiim,
mohly byt hodnoty §*C naméfené v pletivech silné ovlivnény mnoZstvim vody dodaném

pomoci zavlazovani (de Souza et al. 2005).

3.4.3 Diskriminace *C a stresova reakce rostlin na zasoleni

Fawaz a Al-Chammaa (2013) studovali G¢inky riznych Grovni zasoleni na fyziologické
parametry u tii odlisnych genotypi je¢mene (Hordeum vulgare L.). Soustiedili se na zmény
Vv diskriminaci uhliku, vodivost priduchii, hmotnost susiny, pfijem dusiku a efektivita vyuziti
dusiku (NUE) pfi pusobicim zasoleni. Sledovali také pomér koncentrace uhliku v atmosféie
a v rostling.

Pii zvySeni zasoleni bylo prokdzano sniZzeni diskriminace uhliku, které bylo
pravdépodobné zplsobené uzavienim priuduchii (na coZz poukazuje také fakt, ze poméer
Vv parcidlnich tlacich interceluldrniho a atmosférického uhliku vyrazné poklesl). Snizeny

pomér mezi koncentracemi uhliku v intracelularnim prostoru a v atmosféfe (ci/ ca) by mohl
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dle autor byt také vysledkem dosazeni vysSich hodnot rychlosti cCisté fotosyntézy
(fotosyntetickd kapacita) nez zavienim praducht.

Fawaz s Al-Chammaa (2013) poukazuji na to, ze zavislost NUE a vynosu suSiny
s diskriminaci uhliku v rostlin¢ se méni s urovni zasoleni, sledovanym organem a genotypem
rostliny. Cs rostliny za plsobeni stresu diskriminuji 3C, coz se projevi jeho nizsim
zastoupenim ve vytvofené susing.

Guy et al. (1980) sledovali desetipercentilni nardst izotopového sloZeni (8) u halofytd
spojeny se vzrustajicim zasolenim. O’Leary (1988) i Guy a Reidem (1986) tento narust
piisuzovali snizeni koncentrace vnitrobuné¢ného CO». K tomuto vztahu odkazuje rovnice (35)
publikovana O"Leary (1988), jez je v souladu s rovnici (16a):

Ad =a+(b-a)[CO2(in)] /[CO2 (ext)] . (35)
O’Leary (1988) dale uvedla, ze zmény v rychlosti fotosyntézy rostlin vystavenych zasoleni,

mohou byt disledkem zmén ve stomatalni vodivosti (g).

3.5 Vyuziti 1*C ke studiu priduchové, mezofylové vodivosti pri fotosyntéze

Mezofylova vodivost (gm) piedstavuje difuzi CO2 z mezibunécného prostoru do mist
karboxylace. Zavisi na ni parcialni tlak CO: v chloroplastech (Evans & von Caemmerer
2012). Mezofylova vodivost spolu s vodivosti priduchii kontroluji rychlost fotosyntézy
(Tazoe et al. 2011). Podle Tazoe et al. (2011) je mezofylova vodivost sledovanou veli¢inou,
jelikoz je prvkem limitujicim fotosyntézu za ur¢itych vnitrobunéénych koncentraci CO2. s je
nové méfena pomoci specialniho nastavitelného diodového laseru TDLAS, jehoz Casti je
spektrometr (Tazoe et al. 2011)

Vrabl et al. (2009) doké&zali silny vztah mezi vnitrobunéénou koncentraci CO:
a mezofylovou vodivosti, kterd je touto koncentraci ovlddana. Také konstatovali, Ze vztah
mezi priiduchovou a mezofylovou vodivosti neni zavisly, ale ob& jsou silné zavislé
na vnitrobunééné koncentraci CO2, pfi¢emz jejich reakce se napiiklad za pusobeni kyseliny
abscisové lisi.

Kodama et al. (2011) pouzili diskriminaci izotopu uhliku *C jako jednu z metod
ke zjisténi mezofylové vodivosti (gm) V experimentu, pii kterém se pokusili zjistit, ktera ¢ast
listu bude vnaset nejmensi chybu do métfeni na zakladé odliSné anatomie listu v jeho rliznych
castech. Naméfili rostouci hodnoty rychlosti fotosyntézy (A) a stomatalni vodivosti (gs)
ve sméru od baze ke Spicce listd jednodéloznych rostlin s tim, ze tyto parametry byly vaci

sob¢ v pfimé umerte, v oblasti Spicky listli obé tyto hodnoty poklesly (Kodama et al. 2011).
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Podle Pons et al. (2009) je vhodné pouzit nejméné dve na sob¢ nezavislé metody méieni
gm, protoze se tim snizi chybovost méfeni. Kodama et al. (2011) proméfovali gm pomoci tii
riznych metod: metodou srovnani kiivek zévislosti A na C¢ (curve fitting method), pficemz
C. odkazuje na koncentraci CO2 v misté karboxylace. Dale pracovali s metodou konstantniho
J (J oznacuje hustota toku latky) neboli s métenim fluorescence chlorofylu a metodou
izotopové frakcionace s trvalou iradianci.

Om rostla také smérem ke Spicce listu, kde se jeji hodnota rovné€z mirné€ snizila (Kodama
et al. 2011). Oproti tomu se pomér mezibunééné koncentrace CO2 (Ci) a koncentrace CO>
na povrchu chloroplastu (C¢) ukazaly (pfi méfeni smérem od baze ke Spicce listu) jako
parametry klesajici. Ve $pic¢ce listu hodnota poméru Ci / C¢ na rozdil od gm a gs 0 trochu
vzrostla (Kodama et al. 2011). VS8echny tfi pouzité typy méfeni gm dosahly obdobnych
hodnot. A / Cc a metoda konstantniho J vydaly nejpodobné&jsi vysledky, ale frakcionaéni
metoda méla niz§i hodnotu standardni chyby (Kodama et al. 2011).

Pozorované hodnoty diskriminace Cqps (0bservation) vrostly v pletivech listi smérem

od baze do dvou tietin jeho délky o 3,3 %o (Kodama et al. 2011). Podle informaci zjisténych
diskriminace zodpovédné enzymy Rubisco a PEPC (Kodama et al. 2011).
Proméfovani A, gs a gm ukazalo, ze ménicimi se hodnoty A a gs, ovliviiuji diskriminaci jen
malo, nejvétsi ¢ast zmén v hodnotach diskriminace souvisela se zménami gm (Kodama et al.
2011). Vsechny tii typy testovani hodnot gm Se shodovaly v tom, ze gm dosahla své nejvyssi
hodnoty ve dvou tfetinach listu smérem od baze a Ze variace v jejich hodnotach podél délky
listu odpovida skute¢nosti (Kodama et al. 2011). Na zaklad¢ zjisténych hodnot mezofylové
vodivosti Kodama et al. (2011) ur¢ili, ze nejvhodnéjsi misto pro vlozeni do listové komory
se nachazi v jedné tieting listové délky smérem od jeho baze.

Vysledky studie vyzkumného tymu Kodama et al. (2011) naznadily, Ze anatomie listu

siln¢ ovlivituje hodnoty mezofylové vodivosti a vyznamné se tedy promita do diskriminace.

3.6 Vyuziti analyzy obsahu *C
pri studiu kompetice rostlin a smiSenych rostlinnych kultur

Podle Holma et al. (1977), ktefi se ve své praci vénovali s prevahou Cs rostlindm, jsou
plevele vyskytujici se s péstovanymi plodinami cCasto rostliny s odlisnou metabolickou
drahou. Myslenku pouzit izotopovou analyzu na rozliSeni rostlin na zaklad€ jejich rozdilt
ve fotosyntetickych drahdch v kompetitivnich studiich a ve studiich sdruzené¢ho péstovani

rostlin ve své praci ptinesli Ludlow et al. (1976).
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Ludlow et al. (1976) studii provadéli na smési vzorkt z rostlinnych tél. Izotopovy obsah
(8'3C) riznych rostlinnych &asti porovnavali i Badeck et al. (2005) a Klumpp et al. (2005).
Klumpp et al. (2005) studovali rozdily v obsahu izotopu **C mezi nadzemni a podzemni ¢asti
rostliny s tim, Ze mezi nimi nenalezli velky rozdil. Hodnoty 83C se od sebe ligily pouze
0 n€kolik promile (v ptipad¢ vojtésky - Medicago sativa kolem 2 %o). Zaménitelnost téchto
dvou ¢&asti rostliny diky obsahu izotopu *C pouzili ve své praci Gealy a Fisher (2010).

Svejcar a Boutton (1985) provadéli studium ve vyrobnich oblastech, kde si C3 a C4
rostliny béhem dvou sezéon vyménily dominanci v habitu a fitness. V téchto podminkach pro
n¢ bylo kli¢ové nalézt metodu, kterou by kompetitivnost plodin mohli sledovat ditkladnéji.
Svejcar s Bouttonem (1985) byly jedni z prvnich, ktefi se pii studiu kompetitivnosti rostlin
izotopovou analyzou zamétili na vztah mezi izotopovym obsahem a délkou kotent.

Gealy a Gealy (2011) pracovali s riznymi druhy Cs plevelt ve snaze stanovit kiivku
zavislosti izotopového poméru uhliku v rostliné k poméru obsahu plevele a plodiny
v testovaném vzorku. Utelem studie bylo vytvofit standardni kiivky pro odedet poméru
mnozstvi kofenti plodiny a plevele k 613C ve smési kofenii (a malého mnozstvi pudy
kontaminujici vzorek), aby usnadnili budouci experimenty se selekci kompetitivnéjsich odrid
ryze vaci urCitému plevelnému druhu, coz se jim podafilo. Stanovili, jaké plevele maji
uhlikové frakce a 8*3C v kofenech a v ptidé na promény hledanych kiivek. Podafilo se jim
zpiesnit odhad §'3C ve vzorcich kofenti kontaminovanych pidou a specifikovat pomér obsahu
kofent plodiny a plevele (Gealy & Gealy 2011).

Gealy a Fisher (2010) studovali kompetitivnost dvou druhti ryze (Lemontova
dlouhozrnéd ryze a PI 312777 plevel potlacujici indickd ryze) s Jezatkou kufi nohou
(Echinochloa cruz-galii) na trovni jejich kofenovych systémi. K rozliseni kotent
Z odebranych vzorkil pouzili izotopovou analyzu obsahu 3C, protoze ry7e a jezatka patti do
odlisn¢ fotosyntetizujicich skupin rostlin. RyZe (jakozto Cs rostlina) ma oproti jeZatce
(Ca rostling) nizsi 3C, protoze rostliny s Cs fotosyntézou diskriminuji proti izotopu *3C
vyraznéji nez rostliny s Cs typem fotosyntézy. Vysledkem studie bylo zjisténi, ze se v polich s
PI 312777 plevel potlacujici indickou ryzi vyskytovalo dvakrat méné plevele jezatky, nez
Vv polich s dlouhozrnnou Lemontovou ryzi. Gealy a Fischer (2010) tedy v tomto experimentu
prokézali GispéSnost vyuziti isotopové analyzy obsahu uhliku k volbé vhodnéjsi odriidy pro
jezatkou zaplevelend pole a stanovili standartni hodnoty kiivek poméru isotopt *C a 2C

k poméru obsahu kofent ryze a kotfent jezatky ve zkusebnim vzorku.
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Opacny nazor na zaménnost rostlinnych ¢asti oproti Gealy a Fischer (2010) mé¢l Badeck
et al. (2005). Ten tvrdil, Ze mezi listy a ostatnimi rostlinnymi organy je téméf vzdy rozdil
Vv izotopovém slozeni BC (s vyjimkou nedfevnaté&jicich stonku, které se hodnotou bliZily
listim). Tento rozdil ale nepovazoval za ptili§ vyrazny, listy byly v priméru o 1,9 %o
ochuzengjsi o t&zky izotop uhliku (**C) a jeho vznik pFi¢ital postfotosyntetické diskriminaci
produktt fotosyntézy.

Eleki et al. (2005) uspésné vyuzili izotopovou analyzu §3C ke srovnani poméru objemu
kofenovych systémii u spole¢né kultury kukutice (Zea mays) a jetele kavkazského (Trifolium
ambiguum M. Bieb.) pouzivaného jako zivy mulé. Analyza prokazala vysokou korelaci
(r2=10,99) mezi 63C a mnozstvim kukufiéné kofenové masy ve smési kofeni kukufice
a jetele. Pouziti izotopové analyzy 3C pro zkouméni péstebni smési lusténiny a obilniny
vyskytujici se v tropickém a subtropickém zemédélstvi bylo navrzena Ludlowem et al.

(1976).
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4 Zavéry (shrnuti ziskanych poznatkii)

Vypracovanim bakalaiskeé prace vznikla literarni reSerSe pokousejici se nastinit: (1.)

vztah diskriminace uhliku 13C a izotopového obsahu **C k fotosyntéze rostlin, (2.) k efektivité

vyuziti vody, (3.) ke zjisténi mezofylové vodivosti. Posléze byla pozornost vénovana

moznostem vyuziti téchto teoretické informaci v praxi (4) $lechténi rostlin na odolnost

predevs§im vuci vodnimu deficitu a zasoleni a (5) ke studiu kompetice rostlin a smiSenych

rostlinnych kultur.

Zminéné body Ize shrnout ve smyslu nasledujicich zavért prace:

1.

Diskriminace izotopu uhliku *C umoznila studovat pfijem a pohyb CO> rostlinou od
mist vstupt do mist, kde byly produkty a meziprodukty (kyseliny a sacharidy)
fotosyntézy ulozeny, coz umoznilo porovnavat transport latek a diskriminaci 3C mezi
riznymi moduly rostliny. Pouziti rovnice navrzené Farquharem et al. (1982) dovolilo
dosahnout lepSiho pochopeni funkce a ziskat informace o moznosti Slechténi rostlin na
zéklad¢ informaci podanych dil¢imi frakcionacemi specifickych metabolickych drah
fotosyntézy. Do budoucna by soustfedéni na vyzkum timto smérem mohlo vést k
lepSimu pochopeni enzymi a usmérnéni jimi katalyzovanych reakci vhodnym

Slechténim reakce.

2., 3., 4. Studium efektivity vyuziti vody rostlinou pomoci diskriminace **C a analyzy

isotopového obsahu 3C umoznilo navrhnout metody k vylepseni zminéné efektivity tak,
aby bylo u sledovanych plodin dosazeno nartstu zadoucich vlastnosti (napi.
priduchovych vodivosti, transpirace a fotosyntézy. Pii studiu fotosyntézy byla
diskriminace 3C z vétsi ¢asti regulovana pomérem koncentraci CO, a pomérem
koncentraci vodnich par (Sinclair et al. 1983; Tanner a Sinclair 1983; Farquhar &
Richards 1984; Condon et al. 2002). Metoda sledovani vyuziti vody v rostliné byla
velmi aspésné pouzita na volbu suchu (Quamar et al. 2012) a zasoleni odolavajicich
odrid (Guy et al. 1980; Guy & Reid 1986; Fawaz & Al-Chammaa 2013). Tato metoda
méfeni byla jednou ze strategii zvolenych ke studiu a k selekci odrud s vy$$im vynosem
zrna a celkové biomasy rostliny (Quamar et al. 2012). Byla s uspéchem pouzita u studif
Jinou vyhodou u vyuZiti izotopové analyzy byla moZnost porovnat vzorky kofent z
hlediska jejich objemu na jednotku pudy a dale moznost sledovat jejich délky. Obé

strategie byly vreSerSi predstavenymi autory pouzity K posouzeni kompetice
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studovanych rostlin ¢i smiSenych kultur o vodu, svétlo, zZiviny a prostor, coz jim
umoznilo zvolit vhodnou nejvice kompetitivni odriidu ryze v poméru ke studovanym
plevelnym rostlindm (Gealy & Fisher 2010; Gealy & Gealy 2011). Také se zminéna
metoda autorim osvédcila k porovnani kompetice kulturnich plodin s polnimi plevely a
k porovnani téhoz mezi dvéma kulturnimi plodinami, za podminky kombinace rostlin s
Cs a Cs metabolismem do paru (Ludlow et al. 1976; Eleki et al. 2005).

Sledovanim hodnot mezofylové vodivosti méfenim diskriminace *C bylo mozno ziskat
noveé informace o fyziologickych procesech v rostling a srovnatelnosti vyziti téi riznych
metod urcenych k posuzovani mezofylové vodivosti (Kodama et al. 2011). Kromé
fyziologickych parametri se autordm podafilo analyzu diskriminace 3C vyuzit na
zptesnéni metodiky méfeni s ddarazem na studium heterogenity listu ve smyslu

proménlivych hodnot priduchové a mezofylové vodivosti a také fotosyntézy.
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