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ABSTRAKT

Slunec¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) patii diky vysoké kvalité a dietetické hodnoté oleje
mezi celosvétové nejvyznamnéj§i olejniny. RovnéZz péstovani slune¢nice v Ceské republice
ma svou tradici a CR se s pramémym vynosem 2,2 t ha? fadi mezi svétovou Spicku. Ackoliv
je slune¢nice pftizpsobiva riznym podminkam prostfedi a pomérné suchovzdorna,
problematickym je pusobeni vodniho stresu v obdobi kveteni, kdy je tato plodina na
nedostatek vody nejcitlivéjsi. Vodni stres v obdobi kveteni zptsobuje vyznamnou redukci
vynosu a olejnatosti nazek. Jednim z feSeni je ¢asnéjsi termin vysevu s cilem posunuti celého
ontogenetického vyvoje a vyhnuti se vodnimu stresu v obdobi kveteni. V tivahu pfichazeji
dvé moznosti: (i) podzimni vysev (napt. Spanélsko), (ii) ¢asny jarni vysev (napf. Francie a
CR). Pro &asngjsi vysev je viak nezbytna odolnost sluneénice k nizkym teplotdm na po&atku
vegetativniho ristu. Cilem této prace je stanoveni fyziologické variability souboru genotypil
slune¢nice ro¢ni z hlediska odolnosti k nizkym teplotam na pocatku vegetativniho ristu a
stanoveni nejrelevantnéj$ich fyziologickych ukazateld jeji odolnosti k nizkym teplotdm na
pocatku vegetativniho rustu. Byly provedeny dva pokusy s riznymi genotypy slunecnice
ro¢ni, podminkami plsobeni stresu mrazovou teplotou, terminy meéfeni a sledovanymi
fyziologickymi charakteristikami. Z vysledkd pokust vyplyvaji rozdilné reakce genotypl ve
fyziologickych charakteristikaich pfed a po putsobeni stresu mrazovou teplotou (vliv
genotypu). Rovnéz se potvrdila rozdilnost reakci mezi genotypy pifi ptsobeni dvou
mrazovych teplot 1 odliSné reakce stejného genotypu na plsobeni téchto mrazovych teplot
(vliv teploty). Za nejrelevantngjsi ukazatele pro studium fyziologickych reakci a odolnosti
slune¢nice rocni pii plsobeni nizkych teplot na pocatku vegetativniho ristu lze oznadit
rychlost Cisté fotosyntézy (Py), fluorescenci chlorofylu a (Fv/Fw), relativni vytok elektrolytt
(RELy) a osmoticky potencial (¥;). Za vhodné lze povazovat také méfeni vodivosti
praducht (gs) a koncentrace chlorofylu a a b (c,, Cp). Pouze jako doplikovy ukazatel je
mozné doporucit méfeni rychlosti transpirace (E), naopak ukazatelem nevhodnym je
sledovani zmén efektivity vyuziti vody (WUE). Vysledky prace mohou pfispét k lepSimu
pochopeni mechanismi odolnosti slunecnice k nizkym teplotam. Je vSak nezbytné pokracovat
v dal$i experimentalni ¢innosti v laboratornich i polnich podminkach. Nejodolnéjsi genotyp
nalezeny v nami testovaném souboru (PAC2) mtlize byt vyuzit jako geneticky zdroj pti Slechténi

slune¢nice ro¢ni z hlediska odolnosti k nizkym teplotam nebo pfimo v agronomické praxi.

Klic¢ova slova: slune¢nice ro¢ni, Casny vysev, stres nizkou teplotou, fyziologické reakce



SUMMARY

Common sunflower (Helianthus annuus L.) is due to high quality and dietetic value of its oil one of
the most important oil crops worldwide. Also cultivation of sunflower in the Czech Republic has a
tradition and with the average yield of 2.2 t ha™ belongs among the world leaders. Although
sunflower is adaptable to different environmental conditions and relatively drought-resistant, water
stress acting during flowering period, when the crop is the most sensitive to water deficit, is
problematic. Water stress during flowering period causes significant reduction of yield and achenes
oiliness. One of the solutions is an earlier sowing date, when two possibilities can be considered: (i)
autumn sowing (e. g. Spain), (ii) early spring sowing (e.g. France and the Czech Republic).
However, resistance of sunflower to low temperatures at the beginning of vegetative growth is
necessary for the earlier sowing. The objective of this thesis is assessment of physiological
variability of the collection of common sunflower genotypes in terms of low temperatures resistance
at the beginning of vegetative growth and assessment of the most relevant physiological indicators
of its low temperatures resistance at the beginning of vegetative growth. Two experiments were
conducted with different genotypes of common sunflower, conditions of freezing temperatures
stress treatment, terms of measurements and monitored physiological traits. From the results of the
experiments follow different responses of the genotypes in physiological traits before and after the
freezing temperature treatment (impact of genotype). Variability of responses among the genotypes
during two freezing temperatures treatment and different responses of the same genotype to the
freezing temperatures acting were also found (impact of temperature). As the most relevant
indicators for study of physiological responses and resistance of common sunflower during low
temperatures acting at the beginning of vegetative growth can be described net photosynthesis rate
(Pn), chlorophyll a fluorescence (Fv/Fw), relative electrolyte leakage (REL.,) and osmotic potential
(¥,). As suitable can be also considered measurements of stomatal conductance (gs) and chlorophyill
a and b concentrations (c,, Cp). Measurement of transpiration rate (E) can be recommended only as
an additional indicator, on the contrary monitoring of changes of water use efficiency (WUE) is
inappropriate indicator. The results of the thesis can contribute to better understanding of resistance
mechanisms of sunflower to low temperatures. However, it is necessary to continue further
experimental work both in laboratory and field conditions. The most resistant genotype found in our
tested collection (PAC2) can be used as a genetic resource for breeding of common sunflower in

terms of resistance to low temperatures or directly in the agronomic practice.

Keywords: common sunflower, early sowing, low temperature stress, physiological reactions
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1. UVOD

Slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) je svétlomilna, obvykle kratkodenni rostlina
S kultivaénim optimem v teplych oblastech, plivodem ze Severni Ameriky. Je péstovana po
celém svét€; nejlepsi vynosy poskytuje na bazickych, zivinami, zejména dusikem bohatych,
cerstvych pudach a tam, kde je dostatek opylovaci (pfedevsim vcel). Diky vysoké kvalité a
dietetické hodnot¢ oleje je slunecnice ro¢ni jednou z celosvétové nejvyznamnéjsich olejnin a
Vv celosvétové produkei olejnatych semen ji patii ¢tvrté misto.

Nejvétsi pestebni plochy zaujima tato plodina napt. v Argentin€, Rusku, ale i v zemich
Evropské unie. Ackoliv méa péstovani slune¢nice v Ceské republice tradici, jeji péstebni
plochy se zaCaly zvySovat az ve 2. poloviné 80. let minulé¢ho stoleti. V poslednich deseti
letech se vyméra péstebni plochy v Ceské republice pohybuje v rozmezi 25 az 48 tis. ha.

Nejvyssich a zarovein nejstabilngj$ich vynost dosahuje Francie s primérnym vynosem
2,33 tha, dale Italie (2,21 t ha™) a Mad’arsko (1,94 t ha™). Od roku 2000 dosahuje praim&my
vynos v Ceské republice hodnoty 2,20t ha™, coz Ceskou republiku fadi mezi svétovou
Spicku.

Vzhledem K tolik diskutovanym klimatickym zménam a moznému postupnému
oteplovani planety lze predpokladat rozsiteni péstovani slunecnice i do oblasti, kde by diive
bylo jeji péstovani nemyslitelné. Slunecnice totiz mize byt diky specifické stavbé organt
péstovana i V Okrajovych oblastech a v semi-aridnich podminkach. V nékterych susSich
lokalitach by slunecnice mohla diky svému mohutnému kofenovému systému, ktery ji
umoziuje odolavat suchu a pomaha ji k lepSimu vyuziti vody a Zivin z pady, nahradit i fepku
olejku.

Ackoliv je sluneCnice pfizplisobivda riznym podminkam prostiedi a pomérné
suchovzdornd, problematickym v jejim péstovani zlstava plisobeni vodniho stresu v obdobi
kveteni (resp. v obdobi zacinajicim cca 20 dnil pied a koncicim cca 20 dnt po kveteni), kdy je
tato plodina na nedostatek vody nejcitlivéjsi. Faze kveteni je obdobim rozhodujicim pro
kvalitu a vysi vynosu; vodni stres v této fazi vyvoje zplisobuje nejen redukci vynosu nazek,
ale téZ sniZeni jejich olejnatosti.

Jednim z moznych feSeni je cCasnéjSi termin vysevu s cilem posunuti celého
ontogenetického vyvoje a vyhnuti se vodnimu stresu v obdobi kveteni. V tivahu ptichazeji
dvé moznosti: (i) podzimni vysev, kdy semena v nazkich pteckaji zimu ve stadiu plné
vyvinutych déloh (podzimni vysev byl testovan napi. ve Spanélsku, v Italii, Maroku a

v Pakistanu), (ii) Casny jarni vysev, tj. vysev pfiblizné 0 1 mésic diive oproti bézné praxi,



ktery je predmétem vyzkumu napt. ve Francii, a byl by vhodny i pro péstebni podminky
v Ceské republice. JelikoZ je sluneénice roéni rostlinnym druhem citlivym k nizkym teplotam,
je pro cCasnéj$i vysev nezbytna jeji odolnost k nizkym teplotam pusobicim na pocatku
vegetativniho ristu.

Nizka teplota je jednim z nejvyznamnéjSich faktorti limitujicich pFezivani, rast a
reprodukci rostlinnych druhii. Stres nizkou teplotou ovlivituje fadu fyziologickych procest
(napt. fotosyntézu), mize vést k okamzitému mechanickému poskozeni (poSkozeni
bunéénych struktur tvorbou Kkrystalti ledu), k redukci rychlosti rustu mladych rostlin apod.
Odpoveéd’ rostliny na ptisobeni nizkych teplot pak zahrnuje strukturalni a funkéni zmény na
urovni bunécnych organel, bunck, pletiv 1 celych rostlin, jakymi jsou napf. zmény
fyzikalné-chemickych vlastnosti bunéénych membran, akumulace osmoticky aktivnich latek,

atd.

Cilem této prace je studium fyziologickych reakci souboru genotypt slunecnice ro¢ni
(Helianthus annuus L.) pfi pusobeni nizkych teplot na pocatku vegetativniho rustu a
stanoveni nejrelevantnéjSich fyziologickych ukazateli odolnosti slunecnice K nizkym
teplotam na pocatku vegetativniho rustu. V souvislosti s cili prace byly stanoveny nasledujici
hypotézy: (i) mezi vybranymi genotypy sluneCnice roCni se pii pusobeni stresu nizkou
teplotou na pocatku vegetativniho rastu projevi rozdilné reakce ve sledovanych
fyziologickych charakteristikdch (vliv genotypu), (ii) vybrané genotypy slunecnice ro¢ni
budou reagovat rozdilné na pusobeni riiznych nizkych (resp. mrazovych) teplot (vliv teploty)
a (iii) lze stanovit relevantni fyziologické ukazatele odolnosti slunec¢nice roéni K nizkym
teplotam na pocatku vegetativniho rustu.

Vysledky prace mohou piispét K lepSimu pochopeni mechanismi odolnosti vuci
nizkym teplotdm na pocatku vegetativniho rustu u studovanych genotypti slunecnice rocni,
mohou byt pouZity pro dalsi navazujici experimenty a také k optimalizaci Slechténi slunecnice
z hlediska odolnosti k nizkym teplotam, a to diky znalosti genetiky klicovych faktort této
odolnosti. K nizkym teplotam odolné genotypy slunecnice ro¢ni by pak bylo mozné
v podminkiach Ceské republiky vyuzit piimo v agronomické praxi, a to nejen k realizaci

CasngjSiho jarniho vysevu, ale rovnéz k rozsifeni jejiho péstovani do chladnéjSich oblasti.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Botanicka charakteristika, ekologie a rozSifeni slunecnice ro¢ni (Helianthus

annuus L.) v CR

Slunec¢nice rocni je jednoletd bylina. Hlavni kofen je tlusty, hluboce kofenici,
s Cetnymi postrannimi kofeny; lodyha je pifima, jednoducha nebo velmi fidce v horni Casti
vétvena, (0,4) 1,0 az 2,5 (4,2) m dlouha, tuha, obvykle 3 az 7 (22) cm tlusta, svétle zelena,
zvlasté¢ v horni Casti odstale drsné bile chlupatd. Listy jsou stfidavé, dva dolni obvykle
vstticné, dlouze tapikaté, Cepel je srdCité vejcita az Siroce trojuhelnikovita, 15 az 35 cm dlouha,
10 az 30 cm S§irokd, na vrcholu $picatd, na okrajich nepravidelné pilovitd, s vyraznymi tiemi
hlavnimi Zilkami, svétle az syté zelend, oboustranné drsné chlupata. Ubory jsou jednotlivé,
koncové, v poctu 1 (4), obvykle mohutné 15 az 30 (65) cm v praméru, zakrovni listeny
sttechovité uspotfaddané, volné pfitisklé nebo mirné€ odstalé, vejcité az vejcité kopinaté, 6 az 12
(15) mm siroké, zaspicatélé, odstale bile Stétinaté chlupaté. Kvéty jsou jazykovité, zluté, v poctu
20 az 70, kvéty terce jsou Cetné, s korunou trubkovitou, zprvu téméf ¢ernou, v plném kvétu
zlutou s Cervenajicimi cipy nebo celou hnédo-purpurovou. NaZzky jsou z ¢asti obaleny
plevkami, zplostélé, v obrysu obvej¢ité s klinovou bazi, 5 az 12 (15) cm dlouhé, 2,5 az 12
(15) mm $iroké, Sedavé az téméf cerné (Kirschner a Sida, 2004).

Slunec¢nice ro¢ni je svétlomilnd, obvykle kratkodenni rostlina s kultivaénim optimem
Vv teplych oblastech, existuji i odridy snasejici chladnéjsi podminky. Pivodem je tento druh
ze Severni Ameriky. Slunecnice ro¢ni je péstovana po celém svéte, jako zplan€la byla
zaznamenana kromé Severni a Jizni Ameriky také v mnoha zemich Evropy, Asie, v Jizni
Africe a v Australii. Nejlepsi vynosy poskytuje na bazickych, Zivinami, zejména dusikem
bohatych, cerstvych piidach a tam, kde je dostatek opylovaci (predevsim véel). Je to rostlina
Casto peéstovand, prevazné v nizinach a nejteplejSich pahorkatinach, neziidka prechodné

zplatiuje, obvykle na rumistich a skladkach ¢&i v intravilanech obci (Kirschner a Sida, 2004).

2.2. Péstovani slunecnice ro¢ni ve svété, v EU a v CR

Slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus L.) je diky vynikajici kvalit¢ oleje jednou
Z celosvétové nejvyznamnéjSich olejnin (Baydar and Erbas, 2005). Semena slunecnice
obsahuji cca 42 % vysoce kvalitniho oleje, ktery obsahuje vysoky podil kyseliny linolové a je

také dobrym zdrojem vapniku, fosforu a vitaminti E a B3 (Wani et al., 2010). V celosvétové



produkci olejnatych semen patii slunecnici ¢tvrté misto. Nejveétsi péstebni plochy zaujima tato
plodina v Rusku, na Ukrajin¢ a v Argentiné (Kovacik, 2007), mezi nejvyznamnéjsi olejniny
patii také v fad¢ dalSich zemi, jako napt. v USA, Australii, Jizni Africe, Cing, Indii a Turecku
(Wani et al., 2010).

Péstovani slunecnice ma vyznamné postaveni i v zemich Evropské unie, kde se jeji
pestebni plochy v poslednich dvaceti letech vyznamné rozsituji (Kovacik, 2007) a pohybuji se
na hranici cca 3,6 mil. ha. Malek (2007a) uvadi, Ze nejvysSich a zaroven nejstabilnéjSich
vynosi dosahuje Francie sprim&mym vynosem 2,33 tha', dale Itilie (2,21tha™) a
Mad’arsko (1,94 t ha'l). Od roku 2000 dosahuje primérny vynos v CR hodnoty 2,20 t ha™, coz
pravem fadi CR mezi svétovou $picku (Hezky, 2008).

Péstovani sluneénice v podminkach Ceské republiky ma svou tradici a miizeme fici
dokonce i historii. Prvni vétsi plochy slune¢nice byly zasety jiz v 50. letech 20. stol., ale
novodobé d&jiny péstovani sluneénice v CR se zacaly psat az od roku 1985, kdy bylo zaseto
zhruba 80 hektar( pro zpracovani na olej. Od této doby se pestovani slunecnice u nas rozsitilo
nejdiive do nejteplejSich a postupné v tomto tisicileti i do okrajovych oblasti (Méalek, 2007b).
Zakladem pro péstovani sluneénice se v CR staly dva kraje: Jihomoravsky a Stfedocesky kraj.
V potadi druhou vyznamnou a perspektivni oblasti jsou kraje Ustecky, Pardubicky a Zlinsky.
Tteti oblast tvofi kraje Plzensky, Moravskoslezsky, Kralovéhradecky, Olomoucky a
Vysocina. Do posledni, ¢tvrté skupiny, se fadi kraje, které experimentuji a sleduji vhodnost
svych klimaticko-ptidnich podminek pro péstovani sluneCnice. Jsou to kraje Jihocesky,

Liberecky, Karlovarsky a hl. m. Praha (Kovacik, 2007).

Primérna vymeéra skliziiové plochy v Ceské republice odpovida zastoupeni na orné
pudé piiblizné do 1 %, proto pradvem mutizeme o slunecnici fici, ze je v podminkach Ceské
republiky olejninou sice minoritni, ale s ohledem na vhodnost péstovani a dosahované

vysledky a kvalitu nazek, tedy 1 oleje, je plodinou s velkou perspektivou (Malek et al., 2005).

Od roku 1990 se primérna péstebni plocha slunec¢nice pohybuje primémé okolo
24 tisic ha, od roku 1998 je to dokonce 32 tisic ha (Hezky, 2008). V nékterych letech se u nas
péstebni plocha slune¢nice pohybovala az kolem 45 tisic ha. V piipadé zvySeného zajmu
zpracovateldl viak ani tato velikost nemusi byt koneénd, protoze CR ma jesté dostateéné puidni
rezervy pro péstovani této plodiny (Kovacik, 2007).

V poslednich Sesti letech se osevni plochy slunecnice drzi s ur€itymi vykyvy na
pomérné stabilni urovni kolem 25 tisic ha. Dosud nejvétsi osevni plocha slunecnice byla

48 tisic ha v roce 2003/2004 a 47 tisic ha v roce 2006/2007, kdy tato plodina nahrazovala



ozimé obilniny po jejich zaoravkach, ptipadné cukrovku. V marketingovém roce 2012/2013
bylo v Ceské republice oseto slune¢nici 24,6 tisic ha, tj. o 3921 ha mén& nez v roce
piredchozim. Celkova produkce slune¢nicového semene dosahla vyse 56,9 tisic t pfi vynosu
2,31 t ha™. P¥{¢inu v porovnani s jinymy roky niz§iho vynosu a nadvazn¢ i produkce v tomto
sklizhovém roce muzeme hledat predevSim v extrémnim nedostatku srazek v hlavni
péstitelské oblasti slune¢nice na jizni Moraveé. Urcity negativni vliv mély i pozdni jarni
mraziky, v jejichz disledku bylo nutné nékteré plochy zaorat a znovu piesit (Potmésilova,

2013).

Osevni plochy, hektarové vynosy a produkce sluneénice v Ceské republice v letech

1990 az 2013 znazornuje tab. 1.

Slunenice je v Ceské republice vyznamnou exportni komoditou, ktera je vyvazena na
trh ostatnich zemi EU, ale i1 do tfetich zemi a zaroven je o néco vétsi objem dovazen pro
zpracovani v domacim potravinaiském primyslu. Nejvyznamnéjsi zemé Ceského
zahrani¢niho obchodu pii dovozu slune¢nicového semene jsou v poslednich letech Slovensko,
Némecko, Rakousko a Madarsko. Pfi vyvozu jsou hlavnimi odbératelskymi zemémi

Némecko, Slovensko a Polsko (Potmésilova, 2013).



Tab. 1. Osevni a skliziiové plochy, hektarové vynosy a produkce sluneénice roéni v Ceské

republice v letech 1990 az 2012.

Marketingovy rok Osevni plocha Vynos Produkce celkem
[ha] [tha'] [t]
1990/91 Y 11 625 2,70 29 160
1991/92 Y 10 750 2,24 20 970
1992/93 Y 11 022 2,45 26 689
1993/94 Y 12 000 2,50 29 500
1994/95 Y 16 160 1,90 30589
1995/96 Y 19 476 1,66 32180
1996/97 Y 19 816 1,93 38 065
1997/98 Y 11 055 2,09 22 801
1998/99 Y 17 326 2,11 36 475
1999/00 Y 28 500 2,22 63 228
2000/01 Y 30 757 2,14 65 421
2001/02 Y 28 583 1,99 56 717
2002/03 Y 24 242 2,25 54 581
2003/04 Y 48 705 2.35 114 508
2004/05 Y 39 393 2,16 84 906
2005/06 Y 39 648 2,39 94 820
2006/07 Y 47 068 2,15 100 973
2007/08 ¥ 24 425 213 52 000
2008/09 Y 24 468 2.49 60 933
2009/10 ? 25 621 2,38 61 031
2010/11 2 27 172 2,11 57 358
2011/12 2 28 554 248 70 900
2012/13 2 24 634 231 56 943

Zdroj: P Potmésilova a Adamec (2009), 2 Anon. (2013).



2.3. Péstovani slunec¢nice ro¢ni a klimatické zmény

S postupnym oteplovanim planety se bude péstovani slune¢nice ro¢ni piesouvat do
vlahov¢ jistéjSich oblasti (Mottl, 2008). Slunecnice vSak muze byt diky specifické stavbé
organti péstovana i v okrajovych oblastech a v semi-aridnich podminkach (Dragan, 2009;
Wani et al., 2010) a nekteré hybridy lze Gspésné péstovat i v péstebnich oblastech, kde by

pestovani slunecnice diive bylo nemyslitelné (Polakova, 2007).

V podminkach Ceské republiky se slune¢nice stala vhodnou alternativou ozimé fepky
olejky (Polakova, 2007). Ozima fepka se stava v suchych lokalitach neekonomickou a na
téchto mistech ji uspé$né nahrazuje prave slunecnice. Hluboké a intenzivni prokofenéni pidy
umoziuje rostlindm slunecnice odoldvat suchu a pomahé lepsimu vyuziti vody a zivin z ptudy
(Venclova, 2008).

Vynos slunecnice ro¢ni siln¢ zavisi na pocasi béhem zivotniho cyklu rostliny (Baydar
and Erbas, 2005). Ceska republika je svou péstitelskou polohou na severni hranici vhodnosti
péstovani. Slunec¢nice je vSak biologicky velice plastickd a pfizplisobiva riznym klimatickym
podminkdm. Urcujicim klimatickym faktorem pro péstovani slunecnice je doba nastupu
jarniho pocasi umoziujici vysev (duben) a doba néastupu podzimniho pocasi (zati) umoziujici
jesté dobry pritbéh sklizné. Neptiznivymi faktory jsou €asté vykyvy pocasi (pfedev§im velka
sucha a vysoké teploty v obdobi kveteni, v jinych letech naopak chlad), coz snizuje vynos
nazek a obsah oleje. Problémem se vétSinou stava i dlouhd doba dozravani a piechod chorob

z iboru do semen. Desikace je s vyjimkou nejteplejSich rokli nezbytné (Kovéacik, 2007).

2.4. Obecna charakteristika stresu a stresova reakce

Rostliny ¢eli riznym formdm environmentélniho stresu, jakymi je napt. sucho, nizka
nebo vysoka teplota a zasoleni pudy. Ackoliv rostliny postupné vyvinuly schopnosti, jak se se
stresem vyrovnat, piesto stres zlstava celosvétové primarni pfi¢inou vyznamnych ztrat na

vynosech (Agarwal and Jha, 2010).

V terminologii fyziologie stresu je nutné rozliSovat pojmy stress, strain a stressor,
jejichz vyznam se dle raznych pojeti muze lisit. Levitt (1980) vysvétluje pojem stress jako
jakykoliv vné&jsi faktor prostiedi, ktery je nepiiznivy pro Zivot organismu. Pojem strain pak
dle Levitta (1982) predstavuje fyziologickou zménu, kterd je reakci na pisobeni
environmentalniho stresu. Takova reakce vSak nemusi nezbytné vést k redukci rustu nebo

reprodukce rostliny.



Orcutt and Nilsen (2000) vsak termin Stress pouzivaji pro souhrnné oznaceni stavu, ve
kterém se rostlina nachdzi pod vlivem pisobeni stressoru, coz je bioticky ¢i abioticky faktor
prostiedi schopny zpisobit poskozeni organismu, chorobu ¢i fyziologickou zménu, tj. vyvolat
stress.

Dle Gaspara et al. (2002) lze termin stres chapat dokonce ve tfech vyznamech:
(i) stresor, tj. faktor prostfedi, ktery je schopny zpisobit poranéni ¢i onemocnéni,
(i) poplachova reakce na vyjimecné, neptiznivé podminky (napt. vadnuti), (iii) fyziologicky
stav, ktery vykazuje zmény zivotnich funkei.

Larcher (1987) a Atwell et al. (1999) rozd¢€luji stresovou reakci do nékolika fazi.
Bezprostfedné po zacatku plsobeni stresoru dochazi k naruSeni bunéénych struktur a funkci
(poplachova faze). Pokud intenzita pisobeni stresového faktoru nepiekroci letalni tGroven,
dochazi k mobilizaci kompenzacnich mechanismu (restitucni faze), ktera smétuje ke zvyseni
odolnosti vii¢i ptisobicimu stresu (faze rezistence). Pti dlouhodobéjsim piisobeni stresu mtize
dojit k vyCerpani rostlinného organismu (fdze vycerpani) a posléze az k odumieni rostliny, jak

je patrné z obr. 1.
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Obr. 1. Schéma prub¢hu stresové reakce (upraveno dle Larchera, 1995).

Mechanismy, které umoziiuji organismu pieziti a toleranci €1 vyhnuti se stresu, jsou
oznaCovany jako resistance (rezistence, odolnost). Fyziologické odpovédi na pusobeni
stresoru mohou byt ¢lenény do tfi kategorii: (i) Stress tolerance (tolerance stresu), kdy ma
rostlina mechanismy k udrzeni vysoké metabolické aktivity (obdobné urovni metabolické
aktivity bez pusobeni stresoru) pti nizké trovni stresu a redukované aktivity pti vysoké trovni

stresu. Naproti tomu (ii) stress avoidance (mechanismus vyhnuti se stresu) zahrnuje redukci



metabolické aktivity vedouci k navozeni dormantniho stavu pfi piisobeni extrémniho stresu
(Osmond et al., 1987). Z obecného thlu pohledu se da pojem stress avoidance vysvétlit jako
zabranéni ¢i omezeni proniknuti stresu do rostlinného pletiva (Orcut and Nilsen, 2000), nebo
jako omezeni vlivu stresu, ackoliv je rostlina v prostiedi, kde stres plisobi. Ptikladem jsou
rostliny tolice seté (Medicago sativa L.), které zabranuji ptsobeni vodniho stresu na suchych
stanovistich tak, ze aktivuji rast kofent do vétSich hloubek a dosahnou tak zdroje vody
(Hopkins and Hiiner, 2004). Bézn¢ maji rostliny nékolik mechanismi tolerance a vyhnuti se
stresu nebo kombinuji oba zpusoby. Posledni moznosti reakce rostlin na piisobeni stresu je
(ii1) okamzité nebo pozdéji se projevujici poskozeni, které mize vést ke smrti formou nekrdzy
¢i apoptozy (Gaspar et al., 2002).

Intenzitu stresu nelze jednoduse kvantifikovat. Uroven stresu mize byt nizka, kdy
vznikaji suboptimélni podminky s pfedpoklddanym malym efektem. AvSak pokud takovy
stres pusobi del$i dobu, stava se stresem chronickym a fyziologické reakce jsou ovlivnény
vyraznéji. Naopak akutni stres zplsobuje vyznamné zmény v kratkém casovém useku.
Zavazné duasledky tedy muize vyvolat jak plsobeni kratkého intenzivniho stresu, tak mirny,

avsak dlouhodoby stres (Gaspar et al., 2002).

Ve stresové fyziologii rostlin je nezbytné rozlisit rovnéz terminy adaptace a aklimace.
Dle Gaspara et al. (2002) se pojmem adaptace rozumi vznik vyhodnych kombinaci genti
Vv rostling, které postupné ve stresovém prostfedi prevladaji, tj. genetické zmény na Grovni
populaci uskutectiujici se po mnoho generaci. Genotypy s vyhodnou kombinaci genil
(takovych, které nesou schopnost pfezit a rozmnoZzovat se) se ve stresovych podminkach 1épe
uplatni a stavaji se v populaci dominantnimi. Aklimace je pak definovana Nilsenem and
Orcuttem (1996) jako fenotypové piizpisobeni se rliznym podminkam prostredi. Fenotypova

plasticita je zaroven indexem rozsahu aklimace mozné v ramci jednoho genotypu.

Adaptace (na trovni populace) a aklimace (na trovni jedince) se projevuji kombinaci
morfologickych, anatomickych, fyziologickych a biochemickych zmén =zavislych na
procesech na molekuldrni Girovni (Gaspar et al., 2002).

Vliv stresovych podminek na rostliny je obvykle hodnocen vystavenim rostlin
jednomu typu stresu, napt. suchu nebo vysoké teploté. AvSak v polnich podminkach se casto
vyskytuje vice typu stresu, jako sucho a vysoké teploty soucasné (Mittler, 2006), pfi¢emz
rizné stresy mohou vyvolat protichtidné reakce. Napt. béhem stresu vysokou teplotou rostliny
otviraji pruduchy, aby ochladily listy transpiraci. Pokud je vsak vysoka teplota spojena se

suchem, rostliny nejsou schopné priduchy otevfit a teplota listu tak ztstava vysoka (Rizhsky



et al., 2002). Rostliny tedy reaguji odlisn¢ na jednotlivé typy stresu ve srovnani S kombinaci
ruznych typu stresu (Rizhsky et al., 2002; Mittler, 2006; Shulaeva et al., 2008).

2.5. Sluneénice ro¢ni a teplota prostredi

Rostliny patfi mezi poikilotermni organismy, které nemaji stdlou vnitini teplotu a
jejich teplota se blizi teploté okolniho prostiedi (Prasil et al., 2010). Teplota je tak jednim
Z nejvyznamnéjsich environmentélnich faktort, ktery ovlivituje rostliny (Hallgren and Oquist,
1990; Foyer et al., 2002), urcuje rychlost rustu a vyvoje (Qadir et al., 2007), limituje jejich
geografické rozsifeni a vyrazné se podili na redukci vynosu vyznamnych plodin (Alcazar et
al., 2011). Kazda rostlina ma své individualni teplotni pozadavky pro rist a vyvoj. Existuje
teplotni optimum, v némz rostlina roste a vyviji se nejefektivnéji, a horni a dolni hranice.
Jakmile teplota dosdhne hranic, rust rostliny je redukovan a pti prekroceni hranic se rist zcela

zastavuje (Hopkins and Hiiner, 2004).

Sluneénice roéni je plodinou teplé &asti mirného pasma a Ceska republika téméf
pudy 4 °C, avSak optimalni ptidni teplota pro kli¢eni je 8 az 10 °C v hloubce povrchové
vrstvy pudy 5 cm (Malek et al., 2005). Dle Spaldona (1986) je optimalni teplota vzduchu ke
kliceni 20 az 25 °C a suma efektivnich teplot po dobu vzchazeni 140 az 160 °C. V obdobi
tvorby uborti ma slunecnice vétsi naroky na teplo, Vv této dobé vyzaduje teplotu 15 az 25 °C
Vv zavislosti na hybridu. Pfi teplotach nad 30 °C vSak rostliny slune¢nice vadnou a pii 40 °C
kon¢i proristani pylovych zrn. V této fazi vyvoje ale slunecnice ro¢ni neni citlivd pouze
k vysokym teplotam vzduchu, ale rovnéz k mrazovym teplotam, kdy teploty -1 az -2 °C
poskozuji kvetouci Ubory. Bradlow (1990) také pozoroval do jist¢é miry omezeny rist
mladych rostlin slune¢nice, pokud byly vystaveny suboptimalnim teplotam.

Diky znac¢né schopnosti pfizpasobit se Sirokému spektru klimatickych podminek,
maximalni fotosyntetické kapacité a stomatalni vodivosti, dokaZe byt slunecnice ro¢ni vysoce
produktivni v riznych typech prostiedi (Kaleem et al., 2009), dobfe roste v teplych oblastech,
ale je citlivéa k nizkym teplotam (Brouder and Volenec, 2008).
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2.6. Vodni stres a stres vysokou teplotou

2.6.1. Ovlivnéni vynosu vodnim stresem a stresem vysokou teplotou

Lidska populace se neustale zvétSuje, naopak produkce potravin klesa v disledku
pusobeni rtiznych abiotickych strest, jako je chlad, zasoleni, sucho (Mahajan and Tuteja,
2005) a dalsi. Trvajici zmény teplot a srazkovych thrni mohou mit dramaticky vliv na
dostupnost povrchové vody pro zemédélskou produkei a lidskou spotiebu (Brouder and
Volenec, 2008). Pro splnéni potravinové potieby se tak péstovani plodin musi pfizplsobit

klimatické variabilité (Tallec et al., 2013).

Jednim z predpovidanych néasledki globalnich klimatickych zmén je prohloubeni
sucha napf. v oblasti Sttedomofi, kde je jiz v soucasnosti limitujicim faktorem pro péstovani
plodin dostupnost vody (Ruiz-Sanchez et al., 2007). Vodni stres je povazovan za jeden z
nejvyznamngjsich faktorti prostiedi, ktery siln¢ limituje rst a vyvoj rostlin (Chaves et al.,
2003). Zlepseni zemédélského managementu dostupnosti vody se tak stalo jednou z hlavnich
celosvétovych otdzek (Tallec et al., 2013). Zmény v dostupnosti vody ovliviiuji fadu
fyziologickych procesii v rostlinach (Tezara et al., 2002). Sucho mtze napt. redukovat Groveil
fotosyntézy stomatalni i non-stomatalni limitaci (tj. poSkozenim membranovych struktur
fotosyntetického aparatu) a ovlivnénim transportu asimilata z listd (Chaves, 1991; Gabriel,

2000).

Reakce rostlin na zmény teploty pak zalezi na teplotnim optimu pro fotosyntézu, rist a
vynos, pti¢emz teplotni optimum pro tyto slozky se muze lisit (Conroy et al., 1994). Pokud je
teplota niZ§i, neZ je teplotni optimum pro fotosyntézu, i malé zvySeni teploty miize vyznamné
stimulovat rast. Opaény vztah plati, pokud se teplota pohybuje pti horni hranici teplotniho
optima pro vynos. Tehdy muze i malé zvySeni teploty vynos vyrazné snizit (Baker and Allen,
1993). Zvysujici se teplota také urychluje zrani plodin, jelikoZ se posouva celé vegetaéni
obdobi v disledku diivéjsiho nastupu minimalnich teplot pro jednotlivé etapy vyvoje (Porter,
2005).

Vysoka teplota mize redukovat fotosyntézu napi. béhem faze plnéni semen, a to jak
urychlenim senescence listd, tak poSkozenim fotosyntetického aparatu (Chauhan et al., 2009),
ovlivnénim (poklesem) stomatalni vodivosti (Farquhar and Sharkey, 1982) nebo snizenim
aktivity RuBP karboxylazy (Kobza and Edwards, 1987). Rovnéz prudké zvyseni rychlosti
transpirace za horkych slune¢nych dnti miize byt velmi vyznamné a muze zpusobit ztratu

turgoru bun¢k mladych listi, zejména na suchych stanovistich. Tim vSak dojde k uzavirani
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pruduchti vedouci k redukci fotosyntézy, tedy i ristu (Woo et al.,, 2004) a Vv konecném
disledku i samotného vynosu. Vysoka teplota je béznym omezenim béhem faze kveteni a
plnéni semen napf. u pSenice seté (Triticum aestivum L.) a vede ke znaénym ztratdm na
vynosu. Jiz pfi mirném stresu vysokou teplotou vynos pSenice klesé piiblizné o 3 az 4 % pfi
zvyseni teploty o 1 °C oproti primérné teploté¢ 15 °C v laboratornich i polnich podminkach
(Wardlaw and Wrigley, 1994).

Rovnéz u rostlin slunecnice ro¢ni, ackoliv je tato plodina pfizptisobiva riznym
podminkam prostfedi (Beard and Geng, 1982) a pomérn¢ suchu odolna (Elzebroek and Wind,
2008; Wani et al., 2010), byl zaznamenan snizeny vynos v piipadé, kdy byly rostliny
vystaveny vodnimu stresu Vv obdobi vyvoje a zrani nazek (Kaleem et al., 2010), nebo u
pozdégjsich termind vysevu (Bange et al., 1998; de la Vega and Hall, 2002a). Vodni stres, ale
také teplota ptesahujici kritickou hodnotu teplotniho optima slunecnice, tak mutze mit
negativni (resp. redukéni) vliv na agronomické charakteristiky rostliny, jako je vyska rostliny,

pocet nazek v uboru a hmotnost nazek, coz nasledné vede K snizeni vySe vynosu (Kaleem et

al., 2010).

2.6.2. Casnéjsi termin vysevu

Jednim z hlavnich cilu $lechtitelti slunecnice ro¢ni je maximalizovat dobu vegetacniho
obdobi s cilem dosazeni nejvy$siho mozného vynosu (Hewezi et al., 2006). Jednou z
moznosti je pouziti ranych genotypi. To méa vyznam pouze v podminkéach s intenzivnim a
pravideln€ se dostavujicim stresem v zavéru vegetace, coZ znacn€ znevyhodnuje vyuzivani
pozdnich odrid (Sadras et al., 1993). V oblastech, pro néz jsou charakteristické velice
proménlivé povétrnostni podminky, nebo které nejsou pfiili§ Casto postizeny nedostatkem
vlahy, neni volba odrid s kratkym vegetaénim cyklem vzdy tou nejlepsi strategii, chceme-li

dosahnout pravidelného, maximalniho vynosu (Debaeke et al., 2000).

Jinou mozZnosti, jak dosdhnout toho, aby doba kvétu nespadala do obdobi vodnich
deficitii (a teplotniho stresu), a tim se prodlouzil vegeta¢ni cyklus a obdobi akumulace
biomasy, je ¢asngjsi termin vysevu (Grieu et al., 2008a). Casny vysev by umoznil vyhnuti se
obdobi vodniho stresu, které se ¢asto vyskytuje v kritickém obdobi vyvoje rostliny (Hewezi et
al., 2006), tj. v obdobi zac¢inajicim cca 20 dnt pted a koncicim cca 20 dnl po kveteni (Pasda
and Diepenbrock, 1991), kdy je slunecnice na nedostatek vody nejcitlivéjsi (Grieu et al.,
2008a). Vodni stres vyskytujici se béhem faze kveteni zpusobuje sterilitu pylu, odumirani

pestiki a embryi a redukci LAI (Leaf Area Index). V disledku téchto zmén je redukovan
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pocet fertilnich nazek i celkovy pocet nazek v kvétenstvi @ hmotnost 100 nazek (Baldini and
Vannozzi, 1999; Reddy et al., 2003).

V ptipadé casnéjsiho vysevu lze vzit v uvahu dvé moznosti: (i) podzimni vysev, kdy
semena V nazkach pteckaji zimu ve stadiu pIln¢ vyvinutych déloh, (ii) ¢asny jarni vysev
piiblizné o 1 mésic diive misto v soucasnosti ve Francii i v Ceské republice b&zném terminu
duben (az kvéten). Casny jarni vysev mize byt provadén napf. v jizni Italii (Anastasi et al.,
2000), Spanélsku (Soriano et al., 2004), Francii (Grieu et al., 2008a), na jihu USA, v Jizni
Americe (Paraguay, Uruguay, cast Brazilie a Argentina) (Sojka et al., 1989) a v Iranu
(Mirshekari et al., 2012).

Napf. ve stiedomoiské oblasti (stied a jih Spanélska, jih Italie, Portugalsko), ale také
v Maroku ¢i Pakistanu, bylo v 80. az 90. letech 20. stol. vypracovano nékolik studii za i¢elem
posouzeni moznosti podzimniho vysevu slunecnice ro¢ni (napf. Gimeno et al., 1989;
Boujghagh, 1993; Gosset and Vear, 1995; Anastasi et al., 2000; Barros et al., 2004). Ve
Spanélsku se pii podzimnim vysevu zvysil vynos aZ o 20 %. Pii podzimnim vysevu se rovnéz
zvySuje vytéznost oleje (Soriano et al., 2004). Zvyseni vynosu je v piipadé podzimniho
vysevu vazano na prodlouZeni vegeta¢ni doby a na vyhnuti se vodnimu a teplotnimu stresu ke
konci vegetace. Vodni rezim sluneCnice se vyrazné zlepsil piedevsim z téchto divodu:
(i) zlepseni celkové evapotranspirace vazané na del§i vegetaéni dobu a delSi dobu trvani
aktivity asimila¢niho aparatu, na vyssi celkové mnozstvi namétenych srazek v dobé vegetace
a na ucinngjsi zakofenéni, (ii) zlepSeni poméru transpirace/vyparu vody vazané na lepsi
ochranu pudy v dobé vyrazného prebytku vody, (ii1) zlepSeni ucinnosti dychéni vazané na
niz8i pozadavek evapotranspirace a (iv) zlepsSeni skliziiového indexu (Harvest Index, HI)

v disledku eliminace vodniho deficitu v dobé po odkvétu (Orgaz et al., 1990).

Naopak s pozdnim terminem vysevu se zpomaluje vyvoj, jelikoz se rostliny potyka;ji
s vysokymi teplotami béhem vegetativniho ristu (Cirilo and Andrade, 1994) a pfesuSenim
horni vrstvy piidy. Porosty nejednotné klici, vzchézeji, kvetou a v konecném disledku 1
dozravaji (Malek et al., 2005). Zkraceni vegetacni doby pak sniZuje mnozstvi zafeni pfijatého
béhem vegetativniho rlstu, a tim i celkovy obsah susiny v dob¢ sklizné (Andrade, 1995;
Sunderman et al., 1997; de la Vega and Hall, 2002a; de la Vega and Hall, 2002b). Zvysena
variabilita vynosu pii pozdnich terminech vysevu je diisledkem niZsi dostupnosti vody v padé
béhem kveteni a zrani semen, coZ je obdobi rozhodujici pro zakladani vynosu a nedostatek
vody v tomto obdobi snizuje zasobu asimilati pro rust reproduk¢nich organt a nasledné i pro

vynos plodiny (Andriani et al., 1991; de Carvalho et al., 1991; Cirilo and Andrade 1994;
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Andrade, 1995). V dusledku vodniho stresu se rovnéz snizuje ucinnost pudnich herbicidu,
ktera je pfimo zavisla na vlhkosti pudy, a zvySuje se tak zapleveleni porostu. Pievazuje rist
vegetativnich orgdnti nad generativnimi (vytvareji se mensi ubory), u pozdé dozravajicich
porosti se zvySuje pravdépodobnost napadeni porostu houbovymi chorobami v dobé

dozravani a rovnéz nutnost porost desikovat (Malek et al., 2005).

Napt. Andrade (1995) zaznamenal u slunecnice pii pozdnim terminu vysevu znacnou
redukci vynosu zpiisobenou sniZenim po&tu semen na m® a hmotnosti semen. Naopak asny
jarni vysev vede u slunecnice k vétsi produkci nazek a ke zvyseni jejich hmotnosti (José et al.,
2004). Rovnéz Mirshekari et al. (2012) zjistili pfi ¢asném jarnim vysevu sluneénice v franu
(o 2 az 4 tydny diive) narast hmotnosti a po¢tu nazek, vétsi vySku rostliny a pramér tboru, a
tak i celkove vyssi vynos, coz bylo zptisobeno uniknutim (resp. vyhnutim se) vodnimu stresu
ve fazi kveteni a plnéni semen.

Také v podminkach CR je u ¢asnych termind vysevil predpoklad dosaZeni vyssich
vynost. Naopak ¢im pozdéji se seje, tim jsou relativné nizsi vynosy, vyssi slupkatost nazek,
niz8i olejnatost a vétsi problémy se sklizni (Kovacik, 2007). Rozdil ve vynosu mezi ranym a
pozdnim vysevem Se muze pohybovat vrozmezi od 0,1 do 0,5 t hat. V pestitelsky
nepiiznivych podminkéch jsou vSak vynosové rozdily jesté vyssi (Malek, 2007¢).

Allinne (2010) uvadi, ze ve Francii vede vysev slune¢nice ¢asnéjsi o 1 mésic oproti
tradicnimu terminu vysevu (duben v jizni Francii) ke snizeni teploty o 5 az 10 °C b&hem
prvnich stadii vyvoje této plodiny. Nevyhoda nizkych teplot pii ¢asnych terminech vysevu a
nasledném zpozdéni vzchazeni plodiny je vSak kompenzovana zvySenou pravdépodobnosti
ptizniv§jSich vldhovych podminek, které jsou dilezité pro rychly a jednotny rist rostlin
(Barros et al., 2004). El Midaoui et al. (2003) testovali ¢asny jarni vysev (polovina ledna az
polovina tnora) slune¢nice v Maroku, jehoz cilem bylo vyhnout se vodnimu stresu béhem
obdobi kveteni a zrdni semen na jafe a v 1été. Nizké teploty plisobici v zim¢ vSak vyrazné
zvysily riziko Spatného vzchdzeni rostlin slunecnice. Neschopnost dobrého (resp. rychlého a
jednotného) vzchazeni nasledné zpiisobilo vystaveni rostlin vodnimu stresu béhem obdobi
kveteni, coz vazné redukovalo vysi vynosu.

Aby byl ¢asny jarni vysev slunecnice s cilem dosazeni maximalni délky vegeta¢niho
obdobi a zaroven vyhnuti se rostlin vodnimu stresu mozny, je tedy velmi dulezita jeji
odolnost a zlepseni tolerance vic¢i nizkym teplotam (Uemura et al., 1995; Hewezi et al., 2006)

na pocatku vegetativniho rustu (Hewezi et al., 2006; Fernandez et al., 2008; Dragan, 2009).
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Prave obdobi kliceni a vzchazeni je totiz nejcitlivéj§im stadiem v zivotnim cyklu jednoletych
rostlin (Mercer et al., 2011), mezi néz patii i slunecnice ro¢ni.

Vzhledem kjiz vySe zminéné moznosti rozsifovani péstovani sluneCnice do
okrajovych (aridnich) oblasti (napf. oblasti Stfedomoii, Severni Ameriky, Indie nebo
Argentiny), je Vsoucasnosti jednim zhlavnich limitujicich faktord tolerance rostlin
slunec¢nice K abiotickym strestim, jako je sucho, nizké teploty ¢i zasoleni. Zejména tolerance
K vodnimu stresu a stresu zasolenim je vyznamné zohlednéna v Slechtitelskych programech.
V oblasti $lechténi slunecnice byl tak doposud zaznamenan vétsi pokrok ve Slechténi na
odolnost vic¢i vodnimu stresu, zasoleni (Hewezi et al., 2006; Fernandez et al., 2008) a

vysokym teplotam, nez na odolnost k teplotdm nizkym (Dragan, 2009).

Tolerance k nizkym teplotam je v8ak pro rostlinnou produkci obecné velmi dulezita,
protoze schopnost rostliny snést pozdni jarni ¢i brzké podzimni mraziky mtze rozhodnout o
vysi vynosu (Hopkins and Hiiner, 2004). V n¢kolika poslednich desetiletich byla vénovana
pozornost studiu mechanismu reakei vyssich rostlin na vliv teploty z divodu agronomickych
pozadavkl zdokonalit toleranci ke stresu nizkymi a vysokymi teplotami (Wahid et al., 2007).
Pochopeni podstaty aklimace a tolerance k nizkym teplotdm je zdsadni pro udrZeni a zvySeni
produktivity rostlin a pro zajisténi produkce potravin, paliv a dalsich zemdédélskych produkti
Kk uspokojeni vzristajicich pozadavku lidské populace (Dumlao et al., 2012). Schopnost
rostlin slunecnice ziskat toleranci k mrazovym teplotam po vystaveni nizkym teplotam ale
neni dostatecn¢ znama (Hewezi et al., 2006). JelikoZ je slunecnice rostlina citlivd k nizkym
teplotam (Carpenter and Crowe, 1988; Hewezi et al., 2006; Brouder and Volenec, 2008), je

pro testovani vlivu nizkych teplot vhodnou modelovou plodinou.

2.7. Stres nizkymi teplotami

2.7.1. Pusobeni nizkych teplot na rostlinu

Nizké teplota predstavuje vyznamny abioticky faktor, ktery ma zasadni vliv jak na
rozSiteni planych rostlin, tak na péstovani zeméd¢€lsky vyznamnych plodin v riznych
oblastech planety (Prasil et al., 2010). Jedna se o jeden z nejvyznamnéjSich faktort limitujici

pfezivani, rist a reprodukeci rostlinnych druhit (Boyer, 1982; Annicchiarico et al., 2001).

Podle citlivosti a reakci rostlin k nizkym teplotdm lze rozliSovat dvé teplotni oblasti:

(i) chlad (chilling stress), ktery zahrnuje nizké teploty nad bodem mrazu (obecné se udava
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teplotni rozmezi 0 az 15 °C) a (ii) mraz (frost), resp. zmrznuti (freezing), které souviseji
S pisobenim nizké teploty pod bodem mrazu. Z hlediska zplsobu poskozeni, ale i
mechanismu odolnosti rostlin, jsou oba typy stresu, tj. chlad a mraz, odlisné. Poskozeni
chladem obecné souvisi se snizenim rychlosti metabolickych pochodt rostliny, zatimco
poskozeni mrazem zavisi pfedev$im na mrznuti vody v pletivech rostlin, které je spojeno
s dehydrataci a rustem ledovych krystali. Dehydratace miize nastat jiz pfi pisobeni chladu,
kdy je snizena rychlost piijmu vody kofeny a souCasné dochazi ke ztrat¢ vody transpiraci.
U chladu hraje roli nejen samotna vyse teploty, ale také délka jejiho ptisobeni. Cim delsi je
totiz doba ptsobeni chladu, tim se stavaji prislusné zmény nevratn¢jSimi. Poskozeni chladem
se Casto projevuje s delSim odstupem od jeho plisobeni a také zavisi na teploté¢ v obdobi po
pusobeni stresu. Naopak mrazové poskozeni se muze projevit ihned po roztati ledu,
poskozené Casti jsou vodnaté, ztraceji turgor, krouti se, za sucha uvadaji, za vlhka cernaji

(Prasil et al., 2010).

Rostliny vykazuji Siroky rozsah citlivosti k teplotnim extrémim. Neékteré jsou
dokézou piezit mrazové teploty desitky stupiii pod 0 °C. Stres mrazovymi teplotami je
obzvlast problematicky, jestlize se objevi béhem vegetacniho obdobi, kdy je rostlina
fyziologicky aktivni (Davis et al., 1999).

Stres nizkou teplotou, stejné jako dalsi environmentélni stresy, vSak plisobi na rostliny
samostatné velice ziidka. Existuje fada dalSich faktort, jako intenzita svétla, relativni vzdusna
vlhkost a vrozena citlivost rostliny k chladovym teplotdm, které plisobi soucasné s nizkou
teplotou. Interakce téchto faktori mize zvysit jejich dopad na rostlinu, nebo naopak plisobi
jako ochrana pfe poskozenim. Cim déle je rostlina vystavena nizké teplots, tim vétsi a
nevratnéjsi je jeji poskozeni. Stejné jako u dalSich faktorti pasobicich na rostlinu, zotaveni
rostliny z poskozeni chladovymi teplotami je zavislé na rostlinném druhu a pravdépodobné

souvisi s vrozenou citlivosti k chladu (Kratsch and Wise, 2000).

Stres nizkou teplotou ovliviiuje fadu fyziologickych procest (Xin and Browse, 2000;
Karimzadeh et al.,, 2005; Liang et al.,, 2007). Pasobeni nizkych teplot mize vést
k okamzitému mechanickému poskozeni (Xiong et al., 2002) a ovliviiuje napft. rychlost ristu
mladych rostlin (Wolfe, 1991; Venema et al. 2000). Nizk4 teplota také zpomaluje
metabolické procesy, ¢imz se tvoii volné radikdly a vznikd oxidativni stres opoZdénou
spotifebou energie z fotosyntézy (Vogg et al., 1998). Odpoveéd’ rostliny na piisobeni nizkych

teplot zahrnuje strukturalni a funkéni zmény na Grovni bunéénych organel, bungk, pletiv 1
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celych rostlin (Hallgren and Oquist, 1990; Foyer et al., 2002), ale také zmény genové exprese
(Gusta and Wisniewski, 2012). Vnéjsi znamky poskozeni nizkou teplotou mohou mit fadu
podob Vv zavislosti na rostlinném druhu a stafi rostliny a délky ptisobeni nizké teploty. Pro
mladé rostliny jsou typickymi znaky omezeny rust listli, vadnuti, chlor6zy (Hopkins and
Hiiner, 2004) a redukovany vyvoj chloroplastii (Marocco et al., 2005). V krajnich piipadech
se muze projevit hnédnuti a objevuji se nekroézy a/nebo odumiraji celé rostliny (Hopkins and
Hiiner, 2004). K dalsim makroskopickym projeviim poskozeni rostlin nizkymi teplotami patii

tvorba deformaci a zrychlena senescence (Prasil et al., 2010).

2.7.1.1. Vliv nizkych teplot na fotosyntézu a fotosynteticky aparat

Obvykle prvnim procesem ovlivnénym nizkymi teplotami (a stresem obecng) je
fotosyntéza (Hallgren and Oquist, 1990; Foyer et al., 2002; Hikosaka et al., 2006), kdy
rychlost fotosyntézy klesa se stoupajici intenzitou stresu (Sultana et al., 1999; Koyro, 2006;
Wei et al., 2006). Napt. Winner (1994) zjistil pokles rychlosti fotosyntézy pfi stresu ozénem a
Qin et al. (2010) pozorovali u lista rostlin Shepherdia argentea (Pursh) Nutt. zjevny pokles
rychlosti fotosyntézy s rostouci urovni zasoleni. Vyznamné snizeni fotosyntézy bylo u fady
rostlinnych druhd, napt. u ¢iroku obecného (Sorghum vulgare L.) (Pasternak and Wilson,
1972), ryze seté (Oryza sativa L.) (Kishitani and Tsunoda, 1974) a tolice seté (Medicago
sativa L.) (Peoples and Koch, 1978) zaznamenano rovnéz po pasobeni no¢nich chladovych
teplot. Ovlivnéni nizkymi teplotami muze pietrvat i nékolik dni, ackoliv jsou rostliny
navraceny do optimalnich teplotnich podminek (Martin et al., 1981).

Nizka teplota je tedy také jednim z faktort, které znacéné ovliviuji fotosyntetickou
kapacitu (Nie et al., 1992; Haldimann, 1995; Yamori et al., 2006) a modifikuji lipidy a dalsi
slozky membran chloroplastli. Tyto zmény pak vedou k tuhnuti a naslednym zménam funkce
membran (Long et al., 1983; Koscielniak et al., 1996). Ov§em hlavnim vlivem nizkych teplot
na fotosyntetickou aktivitu je pokles fixace CO, jako nasledek sniZzeni aktivity enzymu (Greer
and Hardacre, 1989; Sonoike, 1999; Aroca et al., 2001; Lidon et al., 2001). Pii pasobeni
nizkych teplot je aktivita enzymi ucastnicich se fixace CO, vyrazné¢ inhibovana
(Kingston-Smith and Foyer, 2000) a zvétSuje se podil zachycené energie, ktera nemize byt
vyuzita pro fotosyntézu. Vysledkem je zvySeni mnoZstvi nadbyte¢né energie v anténach
fotosystému II (PS 1), ktera je uvolnéna ve formé tepla (Andrews et al., 1995), a s tim
spojeny pokles fluorescnence chlorofylu a (Spuldk a Martincova, 2006). Degradace

fotosyntetickych enzymt, jako je Rubisco, muize zplsobit redukci obsahu rozpustnych
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proteind, pficemz jeho mnozstvi mize tvofit pfiblizné polovinu téchto proteint (Miller and
Huffaker, 1982; Pell et al., 1994). Farquhar et al. (1980) uvadéji, ze rychlost regenerace
Rubisca je hlavnim faktorem limitujicim fotosyntézu. VSechny tyto zmény jsou doprovazeny
reorganizaci fotosystému I a II (PS I a PS II) béhem ozafeni, které vedou k fotoinhibici, ke
zméndm v uspotradani pigment-proteinovych komplext, k tvorbé reaktivnich forem kysliku
(ROS) a k celkové redukci aktivity fetézce elektronového transportu (Greer and Hardacre,
1989; Sonoike, 1999; Aroca et al., 2001; Lidon et al., 2001). Fotoinhibice je vysvétlena jako
nasledek hromadéni nadbytecné energie (zejména pii vysoké urovni zaieni) vlivem redukce
fotosyntézy (Hovenden and Warre, 1998; Feng and Cao, 2005). PS Il je ve srovnani s PS |
vyrazné citlivéjsi k nizkym teplotdm. PS I neni poSkozen béhem plsobeni nizké teploty, ale
poskozeni se projevi az pfi navraceni rostliny do normalni teploty pro rlst nebo béhem
procesu regenerace (Rapacz, 2007). Nizka teplota vSak ptisobi na fotosyntézu kromé redukce
aktivity fotosyntetickych enzymi také ovlivnénim vodivosti praduchd (Liang et al., 2004) a
genové exprese (Martino-Catt and Ort, 1992).

2.7.1.2. Vliv nizkych teplot na vodivost priduchi a transpiraci

Rostliny se s nizkou teplotou setkavaji v kombinaci se snizenim intenzity svételného
zateni (nizké noc¢ni teploty) (Zhou et al., 2009). Ackoliv kyselina abscisova (ABA) obvykle
zpusobuje uzavirani praduchtl, nizka teplota u k chladu citlivych rostlin (jakou je i slune¢nice
ro¢ni) naopak zpisobuje, ze pruduchy reaguji na ABA jejich otevienim. Nizka no¢ni teplota
tak indukuje otevirani priduchi v noci (Honour et al., 1995), coz miZe vést k niz§imu
vodnimu potencialu listh (‘¥ ) pfed svitdnim a k omezeni vodivosti priduchi pozdé¢ji béhem
dne (Allen et al., 2000). Naopak nékteré k chladu tolerantni rostlinné druhy reaguji na nizkou
teplotu uzaviranim praducht, aby tak zabranily ztratam vody transpiraci (Cornic and

Ghashghaie, 1991).

Dle Pardossiho et al. (1992) se u k chladu citlivych rostlin ¢asto objevuje vadnuti
a/nebo nizky vodni potencial listt (W), coz mize omezit nejen rist a fotosyntetickou aktivitu,
ale dokonce samotné preziti rostliny. K chladu odolné rostlinné druhy dokazi udrzet
dostate¢nou hodnotu vodniho potencidlu uzavienim praduchi a zabranénim ztrat vody
transpiraci (Cornic and Ghashghaie, 1991), zatimco citlivé rostlinné druhy pii pisobeni
nizkych teplot ¢asto pruduchy ponechavaji oteviené (Lee et al., 1993). Napt. v pokusech
Wilkinsonové et al. (2001) bylo u chladuvzdorného druhu ktizatka obecna (Commelina

communis L.) zjisténo uzavieni priduchti béhem 1 hodiny po sniZeni teploty z 27 na 7 °C,
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u k chladu citlivych rostlin tabaku selského (Nicotiana rustica L.) doslo k uzavieni priduchi
az pii poc¢atku vadnuti listd.

Rychlé uzavieni pruducht pii nizké teploté tedy brani dehydrataci listi, kdy je pfijem
vody kofeny omezen nizkou teplotou (Davies et al., 1982). Uzavirani praducht pii ptisobeni
nizké teploty jako nasledek redukce hydraulické vodivosti kofenti potvrzuje také (Bassirirad
et al., 1993). Chladem indukované uzavirani pruduchti se vSak muze projevit i jako piimy
efekt nizké teploty na samotné svéraci bunky priduchu (Honour et al., 1995), kdy nizka
teplota ovliviiuje enzymy a iontové kandlky zodpovédné za aktivni udrzeni osmotického

potencialu svéracich bun¢k (Ilan et al., 1995).

Dle Ohsumiho et al. (2007) hraje funkce priduchti vyznamnou roli pfi transpiraci a
fotosyntéze. Vodivost priduchii pro vyménu plynli a transpiraci tésné koreluje s procesem
fotosyntézy, jak bylo zjisténo napt. u ryze seté (Oryza sativa L.) (Kuroda and Kumura, 1990;
Kanemura et al., 2005). Z praci Flexase et al. (1999), Allena et al. (2000) a Fenga and Caoa
(2005) vyplyva, ze nizké teplota plisobi na fotosyntézu praveé ovlivnénim vodivosti praduchi,
ale také fotosyntetickych enzymi (Liang et al., 2004) a genové exprese (Martino-Catt and
Ort, 1992). De Lucia et al. (1991) uvadéji, Ze uzavirani pruduchid bylo dominantnim faktorem
limitujicim rychlost ¢isté fotosyntézy u rostlin borovice lesni (Pinus sylvestris L.) pfi nizké
teploté pudy.

Hodnota vodivosti priduchti je ur¢ena né€kolika vlastnostmi, jako je hustota, velikost a
mira otevienosti praduchti (Ohsumi et al., 2007). Vodivost pruduchii (gs) je umérna hustoté
praducht a primérné velikosti pruduchové Stérbiny a nepfimo umeérna délce difizni cesty
determinované hloubkou priduchové Stérbiny (Meidner and Mansfield, 1968).

Man and Lieffers (1997) v pokusech se semenacky smrku sivého [Picea glauca
(Moench.) Voss.] zjistili zvySovani hodnot rychlosti transpirace a naopak pokles hodnot WUE
(efektivita vyuZiti vody) S rostouci teplotou jehlic pii méfeni na jate, v 1ét€ i na podzim.

Klesajici rychlost transpirace pii ptisobeni nizkych teplot vzduchu miize byt spojena
rovnéz s vlivem nizké teploty pidy. Clements and Martin (1934) testovali vliv nizké ptdni
teploty na transpiraci u slune¢nice ro¢ni. S klesajici teplotou pidy z 37 na 13 °C klesala
pozvolna i iroven transpirace. Pfi teploté pod 13 °C nastal prudky pokles této charakteristiky.
Rostliny za¢aly vadnout pii 4,5 °C, pii 3 °C byla rychlost transpirace redukovana o polovinu a
pfi teploté piidy 1 °C byly rostliny zcela zvadlé. Opétovnym zvySenim pidni teploty vSak
rostliny velmi rychle regenerovaly. Rovnéz Kramer (1940) zaznamenal pokles transpirace u

rostlin slune¢nice pfi postupném poklesu ptidni teploty. Pii teploté pidy 1 °C se transpirace
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snizila na 20 az 25 % oproti kontrolnim rostlinam (ptdni teplota 25 °C). Pokles transpirace
vysvétluje Mellander et al. (2004) jako dusledek snizené vodivosti praduchi a poklesu
propustnosti kotfenti zpusobené nizkou teplotou pidy. OvSem nizkd padni teplota neni
jedinym faktorem limitujici transpiraci. Jde spiS o kombinaci nizké plidni teploty a

nadzemnich podminek, jako teplota vzduchu a délka dne.

2.7.1.3. Vliv nizkych teplot na efektivitu vyuziti vody

Efektivita vyuziti vody (WUE) mtze byt definovana nékolika zpusoby, avsSak vzdy
jako spotteba vody na jednotku produkce. Ve fyziologii rostlin jsou zakladni jednotkou
produkce moly uhliku ziskaného fotosyntézou (Pn) V poméru k mnozstvi vody vydané
transpiraci (E), tedy: WUE = P\/E (Condon et al., 2004). Tato charakteristika se nej¢astéji
vyuziva pii studiu vodniho stresu (Blum, 2005; Aranda et al., 2007, Sun et al., 2012) ¢i stresu
zasolenim (Radwan et al., 2000), ale 1 pfi sledovani zmén vyvolanych dal$imi faktory, jako
napt. srovnani WUE u Bt a konven¢ni linie ryze seté (Oryza sativa L.) (Guo et al., 2011).

Sledovani vlivu nizké teploty na WUE vsSak doposud nebylo dostate¢né studovano.

Navarrete-Campos et al. (2012) ve svych pokusech piedpokladali, Ze genotypy rostlin
druhu Eucalyptus globulus Labill. a hybridy druht E. globulus Labill. a E. nitens Deane and
Maiden, které budou vykazovat vyssi hodnotu WUE po pusobeni stresu suchem, maji vetsi
odolnost k suchu, k suchem indukované fotoinhibici a také ke stresu mrazovymi teplotami.
Poté, co byly pokusné rostliny vystaveny suchu a nasledné mrazovym teplotam od -3 do
-15 °C, bylo u genotypi, které¢ byly schopné zvysit hodnotu WUE, zjiSténo rovnéz zvySeni
tolerance k mrazovym teplotam. Je znamo, ze vodni stres mize indukovat podobné
metabolické a fyziologické reakce, jako se objevuji béhem chladové aklimace (Coopman et
al., 2010). Typickou reakci je akumulace dehydrini (Bravo et al, 2003), osmotické
prizpisobeni a aktivace antioxida¢nich systému (Shvaleva et al., 2006). Ovsem z pokusi
Navarrete-Campose et al. (2012) vyplyva, ze ackoliv se zabyvali toleranci k mrazovym
teplotim indukovanou vodnim stresem, nevyuzili sledovani zmén WUE k pfimému
hodnoceni vlivu mrazové teploty, ale k hodnoceni vodniho stresu. Piesto uvadéji, z2 WUE

muze byt vhodnym néstrojem pro stanoveni mrazové tolerance.

Efektivita vyuziti vody je ziskdna jako pomér rychlosti fotosyntézy a transpirace. Je
tedy ziejmé, Zze hodnoty WUE se mohou meénit v zavislosti na zménach téchto charakteristik.
Mokotedi (2010) uvadi, ze zména rychlosti transpirace muze ovlivnit vyslednou hodnotu

WUE, pficemz rychlost fotosyntézy muze byt stale vysoka; v pokusech Pipera et al. (2007)
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byly rozdily hodnot WUE ovlivnény redukci Cisté fotosyntézy. Zavislost hodnot WUE na
rychlosti ¢isté fotosyntézy a transpirace potvrzuji rovnéz Ma et al. (2004) a Guo et al. (2011).

2.7.1.4. Vliv nizkych teplot na vlastnosti bunéénych membran

Nizké teploty obecné zpomaluji kinetiku chemickych reakei, coz se tyka i vSech
enzymaticky katalyzovanych reakci probihajicich v zivych organismech. Zpomaleni
termalniho pohybu molekul zptisobuje také vyznamné fyziologické zmény, mezi které patii
pokles fluidity (tekutosti) bunéénych membran (Prasil et al., 2010), pfiCemz se jedna o
vrtanou fyzikalni zménu (Hopkins and Hiiner, 2004). Pokles fluidity membran je jednim z
prvnich projevi poSkozeni rostlin nizkou teplotou a ma vyznamny negativni vliv na prab¢h
mnoha fyziologickych d&ji lokalizovanych v membranach, jako je selektivni transport
molekul, metabolicka pfeména latek, transformace energie (respirace, fotosyntéza) ¢i procesy
spojené s prenosem informaci (signalni drahy) (Prasil et al., 2010).

Membranové lipidy jsou tvofeny diacylglyceridy, které obsahuji 2 mastné kyseliny
s 16ti nebo 18ti atomy uhliku, pficemz nékteré z nich jsou nenasycené a jiné nasycené.
Protoze nasycené mastné kyseliny (a lipidy, které je obsahuji) tuhnou pfti vysSich teplotach
nez nenasycené, ma vzajemny pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
rozhodujici vliv na polotekutost membran. K chladu citlivé rostliny maji vétsi pomér
nasycenych mastnych kyselin, a tedy 1 vyssi teplotu pfechodu membrany z polotekutého stavu
do stavu gelu nebo semikrystalického stavu, oznaovanou jako ,,teplota fazového prechodu®.
Napf. pro membranu mitochondrii k chladu citlivé rostliny vigny zlaté [Vigna radiata (L.) R.
Wilcz.] je teplota fazového piechodu 14 °C. Naopak rostliny chladuvzdorné maji mensi podil
nasycenych mastnych kyselin, a proto je i teplota fdzového piechodu nizsi. Pti chladové
aklimaci se podil nenasycenych mastnych kyselin zvySuje (tj. dochazi k desaturaci
membranovych lipidu), snizuje se teplota fazového prechodu (Hopkins and Hiiner, 2004), a je
tak zajisténo zachovani fluidity (a tedy i funk¢nosti) membran za nizsi teploty (Prasil et al.,
2010).

Pti pfechodu membrany z polotekutého stavu do stavu gelu je poruSena integrita
membranovych kanalki, coz vede ke ztraté kompartmentace a k vytoku latek do okolniho
prostiedi, a tim je narusena funkce bilkovin tvoficich dychaci aparat a fotosystémy a dalSich
membranové zaloZzenych metabolickych procesi. Membrany chladuvzdornych nebo
aklimatizovanych rostlin jsou schopny udrzet svoji polotekutost pfi mnohem nizSich

teplotach, a ochranit tak tyto rozhodujici bunééné funkce pted poskozenim (Hopkins and
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Hiiner, 2004). Desaturace membranovych lipidt je tedy uzce spojena s fadou biologickych
jevu, jako napt. zachovani funkce chloroplastt, vyvoj pylu a tolerance k chladu (Kodama et
al., 1995; McConn and Browse, 1996; Routaboul et al., 2000), ale i s dal$imi fyziologickymi

déji lokalizovanymi v membranach (Prasil et al., 2010).

Bunécné membrany jsou rovnéz velmi nachylné k poskozeni mrazem, pii jehoz
vyskytu na n¢ pusobi mechanicka sila rostoucich ledovych krystala (Gusta and Wisniewski,
2012). Kontakt krystalti ledu s biomembranou vede k jeji desintegraci (Beck et al., 2007).

2.7.1.5. Vliv nizkych teplot na obsah chlorofyluaab

Redukce obsahu chlorofylll je jednim ze symptomii poSkozeni Sirokou Skéalou strest
(Lawson et al., 2001). Napi. v pokusech Baeka and Wooa (2010) byl celkovy obsah
chlorofylti u dvou druhti stromG Pterocarpus indicus Willd. a Erythrina orientalis Murr.
rostoucich v lokalitdich se znecisténym ovzdus$im prukazné niz$i, nez u jedinct rostoucich
v podminkéach neznecisténého ovzdusi. V pokusech Liu and Shi (2010) obsah fotosynteticky
aktivnich pigmentd prudce klesl pii pisobeni kombinace zasoleni a alkalického prostiedi.
Obsahu chlorofyli je také citlivym indikatorem teplotniho stresu (Kosmala et al., 2009). Proto
je stanoveni obsahu chlorofyld v listech uzitenym diagnostickym nastrojem (Neufeld et al.,
2006).

Chloroplasty patii mezi organely nejdiive a nejsilnéji ovlivnéné pisobenim nizkych
teplot (Murphy and Wilson, 1981; Musser et al., 1984; Wise and Naylor, 1987; Garstka et al.,
2005; Sowinsky et al., 2005). Mitochondrie, jadro a ostatni organely jsou k chladovym
teplotam citlivé méné (Kratsch and Wise, 2000). Mnoho studii zaméfenych na studium
nadzemnich ¢asti rostlin vystavenych plsobeni chladu ukazalo, Ze chloroplasty byly prvnimi
poskozenymi organelami a vykazovaly zmény v uspofadani a deformace thylakoidni
membrany, desintegraci gran, spotfebovani Skrobu a nékdy 1 roztrZeni obalu chloroplastu
(Musser et al., 1984; Kratsch and Wise, 2000; Garstka et al., 2005). Dalsi environmentalni
faktory prohlubujici poskozeni chloroplastli jsou ozafenost, vodni stav rostliny a délka
pusobeni nizkych teplot (Kratsch and Wise, 2000).

Podle Lascana et al. (2001) a Neufelda et al. (2006) je obsah chlorofyll siln¢ spojeny
s rychlosti fotosyntézy. Pokles obsahu chlorofylu je nezadouci, jelikoz chlorofyl je nezbytnou
slozku fotosystému 1 a II. Vys§i (resp. neredukovany) obsah chlorofylu zajistuje lepsi
zachycovani a ptenos svételné energie, coz zvysSuje efektivitu fotosyntézy (Jaleel et al., 2009).

Poskozeni chloroplastii a redukovany obsah chlorofylii tak nevyhnutelné vede k redukci
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fotosyntézy, produkce biomasy a Vv koneéném dusledku i k poklesu vynosu plodiny
(Huseynova et al., 2007; Zhao et al., 2007; Jaleel et al., 2009).

2.7.2. Pasobeni chladu

Mezi rostliny citlivé na chlad patii prevazné druhy tropického a subtropického ptivodu
(Prasil et al., 2010). Kukufice seta (Zea mays L.), rajce jedlé (Solanum lycopersicum L.),
okurka seta (Cucumis sativus L.), sdja lustinata [Glycine max (L.) Merrill.], bavinik srstnaty
(Gossypium hirsutum L.) a bananovnik (Musa sp.) jsou obzvlasté citlivé a vykazuji znamky
poskozeni pfi teploté pod 10 az 15 °C (Hopkins and Hiiner, 2004). U nékterych extrémné
citlivych tropickych druhtit mize nastat poSkozeni jiz pti teploté 22 °C (Prasil et al., 2010).
Dokonce rostliny mirného pasma, jako lilek brambor (Solanum tuberosum L.) a chfest
(Asparagus sp.), mohou byt poskozeny teplotou nad bodem mrazu (0 az 5 °C) (Hopkins and
Hiiner, 2004).

Rostlinné druhy mirného pasma jsou vsak obecné k chladu odolné. Citliva ale mohou
byt néktera jejich vyvojova stadia, jako je kliCeni semen a vzchazeni rostlin (Prasil et al.,
2010). U nékterych rostlinnych druhii je na nizké teploty obzvlasté citlivy reprodukéni vyvoj.
Napf. u rostlin ryze seté (Oryza sativa L.) vystaveni chladu v dob¢ kveteni zptsobilo vznik
sterilnich kvétt (Hopkins and Hiiner, 2004). Rovnéz jednotlivé rostlinné organy se vyznacuji
riznou citlivosti k chladu. Mezi nejcitlivéjsi patii reprodukéni organy, z vegetativnich organt
pak pletiva rychle rostouci a siln€ nasycena vodou (Prasil et al., 2010).

PosSkozeni chladem vykazuje Sirokou skalu symptomi a metabolickych dysfunkci u
k chladu citlivych pletiv v€etné naruseni proudéni protoplasmy, omezeni dychani, fotosyntézy
a syntézy bilkovin a rovnéz zmény vzoru tvorby bilkovin (Hopkins and Hiiner, 2004).
Rostliny citlivé k chladu také nedokazi zachovat polotekutost biomembran zvySenim podilu
nenasycenych mastnych kyselin, ¢imz by se prizpusobily nizsi teploté. Vysledkem je vyssi
propustnost membran (Verlues et al., 2005), kterd vSak mize byt zvySena rovnéz teplotné
zavislou deaktivaci iontovych pump nebo kanalkd (Vogg et al., 1998). Hewezi et al. (2006)
zaznamenali také niz8i rychlost rdstu rostlin slunecnice roéni péstovanych pii chladovych
teplotach (7 a 15 °C) ve srovnani s rostlinami rostoucimi v kontrolnich podminkach (péstebni
teplota 25 °C). Za hlavni faktor zpisobujici poskozeni rostlin citlivych k chladu se vsak
povazuje naruseni metabolismu buné€k, poruchy piijmu vody a dulezitych latek a postupné

vycerpani rostliny (Prasil et al., 2010).
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Marocco et al. (2005) rozdéluje stres chladem u kukufice seté do tii kategorii: (i)
mirny stres (12 az 17 °C) za svétla: fotosyntéza a rist jsou redukovany a jako reakce na
nadmérnou svételnou energii zachycenou chlorofylem jsou indukovany fotoprotektivni
mechanismy; (ii) silny stres (2 az 10 °C) za svétla: objevuje se chladem indukovany vodni
stres, protoze rychlost transpirace piesdhne rychlost piijmu vody kofeny, u kterych je
inhibovana kotenova hydraulickd vodivost a (iii) stres nizkou teplotou za tmy: neprojevi se

oxidativni stres u chloroplastti ani vodni stres, avsak méni se genova exprese.

2.7.3. Prizpusobeni chladu

U tady rostlinnych druhi je pro rozsifeni oblasti jejich péstovani a Slechténi dilezité
vybrat chladuvzdorné genotypy. Bylo zjisténo, Ze chladuvzdornost se lisi v populacich fady
druhti, napf. u populaci rostlin jetele plazivého (Trifolium repens L.) (Annicchiarico et al.,
2001), Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Bravo et al., 2007) nebo Eupatorium
adenophorum Spreng. (Zhang et al., 2009). Z vysledkti Zhenga et al. (2009) vyplyva, ze
populace rostlin davivce ¢erného (Jatropha curcas L.) pochazejici z vétSich nadmotskych
vysek, byla vice odolnéd k no¢nimu chladu nez populace z mensich nadmotskych vysek, coz
odpovida i vysledkim dalSich studii (Taschler and Neuner, 2004; Kalberer et al., 2007).
Taschler and Neuner (2004) rovnéz zjistili, Ze s rostouci nadmoiskou vyskou stoupa

mrazuvzdornost.

Schopnost rostlin pfezit plisobeni nizkych teplot neni stala, ale méni se v zavislosti na
vngjSich faktorech, jako je ro¢ni obdobi a zejména u rostlin s odolnosti vii¢i mrazu je tato
schopnost vysledkem geneticky podminénych fyziologicko-biochemickych zmén, souhrnné
oznacovanych jako chladova aklimace (cold acclimation), tj. otuzovani (Prasil et al., 2010).
Rostlinné druhy se vSak velmi li§i schopnosti chladové aklimace a sndSenim mrazovych teplot

(Gusta and Wisniewski, 2012).

Chladova aklimace je viceslozkovy proces, jehoZ zdkladni podstatou je tvorba cukri
pti fotosyntéze, které slouzi nejen jako zdroj energie béhem samotné chladové aklimace, ale
maji téz kryoprotektivni G€inky, zmiriiuji dehydrataci buiiky béhem plisobeni mrazovych
teplot a mohou také podporovat regeneraci pii mrazem zpusobeném poskozeni (Gusta and
Wisniewski, 2012). Kapacita fotosyntézy pii pisobeni chladu tak tzce koreluje s rozvojem
mrazové tolerance (Oquist et al., 1993) a je rozhodujici pro jeji ziskani (Kosmala et al., 2009),
jelikoz (fotosyntézou zajisténa) akumulace cukrd pii nizkych teplotach je klicovym faktorem

pro plné rozvinuti mrazové tolerance (Levitt, 1980).
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Proces aklimace a chladova tolerance dale zahrnuje mechanismy jako modifikace
bunééné stény a bunééné membrany (slozeni lipidt), tedy schopnost zachovat polotekutost
biomembran (a tim i funkci membranoveé vazanych procest) zvySenim podilu nenasycenych
mastnych kyselin (Verlues et al., 2005). Dochézi také k aktivaci ochrannych proteina
(vysokomolekularni hydrofilni proteiny) a reparacniho systému, které chrani ¢i zajiStuji
opravu poskozenych bunécnych struktur (Prasil et al., 2010). Pii chladové aklimaci dale
nastavaji zmény v antioxidaénim ochranném systému rostliny a zmény rychlosti ristu a
morfologie, které jsou regulovany Sirokym spektrem tzv. cold-induced genii (McKersie et al.,
1999; Wanner and Junttila, 1999; Xin and Browse, 2000; Uemura et al., 2003).

Stoleranci k chladu pak souvisi osmotické prizptisobeni, kdy hromadéni latek
V bunééné st'ave snizuje osmoticky potencidl. ZvySena koncentrace osmoticky aktivnich latek
(Thomas and James, 1993; Wanner and Junttila, 1999; Xin and Browse, 2000; Kosova et al.,
2007) prispiva k ochrané strukturalni celistvosti bunéénych membran a proteinti, ale nema
negativni vliv na metabolismus rostliny ani v pfipadé¢ vysoké koncentrace téchto latek
Vv cytoplasmé (Hare and Cress, 1997; Xin and Browse, 2000; Prasil et al., 2007). Mezi
osmoticky aktivni latky patii zejména volné sacharidy, které vznikaji hydrolyzou Skrobu a
jsou zndmy svym kryoprotektivnim u¢inkem, ktery je zajistén udrZzenim nizkého osmotického
potencidlu v bunice (Pearce, 2001), ale také dalsi latky, jakymi jsou alkaloidy, volné
aminokyseliny (napf. prolin a betain) aj. (Sharma and Dietz, 2006; Sokhansaj et al., 2006).
Jejich fyziologicka funkce zahrnuje udrzovani turgoru bunék, stabilizaci proteini a bunéénych
struktur a vazani reaktivnich forem kysliku (Wang et al., 2003). Chladova tolerance vSak
zahrnuje i dalsi faktory, jako je napt. vétsi tloustka lista (Hekneby et al., 2006; Dumlao et al.,
2012) a dalsi zmény v jejich anatomii (McCully et al., 2004).

K otuzovani vétSinou dochézi pii postupném sniZzovani teploty prostiedi, ale miize byt
iniciovano napf. i kratkym dnem ¢&i mirnym suchem. Naopak v ptedjafi, S postupnym
zvySovanim teploty a obnovenim ristu a vyvoje rostlin, jejich potencialni odolnost k nizkym

teplotam klesa (Prasil et al., 2010).

2.7.4. Pasobeni mrazu

Ovlivnéni fyziologickych procesii stresem mrazovou teplotou se velmi podoba
pusobeni chladu s tim rozdilem, Ze mrazova teplota zpisobuje intenzivngj$i projev zmén

fyziologickych procesti (Nilsen and Orcutt, 1996). Hlavni rozdil mezi plsobenim chladu a
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mrazu pak spociva vtom, Ze poSkozeni vlivem mrazu neni zpusobeno jen samotnou

mrazovou teplotou, ale tvorbou krystala ledu (Hopkins and Hiiner, 2004).

Zejména rychlost mrznuti a tani je velmi vyznamnym faktorem udéavajicim schopnost
rostliny tolerovat (stress tolerance) nebo vyhnout se (stress avoidance) poskozeni mrazovou
teplotou. Rychlost tvorby ledu je také vyznamna ve vztahu k mife poSkozeni rostlinnych
pletiv (Nilsen and Orcutt, 1996). Rostlinné pletivo dokaze piezit prudké zmrznuti napf.
pouzitim tekutého dusiku, které vyvolava tvorbu malych krystali ledu, jez zpisobuji pouze
minimalni nebo zadné poskozeni bunécnych struktur. OvSem tento typ mrznuti se V ptirodé
nevyskytuje (Scott, 2008), naopak obecné plati, ze ¢im rychleji se led tvori, tim zavaznéjsi
poskozeni zptisobuje (Nilsen and Orcutt, 1996).

Pfi rychlém mrznuti v laboratornich podminkach, kdy teplota klesa o 10 °C a vice za
minutu, dochdzi ktvorbé ledovych krystald wuvnitf protoplastu, tj. intracelularné
(Masarovic¢ova et al., 2002). Intracelularni tvorba ledu je vSak nezadouci (Griffith and Yaish,
2004). Led, ktery se tvoii v intracelularnim prostoru, pfitahuje diky svému niz§imu vodnimu
potencialu dalsi vodu z buiiky, dokud nedojde k vyrovnani hodnot vodniho potencialu
zbyvajiciho koncentrovaného bunééného roztoku a vodniho potencidlu extraceluldrniho ledu.
Tvorba ledu uvnitf buiky je tedy skodliva, protoze krystaly ledu nevyuzivaji hydrofobni sily
(Jako voda v tekutém stavu), které jsou nezbytné pro zachovani lipidové dvojvrstvy. Kontakt
krystali ledu s biomembranou proto vede k jeji desintegraci (Beck et al., 2007). Pokud je vSak
rychlost tvorby intracelularniho ledu pomalejSi, je umoZnéna tvorba velmi jemné
strukturovanych ledovych krystalti uvniti bunck, které nemaji letalni efekt. Takova tvorba

ledu se ale v ptirozenych podminkach vyskytuje velmi vzacné (Nilsen and Orcutt, 1996).

K ochran¢ biomembran slouzi také tzv. antifreeze proteiny (Griffith and Yaish, 2004),
které¢ byly nalezeny napt. v té€lech ryb a hmyzu (Duman and Olsen, 1993) a vyskytuji se
rovnéz u celé fady ptrezimujicich rostlin. Spojuji se s malymi krystaly ledu, tvoii hydrofobni
plast (Antikainen at al., 1993) a mohou tak zmirnit poSkozeni biomembran zpisobené
ledovymi krystaly, ackoliv je diskutabilni, jak jsou tyto proteiny exportovany z protoplastu a
hromadi se na vnéjsi strané bunééné stény (Griffith et al., 2003). Antifreeze proteiny ale také
inhibuji samotny rist ledovych krystalt tim, Ze snizuji bod mrznuti (Gusta and Wisniewski,
2012).

V piirozenych podminkach teplota klesd podstatné pomaleji (Masarovicova et al.,
2002). Béhem obdobi vyskytu mrazovych teplot na jafe a na podzim klesa teplota rychlosti
1 az 2 °C/hod. (Nilsen and Orcutt, 1996). V takovém pfipadé se krystaly ledu zacinaji tvofit
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Vv mezibunécénych prostorech a v xylému, coz pro otuzenou rostlinu nemé letalni ucinek a po
roztani ledu rostlinné pletivo plné regeneruje. Rust ledovych krystali v extraceluldrnim
prostoru vyvoldva odvadéni vody zprotoplastu do extracelularniho prostoru, a tedy
dehydrataci bunky (Taiz and Zeiger, 2008). Ackoliv dehydratace zptisobuje vadnuti pletiva,
zabranuje také nezddouci tvorbé ledu v protoplastu (Scott, 2008). Piesto dehydratace
protoplastu ziistava hlavni pfic¢inou poskozeni mrazem (Hale and Orcutt, 1987). Muze totiz
vyvolat fadu dal$ich strest, které jsou piicinou posSkozeni bunék. Mezi tyto faktory patii napf.
zmensSeni objemu protoplastu, zmény pH (Prasil et al., 2010), zvySeni koncentrace iontl
uvnitt bunky, coz muze zpusobit destabilizaci membran, ovlivnit strukturu bilkovin a ve

vysledku i funkce bunky (Nilsen and Orcutt, 1996).

K dehydrataci miize dojit zastavenim pfijmu vody rostlinou (Markhart et al., 1979)
zpuisobenym inhibici hydraulické vodivosti kofenti (Marocco et al., 2005) a porusenim
uzavirani praduchu u k chladu citlivych rostlin (Honour et al., 2005), coz vede ke stavu, kdy
transpirace prevysuje nad pfijmem vody. Ov§em dehydratace je ¢asto povaZovana za nasledek
poskozeni membran mrazem, kdy membréna ztraci elasticitu a vykazuje vytok vody (Come,
1992). Mrazuvzdornost rostliny tedy spociva v extracelularni tvorbé ledu spojené s toleranci
protoplastu k dehydrataci pfi nizkych teplotach (Beck et al., 2007). U rostlin odolnych k
mrazu jsou podminky pro tvorbu ledovych krystali v mezibunécném prostoru piiznivéjsi,
jelikoZz mezibun&cné prostory obsahuji tzv. krystaliza¢ni jadra (ice nucleators), ktera tvorbu
ledu iniciuji (Prasil et al., 2010). Krystaliza¢ni jadra jsou obvykle ptfitomny v apoplastu, ale
také na povrchu rostliny. Jedna se zejména o prachové Castice, bakterie (napt. Pseudomonas

syringae Van Hall a Erwinia herbicola Winslow et al.), houby, drobny hmyz, ale i samotné

(jiz vytvotené) ledové krystaly (Nilsen and Orcutt, 1996).

Rychlost tvorby ledu je také zavisla na porovitosti membran a bunééné stény. Bunééna
sténa a membrany obsahuji mikrokapilary réizné velikosti (Ashworth, 1993). Cim mensi je
velikost a pocet mikrokapilar, tim pomaleji voda v nich obsazena mrzne a naopak. Pokud
vSak Krystaliza¢ni jadra iniciuji mrznuti vody, tvorba ledovych krystalti za¢ina v xylému a ve
vodivych pletivech (vaskularnim systému) rychlosti cca 60 cm/min. (Chen et al., 1995) a
kon¢i az v okamziku, kdy led narazi na pletivo s vyssi teplotou nebo na bariéru zabraiujici

dalsi tvorbé ledu (membrana ¢i bunééna sténa) (Nilsen and Orcutt, 1996).

Rozsah a typ poskozeni zplisobeného mrazovou teplotou zavisi na mrazové toleranci
ptislusného rostlinného druhu a jednotlivych pletiv rostliny, na obsahu vody v burikach,

stupni podchlazeni - viz kapitola 2.7.5., rychlosti mrznuti a rstu ledovych krystald, délce
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doby zmrznuti a dalSich faktorech (Gusta and Wisniewski, 2012), jako je napft. areal vyskytu
(Magbool et al., 2010) a staii rostliny (Gusta et al.,, 2009), pfi¢emz rostliny v ranych
vyvojovych stadiich jsou citlivéjsi nez v pozdéjsSich fazich, kdy jsou jiz vyvinuty pravé listy
(Nilsen and Orcutt, 1996).

Nejvyraznéjsi reakce na kratkodobé plisobeni mrazové teploty se projevuje u
teplomilnych druhi, kdy se vodni potencial snizi o 0,3 az 0,4 MPa, rostlina viditeln¢ uvada,
rychlost Cisté fotosyntézy je snizena o 60 az 80 % a klesd rovnéz vodivost priduchti (Wolfe,
1991). Soucasn¢ vSak klesa 1 osmoticky potencial, jeho vysledny pokles snizuje
vnitrobunéénou teplotu mrznuti a minimalizuje pohyb vody z buiiky do extracelularnich
prostor a naslednou dehydrataci buiikky (Thomas and James, 1993; Xin and Browse, 2000;
Kosova et al., 2007; Prasil et al., 2007). Pomaleji se projevujici poskozeni pletiv nebo celé
rostliny mrazem je pak vysledkem sekundarnich procesi, jako je oxidativni stres aj.
(McKersie et al., 1999).

2.7.5. Prizptuisobeni mrazu

Stejné tak jako v ptipadé stresu chladem se rostliny vzajemné 1i$i mechanismy vyhnuti
se a tolerance (stress avoidance a stress tolerance) stresu mrazem. Nékteré K nizkym teplotam
citlivé rostliny nepfteziji teplotu lehce pod bodem mrazu, zatimco napt. obilniny se dokazi
ptizplsobit teploté¢ dosahujici -30 °C a plné aklimatizované dieviny toleruji teplotu az do
-196 °C. Schopnost tolerance nebo vyhnuti se poSkozeni mrazem zaleZzi na néckolika
faktorech, jako je rychlost mrznuti a tani, rychlost a mira aklimace, interakce
rostlina-voda-ptida, mnozstvi zivin, morfologické charakteristiky a habitus rostliny. Zejména

rychlost mrznuti a tani je velmi vyznamnym faktorem (Nilsen and Orcutt, 1996).

Rostliny rostouci v oblastech mirného klimatu obecné dokazi snaset mrazové teploty
bud’ prostfednictvim mechanismu vyhnuti se, nebo jejich toleranci. Jednim ze zptlisobi
vyhnuti se je produkce metabolického tepla, kdy rostlina zvysi svou teplotu a nedojde tak
K jejimu mrznuti. Tento proces byl zaznamenan napt. U n¢kterych druhii z ¢eledi arekovitych

(Arecaceae) (Bowers, 1994).

Dal$im mechanismem vyhnuti se poskozeni mrazem je proces podchlazeni
(supercooling) (Nilsen and Orcutt, 1996), tj. schopnost snizit teplotu, pii které se zacinaji
tvofit ledové krystaly (Hekneby et al. 2006). Podchlazeni jsou do ur¢it¢ miry schopny
vSechny rostliny. Hluboké podchlazeni je jedinecnd vlastnost zejména fady druht dfevin, kdy

rostlina dokaze udrzet vodu v kapalném stavu pii teploté az -50 °C (Gusta and Wisniewski,
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2012). Mira podchlazeni se ale 1i$i mezi jednotlivymi druhy a je rovnéz ovlivnéna piitomnosti
krystaliza¢nich jader (Wiesniewski et al., 2002). Podchlazeni rostlina dokaze zajistit bud’
akumulaci sacharidu a dalSich osmoticky aktivnich latek v cytoplazmé nebo odvadénim vody
Z jedné casti pletiva/rostliny do jiné, méné citlivé k mrazovym teplotam (Nilsen and Orcultt,
1996). Akumulace osmoticky aktivnich latek v bunétné stavé vede k osmotickému
pfizpusobeni, ke snizeni bodu mrznuti bun¢k (Gonzales et al., 1990; Tronsmo et al., 1993) a k
udrzeni obsahu vody a turgoru zivych bunék (Steponkus, 1984). Pokud vSak nastane mrazem
indukovana dehydratace a ptekroci-li hranici tolerance k dehydrataci, dochazi k poSkozeni
membranovych struktur buriky (Uemura and Steponkus, 1994) a ke ztraté jejich permeability.
Proto mtize byt také ochrana bunécnych membran proti mrazové dehydrataci hlavnim
faktorem tolerance k mrazovym teplotam. Toho je dosazeno jak zménami ve slozeni
membranovych lipidd (Collins et al., 2002), tak akumulaci osmoticky aktivnich latek
(sacharidy, prolin, betain apod.) v cytosolu (Xin and Browse, 2000), vedouci k poklesu
hodnoty osmotického potencialu. Rozklad sacharidi hydrolyzou $krobu pro osmotické
prizptisobeni, obnoveni a udrzeni rtstu je tak napt. dle Ashwortha et al. (1993) a Rosnese et

al. (1993) jednim z vyznamnych aspektt tolerance k nizkym teplotam.

Ackoliv pokles osmotického potencidlu sniZzuje vnitrobunéénou teplotu mrznuti a
minimalizuje pohyb vody z burniky do extracelularnich prostor a naslednou dehydrataci bunky
(Thomas and James, 1993; Xin and Browse, 2000; Kosova et al., 2007; Prasil et al., 2007),
snizeni bodu tuhnuti pfitomnosti osmoticky aktivnich latek je U¢inné jen pii mirnych
mrazech. Odolnost kK velmi nizkym teplotam je vzdy spojena se schopnosti rostliny snaset
silnou dehydrataci bunék. Jedin¢ pevna bunécna sténa je schopna zabranit vét§im deformacim
bun¢k pii tvorbé ledu v apoplastu a pii dehydrataci cytosolu, a tim chranit zejména
cytoplazmatickou membranu a organely pfed mechanickym poSkozenim (Prochéazka et al.,

1998).

Odolnost ke stresu mrazem tedy souvisi i S pevnosti bunééné stény. Pevnéjsi bunécna
sttna muze pii vytvafeni ledovych krystalli zajistit mens$i stlaceni protoplastu. Avsak
cytoplasmatickd membrana je s bunécnou sténou spojena (Nilsen and Orcutt, 1996) a pfi
pasobeni mrazu dochazi k plazmolyze v disledku odvadéni vody ze symplastu do apoplastu,
coz vede ke zmenseni velikosti plochy povrchu membrany (Gusta and Wisniewski, 2012).
Smrstovanim cytoplasmatické membrany mutze dojit az k jejimu odtrzeni od (pevné) bunécéné
stény a k pfipadnému poskozeni. Naopak pii rychlém tani ledu, kdy bunécénd sténa dokéze

rychle obnovit svlij vychozi tvar, se cytoplazmatickd membrana do ptivodniho tvaru bunky
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vraci pomaleji (Nilsen and Orcutt, 1996), burnika nedokaze produkovat dostatek stavebnich
latek potiebnych pro navraceni membrany do pivodniho stavu (Gusta and Wisniewski, 2012),
a tak rovnéz muze nastat jeji odtrzeni od rozpinajici se bunécné stény a nasledné poskozeni.
Pomalé tani naopak poskytuje cytoplazmatické membrané¢ cas pro obnovu a rist”
S rozpinajici se bunéfnou sténou. Nahlé a rychlé mrznuti objevujici se v pfirozenych

N 24

mrazovych teplot (Nilsen and Orcutt, 1996).

Mrazova tolerance dale zahrnuje napt. aktivaci antioxida¢niho systému rostliny
redukujici oxidativni stres (McKersie et al., 1999) a zejména schopnost tvorby ledu
Vv extracelularnich prostorech (McCully et al., 2004), coz pro otuzenou rostlinu nema letalni
ucinek a po roztani ledu rostlinné pletivo plné regeneruje. Takova tvorba ledu je ovSem

spojena s dehydrataci buiiky (Taiz and Zeiger, 2008).

Mechanismy vyhnuti se poskozeni mrazovou teplotou jsou Castéjsi spise u bylinnych
druhti, naopak u vytrvalych a stalezelenych dievin pievazuje tolerance (Nilsen and Orcultt,
1996). Oba mechanismy se vSak mohou vyskytovat i ve vzajemné koexistenci (Gaspar et al.,
2002). Napt. u opadavych dievin dochazi k podchlazeni parenchymu (tj. k sniZzeni bodu
mrznuti a vyhnuti se tak poskozeni pletiva krystaly ledu - mechanismus vyhnuti), zaroven se
vsak led vytvaii v kuife, ktera je ale k mrazové teploté (resp. ke zmrznuti) tolerantni (Nilsen

and Orcutt, 1996).
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3. VEDECKE HYPOTEZY A CIiLE PRACE

3.1. Védecké hypotézy

V praci byly sledovany fyziologické reakce souboru genotypli slunecnice roc¢ni
(Helianthus annuus L.) pfi pusobeni nizkych teplot na pocatku vegetativniho rastu.
V souvislosti s feSenim projektu byly stanoveny nasledujici hypotézy:

1) Mezi vybranymi genotypy slunecnice ro¢ni se pii piisobeni stresu nizkou teplotou
na pocatku vegetativniho rastu projevi rozdilné reakce ve sledovanych
fyziologickych charakteristikach (vliv genotypu).

2) Vybrané genotypy slunecnice ro¢ni budou reagovat rozdilné na ptisobeni rtiznych
nizkych (resp. mrazovych) teplot (vliv teploty).

3) Lze stanovit relevantni fyziologické ukazatele odolnosti slunecnice ro¢ni

K nizkym teplotam na pocatku vegetativniho rustu.

3.2. Cile prace
V souvislosti s tématem prace byly stanoveny tyto cile:

1) Stanoveni fyziologické variability vybraného souboru genotypt sluneénice roéni

z hlediska odolnosti k nizkym teplotam na poc¢atku vegetativniho ristu.

2) Stanoveni nejrelevantngjSich fyziologickych ukazatelti odolnosti slune¢nice roéni

k nizkym teplotam na pocatku vegetativniho ristu.
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4. MATERIAL A METODY

Vzhledem k dlouholeté spolupraci s partnerskym pracovisttm INRA/ENSAT-INP
Toulouse, Francie byly v této praci provedeny dva experimenty: (i) pokus 1 (CR) a (ii) pokus
2 (Francie). Pracovisté INRA/ENSAT-INP je zaméfeno na komplexni vyzkum slunecnice
ro¢ni. Pfedmétem vyzkumu je napf. studium odolnosti vii¢i chorobam (As-Sadi et al., 2011),
vodniho stresu (Haddadi et al., 2011), stresu nizkou teplotou (Allinne et al., 2009) a dalSich
oblasti, kdy jsou vyuzivany pfedevsim metody fyziologie a ekofyziologie rostlin (Grieu et al.,
2008b) a molekularni biologie a genetiky (Cadic et al., 2013). Ve Francii byl rovnéz testovan

Casngjsi jarni vysev slunecnice (Allinne et al., 2009), ktery je v soucasnosti zvazovan i pro

podminky Ceské republiky.

4.1. Pokus 1 (CR)

4.1.1. Rostlinny material

Sledované fyziologické charakteristiky byly hodnoceny u genotypl slunecnice ro¢ni
C120, C124, C148 a PAC2, jejichz genetickou charakteristiku pfipravilo partnerské
pracovisté INRA/ENSAT-INP Toulouse, Francie. Populace rekombinantnich imbrednich linii
C120, C124 a C148 je vysledkem kiizeni mezi rodicovskymi genotypy RHA266 a PAC2.
Jedna se o generaci F8 ziskanou metodou SSD (Single Seed Descent). Genotyp RHA266 je
vysledkem ktizeni plané slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) a odrady Peredovik
(ptivodem z Ruska). Genotyp PAC2 byl vyslechtén ve vyzkumném ustavu INRA Toulouse

kiizenim genotypu HAG61 a plané slune¢nice fapikaté (Helianthus petiolaris Nutt.).

4.1.2. Péstebni podminky

Nazky byly predkli¢eny v termostatu BT120 (Chirana Brno, CR) na vlhkém filtraénim
papiru pti teploté 20 °C po dobu 18 hodin dle metodiky ISTA (International Seed Testing
Association) a poté byly zasety do péstebnich nadob (rozmér 11x11x11,5cm)
s homogenizovanym péstebnim zahradnickym substratem A (Raselina a. s., CR; pH 5,5 - 6,0,
spalitelné latky min. 35 %, castice nad 25 mm max. 5 %, celkovy N: 80 - 120 mg I, P,Os:
50 - 100 mg I, K,0: 100 - 150 mg I™") a kultivovany v klimatizované komoie Conviron E8

(Conviron, Winnipeg, Canada).
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Rostliny byly v klimatizované komote péstovany do faze 2 pravych listd v simulovaném
prubéhu dne a noci Vv teplotnim rozmezi 10 az 23 °C (noc/den). Relativni vlhkost vzduchu (®)
vV komote v simulovaném pribchu dne a noci byla nastavena na 65 az 70 % a fotosynteticka

hustota toku fotonii (PPFD) se pohybovala v rozmezi 0 aZ 560 umol m? s™ (noc/den).
Rostliny byly zalévany 3krat tydné, a to v pond¢€li a stiedu (75 ml vody/1 péstebni
nadoba) a vpatek (100 ml vody/l péstebni nadoba). Béhem pokusu nebyly rostliny

pfihnojovany.

4.1.3. Pusobeni mrazovych teplot

Ve fazi 2 pravych listi byly rostliny vystaveny ptisobeni mrazové teploty po dobu
10 hod. v temnostni fazi fotoperiody (rezim noc). Poté byla teplota opét zvySena na teplotni
rozmezi 10 az 23 °C (noc/den) a rostliny byly ponechany v klimatizované komote 7 dnti pro
regeneraci. Testované mrazové teploty byly -3 a -5 °C; pro kazdou z téchto teplot byl pouzit
samostatny soubor pokusnych rostlin, ktery zahrnoval u kazdého genotypu 24 rostlin

rozdélenych do 12 nadob, vzdy po dvou v jedné nadobé.

4.1.4. Sledované charakteristiky a terminy jejich méieni

Na pokusnych rostlinach byly sledovany nasledujici charakteristiky:

e rychlost Cisté fotosyntézy (Py),

¢ rychlost transpirace (E),

e vodivost pruduchii (gs),

o efektivita vyuziti vody (WUE),

e fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového
transportu ve fotosystému II (Fy/Fy),

e relativni vytok elektrolytti (RELy,),

e osmoticky potencial (¥,) a

e koncentrace fotosynteticky aktivnich pigmenta - chlorofylu a a b (c,, ¢p).

Méfeni vybranych charakteristik bylo provadéno pied pisobenim mrazové teploty, tj.
kontrolni méfeni, a po pisobeni mrazové teploty, tj. méfeni po ptsobeni stresu. Celkem byly

vybrané charakteristiky méfeny vzdy ve 4 terminech:

1) 9 hod. pfed ptisobenim mrazové teploty, tj. kontrolni méteni (C),
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2) 5 hod. po ptisobeni mrazové teploty (S1),
3) 3. den po pusobeni mrazové teploty, tj. 3. den regenerace (S2),
4) 7. den po pusobeni mrazové teploty, tj. 7. den regenerace (S3).

Meéfieni sledovanych charakteristik probihalo vzdy od 8 hod. rano.

4.1.5. Metody méreni sledovanych charakteristik

Rychlost cisté fotosyntézy (Pn), rychlost transpirace (E), vodivost praduchu (g;) a
efektivita vyuziti vody (WUE)

Mgéfeni rychlosti ¢isté fotosyntézy (Py), rychlosti transpirace (E) a vodivosti priduchii
(gs) se uskute¢nilo pfenosnym gazometrickym infracervenym analyzatorem LCpro+, otevieny
systém (ADC Bio Scientific Ltd., Hoddeson, UK). Fotosynteticka hustota toku fotoni (PPFD) a

teplota v listové komore byly nastaveny na 650 umol m?s™ a 23 °C.
Sledované charakteristiky byly stanoveny pomoci nasledujicich vypocti:
¢ Rychlost (intenzita) ¢isté fotosyntézy (Py):
Pv=UAC  [umol CO, m?s?],
kde Ac je rozdil koncentraci CO, na vstupu a vystupu do komory [pumol mol™],
Us je mnoZstvi - pritok vzduchu na 1 m? listové plochy [mol m? s™].
¢ Rychlost (intenzita) transpirace (E):
E=uAW  [mmol H,O m?s?],
kde AW je rozdil koncentraci vodni pary [mol mol™],
Us je mnozstvi - pritok vzduchu na 1 m? listové plochy [mol m?s.
¢ Vodivost pruduchii (gs):
gs = I/rs [mol H,0 m?s™],
kde rs jsou stomatalni odpory.

o [Efektivita vyuziti vody (WUE) byla nésledn¢ vypocitdna z namétenych hodnot
rychlosti Cisté fotosyntézy a transpirace jako jejich vzajemny pomér:

WUE = Pn/E  [umol CO, mmol™ H,0].
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Me¢éteni bylo v kazdém terminu provadéno na 3 (jinych) pokusnych rostlindch, pficemz
na kazdé rostlin¢ byl méfen 1 intaktni pIn¢ vyvinuty list. Po stabilizaci pfistroje bylo v

intervalu 1 min. zaznamenéno vzdy 10 hodnot sledovanych charakteristik.

Fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového transportu

ve fotosystému II (F/Fy)

Potencialni fotochemickd efektivita elektronového transportu ve fotosystému II
(Fv/Fm), zakladni fluorescence (Fp), maximalni fluorescence (Fy) a variabilni fluorescence
(Fv) byly =zaznamendny pienosnym fluorometrem s technologii pulzni modulace

ADC:0SI 1 FL (ADC Bio Scientific Ltd., Hoddeson, UK).

Variabilni fluorescence (Fy) byla piistrojem stanovena z hodnot zakladni fluorescence

(Fo) a maximalni fluorescence (Fy) dle nasledujiciho matematického vztahu:
e Fy=Fu-Fo.
Me¢fteni bylo pti kazdém terminu provadéno po 20 min. temnostni adaptace za pouZziti
listovych klipsti na 3 (jinych) pokusnych rostlinach, pfi¢emz na kazdé rostliné byly méfeny 2

intaktni pln¢€ vyvinuté listy.

Relativni vytok elektrolyti (RELo,)

Stanoveni relativniho vytoku elektrolytii bylo provadéno na zédklad€é metodiky pokust

Campose et al. (2003) a Allinne (2010) s drobnymi modifikacemi.

Z ruznych casti listové ¢epele byl odebran soubor 5 teréikd o praméru 1,3 cm tak, aby
ter¢ik neobsahoval centrdlni Zilnatinu. Ter¢iky byly nejprve promyvany destilovanou vodou
po dobu 2 min. a poté ponechany 24 hod. ve sklenénych zkumavkach (objem 10 ml) v 5 ml
destilované vody. Po 24 hod. od odbéru bylo provedeno prvni méfeni elektrické vodivosti
roztoku ve zkumavce (REL;). Poté byly zkumavky s ter¢iky vystaveny 20 min. varu ve vodni
lazni, ¢imz bylo dosaZeno maximalniho poSkozeni bunéfnych struktur. Druhé meéteni
elektrické vodivosti roztoku bylo provedeno po 24 hod. od dosazeni maximalniho poskozeni
(REL). Mira poskozeni, tj. relativni vytok elektrolytd (RELy), byla na zakladé zmény
vodivosti roztoku vyjadiena procentudlné jako pomér REL; : REL,. Méfeni bylo pii kazdém
terminu provadéno konduktometrem GRYF 106 L3 (GRYF HB spol. s.r.o., CR) na 3 (jinych)

pokusnych rostlinach, pficemz z kazd¢ rostliny byl odebran 1 intaktni plné€ vyvinuty list.
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Osmoticky potencial (‘)

Méteni osmotického potencialu bylo provadéno na 3 (jinych) pokusnych rostlinach,
kdy byl z kazdé rostliny pro pfipravu rostlinného materidlu pouzit 1 intaktni pln¢ vyvinuty
list, z kterého bylo odebrano 0,25 g cerstvé listové hmoty. Listova hmota byla uchovavana
lehce stlacend v inzulinové injekéni stfikacce (Myjector 1 ml, Terumo, Belgie) utésnéné
parafilmem pfti teploté -20 °C. Pfed vlastnim méfenim byla injek¢éni stiikacka s odebranym
rostlinnym materidlem ponechéana pii pokojové teploté az do uplného rozmrazeni rostlinného
materidlu. Z kazdé injek¢ni stiikacky bylo poté vytlaceno nékolik kapek bunééné §tévy do 2
méficich komurek tak, aby dno méfici misky v komtrce bylo zcela pokryto bunécnou st’avou.
Nasledovalo méfeni po dobu 30 az 40 min. Mé&feni bylo uskute¢néno na zatfizeni PSYPRO
(Wescor Inc., Logan, USA), coz je mikrovoltmetr s termoclankem a s Peltierovym senzorem.
Principem méfeni je psychrometrické stanoveni rosného bodu ochlazovanim uzavieného
prostoru méfici komlrky. Kdy nastane kondenzace vody na méficim termoclanku, souvisi
Stenzi vodni pary vkomurce. Piistroj vyhodnocuje data na zdkladé vychylky

psychrometrické kiivky pti dosazeni rosného bodu matematicky detekci 50ti bodd.

Koncentrace fotosynteticky aktivnich pigmenti - chlorofylu a a b (caa cp)

K extrakci fotosynteticky aktivnich pigmentt bylo pouzito 0,5 g Cerstvé hmotnosti
listii. Pigmenty byly pievedeny z listii do acetonu p. a. dle metodickych pokynii Sestéka et al.
(1966). Poté byla métena extinkce (tj. absorbance) acetonového extraktu pii vinovych délkach
644 a 663 nm (Egss a Egg3) pomoci spektrofotometru Helios I (Chromspec spol. s.r.o., CR).
Pro vypocet koncentrace chlorofyli v acetonovém extraktu byly nasledné pouzity

matematické vztahy Nyboma (1955):
e C.=9,784 . Egss- 0,970 . Eous [mg 1™
o C,=21,426 . Eess - 4,650 . Eggs [mg 1]
Vysledné hodnoty koncentrace chlorofylti @ a b v mg I byly na zakladé znamych hodnot
celkového objemu acetonového extraktu a navazky pievedeny na obsah chlorofyli v mg g™
cerstvé hmotnosti.
Méfeni bylo pii kazdém terminu provadéno na 3 (jinych) pokusnych rostlindch,

pficemz z kazdeé rostliny byl odebran 1 intaktni plné€ vyvinuty list.
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4.1.6. Statistické vyhodnoceni ziskanych dat

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena pomoci vicefaktorové analyzy rozptylu
(ANOVA) (mrazova teplota - genotyp - termin méfeni). Statistickd vyznamnost rozdilti mezi
testovanymi variantami byla hodnocena pomoci Tukeyho (HSD) testu na hlading
vyznamnosti o = 0,05.

Dale byla provedena regresni a korelac¢ni analyza stanovujici vztah mezi (i) rychlosti
Cisté fotosyntézy (Pn) a potencidlni fotochemickou efektivitou elektronového transportu ve
fotosystému II (Fv/Fy), (i) rychlosti ¢isté fotosyntézy (Pn) a vodivosti praduchi (gs) a (iii)
rychlosti transpirace (E) a vodivosti praduchti (gs). T&snost zavislosti mezi uvedenymi

charakteristikami byla urc¢ena z hodnoty ziskaného koeficientu korelace (r) pomoci nasledujici

stupnice:
e 00<|r[z03 slaba zavislost
e 03<|r|[<0,8 stiedni zavislost
e 08<|r|<10 silna zavislost

Ze stanoveného koeficientu determinace (r’) pak bylo vyhodnoceno, z kolika % jsou zmény

zavislé charakteristiky vysvétlovany zménami charakteristiky nezavislé.

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru Statistica 9.0 CZ pro MS

Windows.

4.2. Pokus 2 (Francie)

4.2.1. Rostlinny material

Sledované fyziologické charakteristiky byly hodnoceny u genotypa slunec¢nice ro¢ni
C33, C98, C124, C148 a 2603. Genetickou charakteristiku genotypu C33, C98, C124 a C148
pfipravilo  partnerské pracovist¢ INRA/ENSAT-INP Toulouse, Francie. Populace
rekombinantnich imbrednich linii C33, C98, C124 a C148 je vysledkem kiiZeni mezi
rodicovskymi genotypy RHA266 a PAC2. Jedna se o generaci F8 ziskanou metodou SSD
(Single Seed Descent). Genotyp RHA266 je vysledkem kiizeni plané slunecnice ro¢ni
(Helianthus annuus L.) a odridy Peredovik (puvodem z Ruska). Genotyp PAC2 byl
vySlechtén ve vyzkumném ustavu INRA Toulouse kiiZzenim genotypu HA61 a plané

slunecnice fapikaté (Helianthus petiolaris Nutt.).
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Genotyp 2603 byl zvolen jako geneticky zdroj, u né&jZ neni popséna blizsi geneticka
charakteristika, a ktery byl doposud vyuzivan napi. pro studium odolnosti slunecnice vici
Orobanche cumana Wallr. (Labrousse et al., 2001; Véronési at al., 2005), dédi¢nosti obsahu
kyseliny olejové (Varés et al., 2002) nebo pii kiizeni druhi slunecnice ro¢ni (Helianthus
annuus L.), slune¢nice me&kké (H. mollis Lam.) a slune¢nice vrbolisté (H. orgyalis AD.)
(Faure et al., 2002).

4.2.2. Péstebni podminky

Nazky byly predkliceny v termostatu Memmert ICP 800 (Memmert GmbH.,
Némecko) na vlhkém filtraénim papiru pfi teploté 23 °C po dobu 4 dnt a poté byly zasety do
péstebnich nadob (prumér 8 cm, vyska 11,7 cm) a kultivovany ve fytotronu do faze 6 az 8
pravych listl v simulovaném prib&hu dne a noci (14/10 hod.) v teplotnim rozmezi 18 az 23 °C
(noc/den). Relativni vihkost vzduchu (®) ve fytotronu v simulovaném prubéhu dne a noci byla
nastavena na 63 % a fotosynteticka hustota toku fotoni (PPFD) se pohybovala v rozmezi 0 az
108 pmol m? s (8000 Ix) (noc/den) ve vzdalenosti 40 cm od svételného zdroje. Rostliny byly
pestovany ve smési zeminy, raseliny a pisku v poméru 5 : 4 : 1.

Rostliny byly zalévany 3krat tydné, a to v pondéli a sttedu (50 ml vody/1 péstebni
nadoba) a v patek (75 az 100 ml vody/1 péstebni naddoba). Béhem pokusu nebyly rostliny

ptihnojovany.

4.2.3. Pisobeni mrazové teploty

Pro stanoveni vybranych charakteristik byl pouZit soubor pokusnych rostlin, kdy se
celkovy pocet rostlin a pocet rostlin kontrolnich jednoho genotypu lisil v zavislosti na méfené
fyziologické charakteristice. V pokusu 2 (Francie) tak bylo pouzito celkem 24 (nebo 18) rostlin
od kazdého genotypu, z nichz 12 rostlin bylo vystaveno mrazové teploté -3 °C (Rs - rostliny
stresované) a zbyvajicich 12 (nebo 6) rostlin byly rostliny kontrolni (R¢ - rostliny kontrolni).

Kontrolni rostliny (Rc) byly po celou dobu péstovany ve fytotronu.

Ve fazi 6 az 8 pravych listli bylo 12 rostlin (Rs) pfeneseno do klimatizované komory
(Snijders Scientific b. v., Nizozemsko), kde byly vystaveny piisobeni mrazové teploty -3 °C po
dobu 10 hod. v temnostni fazi fotoperiody. Relativni vlhkost vzduchu (®) byla nastavena na
63 % a fotosyntetickd hustota toku fotond (PPFD) na 0 pmol m? st Po pusobeni mrazové

teploty bylo u 6 rostlin (Rs) provedeno prvni méfeni vybranych charakteristik a odebrani vzorkt
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pro jejich stanoveni (S1) a zbyvajicich 6 rostlin (Rs) bylo pfeneseno zpét do fytotronu, kde byly

ponechany pro regeneraci. 5. den po plsobeni mrazové teploty u nich bylo provedeno druhé

méfeni a odbér vzorku (S2) - viz kapitola 4.2.4. Schéma pokusu je znadzornéno v tab. 2.

Tab. 2. Schéma pokusu 2 (Francie).

Pocet Péstebni podminky
Faze pusobeni mrazové Umisténi .
rostlin/ t PPED )
teploty rostlin
Lgenotyp | [°C] | [pmol m?s™] | [%]
18 - 23 0-108
Pied pisobenim teploty -3 °C Fytotron 24/18 63
(N/D) (N/D)
18 0
Fytotron 12/6 (Rc) 63
(N) (N)
Pfi puisobeni teploty -3 °C Klimatizovana
-3 0
komora 12 (R) 63
N N
30 (N) (N)
18 - 23 0-108
Fytotron 12/6 (Rc) 63
(N/D) (N/D)
Po ptisobeni teploty -3 °C
18- 23 0-108
Fytotron 12 (Rs) 63
(N/D) (N/D)

Legenda: R¢ - varianta kontrola, tj. rostliny nevystavené mrazové teploté, Rs - varianta stres, tj. rostliny stresované,

vystavené mrazové teploté -3 °C, t - teplota vzduchu, PPDF - fotosynteticka hustota toku fotoni, @ - relativni

vlhkost vzduchu, D - den, N - noc.

4.2.4. Sledované charakteristiky a terminy jejich méreni

Na pokusnych rostlinach byly sledovany nasledujici charakteristiky:

e fluorescence chlorofylu a: potencialni

transportu ve fotosystému II (Fy/Fy),

e relativni vytok elektrolytid (RELy) a

e osmoticky potencial (¥y).
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Mceteni fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového
transportu ve fotosystému II (F\/Fy) bylo u stresovanych rostlin (Rs) provadéno ve 2

terminech:

1) 1. den ihned po pisobeni teploty -3 °C (S1) - varianta ,,stres*,

2) 5. den po ptisobeni stresu, tj. 5. den regenerace (S2) - varianta ,,stres*.

U rostlin kontrolnich (R¢) bylo méfeni a odbér rostlinného materidlu pro stanoveni
fluorescence chlorofylu a provadéno v 1 terminu:

e termin odpovidajici 1. dni po ptsobeni teploty -3 °C (C) - varianta ,,kontrola®.

Pro prvni termin méfeni (S1 a C) byl pouzit samostatny soubor 6 stresovanych (Rs) a 6
kontrolnich (Rc) rostlin od kazdého genotypu, pro druhy termin métfeni (S2) byl pouzit pouze
soubor 6 stresovanych rostlin (Rs), kontrolni méfeni v tomto terminu provadéno nebylo. Mé&feni
a odbér rostlinného materialu pro stanoveni fluorescence chlorofylu a probihalo vzdy od

8 hod. rano. Ptehled terminii méteni fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka

efektivita elektronového transportu ve fotosystému II (F\/Fy) je znazornén v tab. 3. a obr. 2.

Tab. 3. Terminy méteni fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita

elektronového transportu ve fotosystému II (Fy/Fy) - pokus 2 (Francie).

Termin méreni Varianta Pocet rostlin/

(Kontrola/Stres) | 1 genotyp

1) 1. den ihned po pisobeni teploty -3 °C Sl 6 (Rs)
C 6 (Re)
2) 5. den regenerace S2 6 (Rs)

Legenda: S1 - méfeni varianty ,,stres* 1. den ihned po puisobeni teploty -3 °C, C - méfeni varianty , kontrola“
odpovidajici 1. dni po plsobeni teploty -3 °C, S2 - méfeni varianty ,,stres“ 5. den po ptsobeni teploty -3 °C, tj. 5.

den regenerace, R¢ - rostliny kontrolni, Rs - rostliny stresované.
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1 genotyp: 18 rostlin

12 rostlin (Rs) 6 rostlin (Rc)
fytotron fytotron
v v

teplota -3 °C (klimabox) nevystaveny mrazové teploté (fytotron)

/

— 6 rostlin (Rg)
zpét do
fytotronu

v v
6 rostlin (Rs) 6 rostlin (Rc)
1. termin méieni (S1) 1. termin méieni (C)

(1. den po piisobeni teploty -3 °C)

> 6 rostlin (Rs)
2. termin méieni (S2)

(5. den po pusobeni teploty -3 °C)

Obr. 2. Schéma terminii méfeni fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka
efektivita elektronového transportu ve fotosystému II (Fv/Fy) - pokus 2 (Francie).

Legenda: S1 - méfeni stresovanych rostlin 1. den ihned po piisobeni teploty -3 °C, C - méfeni kontrolnich rostlin
odpovidajici 1. dni po ptisobeni teploty -3 °C, S2 - méfeni stresovanych rostlin 5. den po piisobeni teploty -3 °C,

tj. 5. den regenerace, Rc - rostliny kontrolni, Rs - rostliny stresované.
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Me¢teni a odbér rostlinného materidlu pro stanoveni relativniho vytoku elektrolytii
(REL) a osmotického potencialu (¥,;) bylo u stresovanych rostlin (Rs) provadéno ve 2
terminech:

1) 1. den ihned po piisobeni teploty -3 °C (S1) - varianta ,,stres®,

2) 5. den po ptisobeni stresu, tj. 5. den regenerace (S2) - varianta ,,stres*.

U rostlin kontrolnich (R¢) bylo méfeni a odbér rostlinného materialu pro stanoveni
uvedenych charakteristik provadéno v terminech:

1) termin odpovidajici 1. dni po pusobeni teploty -3 °C (C1) - varianta ,,kontrola®,

2) termin odpovidajici 5. dni regenerace (C2) - varianta ,,kontrola“.

Pro kazdy termin méfeni byl pouzit samostatny soubor 6 stresovanych (Rs) a 6
kontrolnich (Rc¢) rostlin od kazdého genotypu. Méfeni a odbér rostlinného materidlu pro

stanoveni uvedenych charakteristik probihalo vzdy od 8 hod. rano.

Prehled terminti méfeni ¢i odbérti rostlinného materialu pro stanoveni relativniho

vytoku elektrolyti (RELg,) a osmotického potencialu (V) je znazornén v tab. 4. a obr. 3.

Tab. 4. Terminy méfeni a odbérd rostlinného materialu pro stanoveni relativniho vytoku

elektrolyti (RELy) a osmotického potencialu (W) - pokus 2 (Francie).

Termin méreni Varianta Pocet rostlin/

(Kontrola/Stres) | 1 genotyp

1) 1. den ihned po pusobeni teploty -3 °C S1 6 (Rs)
C1 6 (Rc)
2) 5. den regenerace S2 6 (Rs)
C2 6 (Rc)

Legenda: S1 - méfeni varianty ,,stres” 1. den ihned po plsobeni teploty -3 °C, C1 - méfeni varianty , kontrola“
odpovidajici 1. dni po pasobeni teploty -3 °C, S2 - méfeni varianty ,,stres“ 5. den po pusobeni teploty -3 °C, tj. 5.
den regenerace, C2 - méfeni varianty ,.kontrola“ odpovidajici 5. dni po pusobeni teploty -3 °C, Rc - rostliny

kontrolni, Rs - rostliny stresované.
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1 genotyp: 24 rostlin

12 rostlin (Rs) 12 rostlin (R¢)
fytotron fytotron
v v

teplota -3 °C (klimabox) nevystaveny mrazové teploté (fytotron)

/

— 6 rostlin (Rg) 6 rostlin (Rc) —
zpét do dale ve fytotronu
fytotronu

v v
6 rostlin (Rs) 6 rostlin (Rc)
1. termin méieni (S1) 1. termin méieni (C1)
(1. den po piisobeni teploty -3 °C)
> 6 rostlin (Rs) 6 rostlin (Rc) ¢
2. termin méieni (S2) 2. termin méieni (C2)

(5. den po pusobeni teploty -3 °C)

Obr. 3. Schéma termint méfeni a odbéri rostlinného materialu pro stanoveni relativniho
vytoku elektrolytti (RELg,) a osmotického potencialu (W) - pokus 2 (Francie).

Legenda: S1 - méfeni stresovanych rostlin 1. den ihned po pusobeni teploty -3 °C, C1 - méteni kontrolnich
rostlin odpovidajici 1. dni po ptisobeni teploty -3 °C, S2 - mé&feni stresovanych rostlin 5. den po ptsobeni teploty
-3°C, tj. 5. den regenerace, C2 - méfeni kontrolnich rostlin odpovidajici 5. dni po pusobeni teploty -3 °C,

Rc - rostliny kontrolni, Rs - rostliny stresované.

43



4.2.5. Metody méreni sledovanych charakteristik

Fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového transportu

ve fotosystému II (F\/Fy;)

Fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového
transportu ve fotosystému II (Fy/Fy) byla stanovena pomoci pienosného fluorometru
(PAM-2000, Heinz Walz GmbH., Némecko) vyuzivajici metodu kratkych svételnych
saturacnich pulz. Méfeni bylo provaddéno na 1 plné vyvinutém listu 3. nebo 4. paru listd
Vv temnostnim rezimu fotoperiody ve fytotronu ¢i v klimatizované komoie. Délka plisobeni
svételného saturaéniho pulzu byla 1 sa fotosyntetickd hustota toku fotona (PPFD)
8000 pmol m?s™.

Pro méfeni v prvnim terminu (S1 a C) byl pouzit samostatny soubor 6 stresovanych (Rs)
a 6 kontrolnich (Rc¢) rostlin od kazdého genotypu, pro méteni ve druhém terminu (S2) byl
pouzit pouze soubor 6 stresovanych (Rs) rostlin, kontrolni méteni v tomto terminu provadéno

nebylo.

Relativni vytok elektrolyti (RELo)

Stanoveni relativniho vytoku elektrolytii bylo provadéno na zakladé metodiky pokust

Allinne (2010).

Z kazdé rostliny byl odebran 1 terc¢ik o priméru 2 cm z 1 plné vyvinutého intaktniho
listu 3. nebo 4. paru listi tak, aby tercik neobsahoval centrdlni zilnatinu. Teréiky byly
promyvany destilovanou vodou po dobu 2 min. a poté ponechdny 24. hod. v plastovych
zkumavkach (objem 30 ml) uzavienych vickem v 10 ml destilované vody. Po 24 hod. od
odbéru bylo provedeno prvni méteni elektrické vodivosti roztoku ve zkumavce (REL;). Poté
byly zkumavky s ter¢iky umistény do autoklavu (20 min., 121 °C), ¢imZ bylo dosazeno
maximalniho poSkozeni bunéénych struktur. Druhé meéfeni elektrické vodivosti roztoku
(REL;) bylo provedeno po 24 hod. od dosazeni maximalniho poSkozeni. Mira poskozeni
(RELy%) byla na zakladé zmény vodivosti roztoku vyjadiena procentualné jako
pomeér REL; : REL,.

Pro méfeni elektrické vodivosti roztoku byl pouzit konduktometr WTW LF 95, typ
sondy Tetra Con 96 (WTW GmbH. & Co. KG., Némecko). Méfeni bylo v kazdém terminu

provadéno na samostatném souboru 6 rostlin stresovanych (Rs) a 6 rostlin kontrolnich (R¢).
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Osmoticky potencial (¥,)

Pro méfeni osmotického potencidlu bylo odebrano ptiblizné 0,25 g cerstvé listové
hmoty z kazdé pokusné rostliny. Listova hmota byla umisténa do plastovych zkumavek
(objem 5 ml) s 5 ml destilované vody a ponechdna 24 hod. ve tmé pii teploté 4 °C k plnému
nasyceni vodou. Poté byla listovd hmota lehce osuSena filtraénim papirem, pfenesena do
inzulinovych injek¢nich stiikacek (Myjector U-100 INSULIN, Terumo Europe N. V., Belgie)
a uchovavana pii teploté -15 °C az do vlastniho méfeni osmotického potencidlu.

Pted vlastnim méfenim byly injekéni stiikacky s odebranym rostlinnym materidlem
ponechény pii pokojové teploté az do tiplného rozmrazeni odebraného rostlinného materialu.
Zkazd¢é injekéni stiikaCky poté bylo vytlateno nékolik kapek bunécné S$tavy do
mikrozkumavky typ Eppendorf (objem 5 ml) a pipetou bylo pteneseno 10 pl bunééné stavy
na teréik z filtraéniho papiru (Sample Discs SS-033, Wescor, INC., Logan, Utah, USA,
pramér 6 mm) umistény na dné misticky v métici komtirce.

Méfeni bylo provadéno na osmometru VAPRO® 5520 (Wescor, INC., Logan, Utah,
USA) po predchozi kalibraci roztoky NaCL o koncentracich 100, 290 a 1000 mmol kg™
(Opti-Mole Osmolality Standards, Wescor, INC., Logan, Utah, USA). Osmometr stanovil
hodnoty osmotického potencialu (¥,) v mmol kg™ dle vztahu Van't Hoffa:

e ¥,=-R.T.d.c,

kde R je molarni plynova konstanta (8,31472 J K™* mol™),

T je teplota [K],

d je hustota vody pfi teplot& T [g cm™] a

¢ je molarni koncentrace rozpusténych osmoticky aktivnich latek [mol dm™].
Stanovené hodnoty v mmol kg™ byly poté pievedeny na hodnoty v MPa dle prepodtu:

o Wiwpa = - [0,0083143 . 0,298 . Wrmmol k-] (Allinne, 2010).

Meéfeni bylo vkazdém terminu provadéno na samostatném souboru 6 rostlin

stresovanych (Rs) a 6 rostlin kontrolnich (Rg).

4.2.6. Statistické vyhodnoceni ziskanych dat

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena pomoci vicefaktorové analyzy rozptylu
(ANOVA) (genotyp - termin meéfeni). Statisticka vyznamnost rozdili mezi testovanymi

variantami byla hodnocena pomoci Tukeyho (HSD) testu na hladin¢€ vyznamnosti o = 0,05.
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Statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru Statistica 9.0 CZ pro MS
Windows.

46



5. VYSLEDKY A DISKUSE

Rostliny se snizkou teplotou casto setkavaji v kombinaci se snizenou tUrovni
svételného zafeni (nizké noc¢ni teploty) (Hu et al., 2006; Weng et al., 2008; Zhou et al., 2009).
Této skuteCnosti byla pfizptisobena metodika pokusu, kdy mrazové teploty piisobily na

rostliny slune¢nice rocni béhem simulovaného rezimu noci.

5.1. Rychlost ¢isté fotosyntézy (Py)

Jak je patrné zobr. 4., vSechny testované genotypy slunecnice ro¢ni reagovaly
v pokusu 1 (CR) na puisobeni mrazovych teplot -3 a -5 °C redukci rychlosti ¢isté fotosyntézy
(Pn). Stanoveny prikazny pokles Py vlivem stresu nizkou (resp. mrazovou) teplotou je
v souladu napt. s vysledky Zhenga et al. (2009), kteti zaznamenali u rostlin davivce ¢erného
(Jatropha curcas L.) po no¢nim pisobeni chladu pokles Py, pficemz uvedené vysledky a
zavery potvrzuji také prace Flexase et al. (1999), Allena et al. (2000) a Fenga and Caoa
(2005). Rovnéz Fracheboud et al. (1999) zjistili prikazny pokles rychlosti fotosyntézy pfi
snizeni teploty z 25 na 15 °C u riznych linii kukufice seté (Zea mays L.). Liu and Osborne
(2008) vystavili 6 druhtit C3 a C4 mongolskych stepnich druht trav, jako napft. kostfava lucni
(Festuca pratensis Huds.) a Pennisetum clandestinum (Hochst. ex Chiov.), 20 dntim chladové
teploty (15/5 °C den/noc) v laboratornich podminkach. Vlivem pusobeni nizké teploty byla u
rostlin zjiSténa vyznamna redukce fotosyntézy, kterou autofi vysvétluji jako disledek sniZeni
aktivity Rubisca.

Nizké nocni teploty maji vyrazné redukéni vliv na fixaci COy, ktery se projevi az
nasledujici den po piisobeni mrazove teploty (Martin et al., 1981). Vyrazny pokles fixace CO,
v den nasledujici po plisobeni nizké no¢ni teploty potvrzuji také Fernandez et al. (2008).
Hiiner et al. (1993) dopliuji, Ze fotosyntetickd odpoveéd’ rostlin na plsobeni nizké teploty je
zavisla nejen na délce vystaveni této teploté, podminkach pfi rlistu rostlin, ale i na rostlinném
druhu a odridé€. Napt. Nie et al. (1992) zaznamenali u listi rostlin kukufice seté, ktera je
citliva k nizkym teplotam, rostoucich pfi teploté 15 °C a méng&, velmi nizkou fotosyntetickou
kapacitu.

Genotypy C120 a C148 reagovaly v pokusu 1 (CR) statisticky prikaznym poklesem
Pn ve srovnani s kontrolou (C) ve vSech terminech méteni po ptisobeni teplot -3 a -5 °C (S1
az S3), pficemZ sniZzeni hodnot Py bylo patrnéj$i u druhé zminéné teploty. Genotyp C148
vykazoval u teploty -3 °C nejvétsi pokles Py v terminu méteni S3, tj. 7. den regenerace (12,38

umol CO, m? s?). Uteploty -5°C byl naopak nejvyrazn&jsi pokles Py zjiitén u obou
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genotypl v terminu méfeni S1, tj. 5. hod. po vystaveni rostlin mrazové teploté (C120: 1,59 a
C148: 5,0 pmol CO,m?s%).

U genotypu C124 byl zaznamendn statisticky vyznamny pokles Py ve srovnani s
kontrolou pouze v terminu méfeni S1 po vystaveni mrazové teploté¢ -5 °C. Tato teplota
vyrazné redukovala hodnotu Py (2,72 umol CO, m™? st). V ostatnich terminech méfeni po
pusobeni teploty -5°C a ve vSech terminech méfeni po plsobeni teploty -3 °C byly
pozorovany pouze neprikazné rozdily oproti kontrolnimu méteni.

Genotyp PAC2 reagoval statisticky vyznamnou redukci hodnot Py v porovnani s
kontrolou v terminech S1 az S3 pfi teploté -3 °C. Rovnez pii teploté -5 °C byl zjistén
statisticky vyznamny pokles Py v terminu mé&feni S3 (10,01 pmol CO, m? s™).

Kaleem et al. (2009), ktefi testovali vysev a péstovani 4 genotypu slunecnice ro¢ni
(Alisson-RM, Parasio-24, MG-2 a S-278) jak v podzimnim, tak v jarnim terminu v polnich
podminkach v Pakistanu, také potvrdili postupny pokles rychlosti fotosyntézy, transpirace a
vodivosti priduchi s postupné klesajici teplotou v podzimnim obdobi a zaroven zvySovani
hodnot téchto charakteristik v korelaci s rostouci teplotou v obdobi jarnim. Rovnéz Ottander
et al. (1995) zjistili u rostlin borovice lesni (Pinus sylvestris L.) postupny pokles hodnot Py v
bfeznu a poté se se stoupajici teplotou zacala Groven fotosyntézy opét zvySovat. V bieznu
byla ¢ast vétvi vystavenych stresu nizkymi teplotami ptenesena do laboratornich podminek
pro regeneraci pii teploté 20 °C po dobu 3 dnd. Uroveii fotosyntézy se béhem regenerace plné

obnovila.

Napt. listy husenicku rolniho [Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.] a dal$ich rostlinnych
druhti tolerantnich k nizké teplot&, které byly péstovany pii teploté 5 °C, vykazovaly velkou
schopnost regenerace fotosyntetické kapacity, na rozdil od k chladu citlivych rostlinnych
druhu (Strand et al., 1999), jakym je i slunecnice ro¢ni. V souladu s timto zjisténim v pokusu
1 (CR) nedoslo u testovanych genotypti slune¢nice ro¢ni b&hem regenerace (S2 a S3)
K Gplnému navraceni hodnot Py na kontrolni Groven s vyjimkou genotypu C124, u kterého
nebyly pfi teploté -3 ani -5 °C béhem regenerace pozorovany prukazné zmény Py V porovnani
s kontrolou (C).

V souladu s tvrzenim Martina et al. (1981) a Fernandeze et al. (2008) se u sledovanych
genotypii slune¢nice roéni v pokusu 1 (CR) také projevil vyznamny pokles rychlosti Gisté
fotosyntézy (Pn) nasledujici den po vystaveni stresu nizkou (resp. mrazovou) teplotou (S1).

Prikazny pokles hodnot Py V terminu méfeni S1 v porovnani s kontrolou (C) byl u teploty
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-3 °C zjistén u genotypt C120, C148 a PAC2 a pii teploté -5 °C u genotypti C120, C124 a
C148. Fotosyntetickd odpovéd’ rostlin na pisobeni mrazové teploty se tedy liSila v zavislosti
na genotypu a mrazové teploté. Hodnoty Py se v pribéhu regenerace (S2 az S3) zacaly opét
zvysovat (napt. C148 -5 °C), ziistaly na stejné urovni (napt. C120 -5 °C) ¢i dale klesaly (napf-.
C148 -3 °C). Ac&koliv se ovlivnéni Py teplotou -3 °C v pokusu 1 (CR) projevilo mezi viemi
sledovanymi genotypy podobnou mirou, pouze u genotypu C124 nebyly zaznamendny
prikazné zmény Py V porovnani s kontrolou (C). VEtsi zmény Py byly zjistény az pfi teploté
-5°C. Tato teplota ovlivnila vyraznéji genotypy C120, C124 a C148, u kterych byla
V porovnani s genotypem PAC2 zjisténa vétsi redukce hodnot Py zejména v terminu S1.
Genotyp PAC2 se tak jevi jako odolngjsi; za odolngjsi 1ze vSak povazovat i genotyp C124,
ktery i pfesto, ze u né&j byla zjisténa vyrazna redukce Py V terminu S1, dokazal hodnoty Py
bchem regenerace navratit na kontrolni Groven. Naopak jako nejcitlivéjsi Ize oznacit genotyp
C120, u kterého byla pfi teploté -5 °C zjisténa nejveétsi redukce hodnot Py (S1) a v pibéhu
regenerace (S2 a S3) nedoSlo u tohoto genotypu k opétovnému zvySovani hodnot této

charakteristiky.

Vzhledem k vysledkim pokusu 1 (CR) i vysledkim pokust dalsich autorii (napf-.
Fracheboud et al., 1999; Zheng et al., 2009) lze zmény v rychlosti ¢isté fotosyntézy (Py)
hodnotit jako velmi vhodny ukazatel pro sledovani vlivu nizkych teplot na fotosynteticky
aparat a jeho efektivitu a pro stanoveni odolnosti rostlin slune¢nice ro¢ni k nizkym teplotam.
Nizkou teplotou indukovany pokles rychlosti fotosyntézy je spojen s fotopoSkozenim
reakénich center PS II, zménou v tvorbé fotosyntetickych pigmenti v listech (Haldiman et al.,
1995), zvySenim disipace nadbyte¢né energie fotosbérnych antén PS II (Andrews et al.,
1995), nizsi aktivitou enzyml uhlikového cyklu (Kingston-Smith et al., 1997) a zménou
vyvoje chloroplasti (Robertson et al., 1993). Mira redukce rychlosti isté fotosyntézy tak

vypovida o schopnosti rostliny snaset ptisobeni nizké teploty.
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Obr. 4. Vliv teplot -3 a -5 °C na rychlost ¢isté fotosyntézy (Pn) u genotypi sluneénice rocni
C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pied vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfent;
(S1) méfeni 5 hod. po plisobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po plisobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méteni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou
pruméry £ S. e. pro n = 30, prikaznost rozdilti byla testovana na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Tukeyho test);

hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusi: pocéet opakovani n = 30 (na 1 rostliné naméfeno 10 hodnot), pocet jedincu:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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5.2. Rychlost transpirace (E)

Jak vyplyva z obr. 5., pisobeni mrazovych teplot zpisobilo u testovanych genotypt
sluneénice roéni v pokusu 1 (CR) redukci rychlosti transpirace (E). Pokles rychlosti
Martin et al., 1981; Kaleem et al., 2009), ktefi také sledovali zmény hodnot rychlosti
transpirace pii pusobeni stresu nizkymi teplotami. Kaleem et al. (2009) zjistili u rostlin
sluneCnice ro¢ni snizeni rychlosti transpirace (E) v dusledku pusobeni nizkych teplot pfi
péstovani v podzimnim obdobi v polnich podminkdch. Kozlowski (1943) zaznamenal u
rostlin borovice kadidlové (Pinus taeda L.) a bobkovisné 1ékaiské (Prunus laurocerasus L.)
v Severni Karolin€, USA dvojnasobné nizsi hodnoty transpirace vlivem nizsi teploty v obdobi
prosinec az leden, nez v obdobi fijen az listopad. Martin et al. (1981) pozorovali pokles
rychlosti transpirace po 16ti hodinovém nocnim pusobeni chladové teploty 1 °C na listy
rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.), které je stejné jako slunecnice roéni rostlinnym
druhem citlivym k nizkym teplotam. Vyznamné obnoveni rychlosti transpirace v listech
rajcete se objevilo do 24 hod. po ukonceni puisobeni chladové teploty 1 °C, avSak konecna
rychlost transpirace byla pfiblizné o 15 % nizsi, nez hodnoty pied ptusobenim chladové
teploty. Drake and Salisbury (1972) zjistili, ze rostliny druhu fepefi durkoman (Xanthium
strumarium L.) reagovaly na pusobeni nizké teploty (10/5 °C den/noc) redukeci transpirace.
Jeji uroven se zacala postupné obnovovat v nasledném meéteni pti zvySujici se teploté listi.
V rozmezi teploty listll pfiblizné 10 az 30 °C se rychlost transpirace obnovovala pozvolna,
teprve az pfi teplot€ cca 33 °C doSlo k vyraznému zvySeni jeji rychlosti. Vysledky uvedenych
autorti tedy potvrzuji, Ze rostliny reaguji na pisobeni nizkych teplot redukci rychlosti

transpirace.

Genotyp C120 reagoval vpokusu 1 (CR) statisticky prikaznym poklesem E
Vv porovnani s kontrolnim meéfenim (C) ve vSech terminech meéfeni po plsobeni obou
mrazovych teplot (S1 az S3). Nejnizsi hodnota E po pilisobeni teploty -3 °C byla zjisténa
vterminu S3 (1,5 mmol H,O m? s?), zatimco teplota -5 °C zpisobila nejvétsi redukci E

u tohoto genotypu jiz v terminu S1 (0,64 mmol H,0 m?s™).

U genotypu C124 nebyly po ptisobeni teploty -3 °C pozorovany statisticky prukazné
rozdily oproti kontrole. Po pisobeni teploty -5°C byl statisticky prikazny pokles E
zaznamenan pouze v terminu S1 (1,3 mmol H;O m™ s1). V terminech S2 a S3 se zacala
rychlost transpirace opét zvySovat, rozdily oproti kontrole nebyly v téchto terminech

statisticky prukazné.
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Genotyp C148 reagoval na plsobeni teploty -3 °C statisticky prikaznym sniZzenim E
pouze V terminu S3 (1,59 mmol H,O m? s™), naopak po pusobeni teploty -5 °C doslo ke
statisticky prikaznému poklesu hodnot E jiz v terminu S1 (1,08 mmol H,O m™ s™). Hodnoty E
se V pritb¢hu regenerace (S2 a S3) pfi teploté -5 °C opét zvysily, pricemz statisticky prikazny
v porovnani s kontrolou byl pouze rozdil v terminu S3 (2,67 mmol H,O m? s™), urovné pied

pasobenim stresu (C: 4,24 mmol H,O m S'l) vSak hodnoty E v terminech S2 a S3 nedosahly.

Rovnéz u genotypu PAC2 byla po plsobeni teploty -3 °C pozorovana statisticky
pritkazna redukce E v porovnani s kontrolou (C) az v terminu S3 (2,09 mmol H,0 m? s™) a
po pulsobeni teploty -5 °C nebyly statisticky pritkazné rozdily pozorovany v Zadném terminu.

Stejné jako v pokusech Drakea and Salisburyho (1972) a Martina et al. (1981) byla i u
rostlin sluneénice roéni v pokusu 1 (CR) zji§téna rtiznd schopnost obnovy trovné rychlosti
transpirace béhem regenerace (S2 a S3). Genotyp C124 dokazal béhem regenerace po
pusobeni teploty -5 °C uroven rychlosti transpirace pln¢ obnovit, naopak u genotypi C148 a
PAC2 byla pii teploté -3 °C zaznamenana nejniz$i hodnota E v terminu S3, tedy aroven E

béhem regenerace dale klesala a nedochdzelo k jeji obnové.

Vysledky pokusu 1 (CR) dale potvrzuji pozitivni korelaci mezi rychlosti transpirace
(E) a vodivosti pruduchi (gs). Zjisténa hodnota koeficientu korelace (r = 0,926) odpovida
silné zavislosti mezi gs a E a z hodnoty koeficientu determinace (r*= 0,857) vyplyvé, Ze
zmény E jsou z 85,7 % vysvétlovany zménami gs.

Zavislost mezi E a gs potvrzuje napt. Acatrinei (2010), ktery tento vztah hodnotil
v experimentu, kde srovnéaval rizné fyziologické charaktersitiky u rostlin rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) péstovanych ve skleniku konvenénim a ekologickym zptisobem.
Rovnéz Jarvis et al. (1999) a Bunce (2007) potvrzuji zavislost rychlosti transpirace na
vodivosti priduchid, kdy redukce stomatalni vodivosti miZe zpusobit pokles transpirace
(Jarvis et al., 1999) a naopak pfi zvySujici se vodivosti praduchii rychlost transpirace stoupa

(a soucasné se snizuje vodni potencial listil) (Bunce, 2007).

V pokusu 1 (CR) se reakce rostlin na piisobeni mrazovych teplot liily v zavislosti na
genotypu a mrazové teploté. Po vystaveni rostlin -3 °C nebyly u rychlosti transpirace
pozorovany mezi genotypy C124, C148 a PAC2 vyrazné rozdilné reakce; nejvétsi pokles
hodnot E byl pozorovan u genotypu C120. Teplota -5°C zpiisobila vyraznéj$i zmény
rychlosti transpirace nez teplota -3 °C. Genotyp PAC2 reagoval pii teploté¢ -5°C
nejmens$im poklesem rychlosti transpirace, u genotypu C120 byly hodnoty rychlosti

transpirace v porovnani s ostatnimi genotypy snizeny nejvice.
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V ptipad¢€ rychlosti transpirace (E) se vSak na zdklad¢ ziskanych vysledk v pokusu
1 (CR) nepodatilo vyhodnotit odolnost sledovanych genotypt viiéi mrazovym teplotam
vzhledem k nekonzistentnim reakcim genotypu (resp. stejného genotypu) v ramci dvou
mrazovych teplot. Odolny genotyp by mél béhem a kratce po piisobeni mrazové teploty
redukovat hodnoty E a zabranit tak ztratdm vody transpiraci, avSak béhem regenerace by
se hodnoty E mély opét zvySovat, aby byl zajistén (obnoven) pohyb vody v rostliné¢ a
pfijem vody kofeny. Ze ziskanych vysledkt vsak vyplyva, ze napt. genotyp C120
dokazal snizit hodnoty E pfi obou teplotach nejvice v porovnani s ostatnimi genotypy,
avSak béhem regenerace nebyla uroven E obnovena. Naopak genotyp C148 dokézal pfi
teploté -5 °C hodnotu E v terminu S1 vyrazné redukovat a béhem regenerace (S2 a S3)
jeji troven opét zvySovat, takze by bylo mozné povazovat tento genotyp za odolnéjsi,
ale pfii teploté -3 °C byla reakce genotypu C148 zcela opacnd, tj. v terminu S1 nedoslo
k prikazné redukci E oproti kontrolnimu méfeni a béhem regenerace hodnoty E zacaly

postupné klesat.

Zejména vzhledem k existenci silné zavislosti rychlosti transpirace na vodivosti
praduchd, ale i z divodu nekonzistentnich vysledkt pokusu 1 (CR), lze méfeni rychlosti
transpirace pro sledovani vlivu mrazové teploty na rostliny povazovat pouze jako vedlejsi,
dopliikovou metodu. Rychlost transpirace totiz neni pfimo ovlivnéna samotnym efektem
mrazové teploty, ale primarné se projevi zavislost, resp. jeji limitace vodivosti praduchd.
Avsak praveé proto, ze tyto charakteristiky spolu tzce koreluji, 1ze sledovanim rychlosti
transpirace alespon nepiimo hodnotit reakce rostlin (zmény gs) vyvolané plisobenim nizké

teploty.
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Obr. 5. Vliv teplot -3 a -5 °C na rychlost transpirace (E) u genotypt slune¢nice ro¢ni C120,
C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pfed vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfeni;
(S1) méfeni 5 hod. po plisobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po pisobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou
pruméry £ s. e. pro n = 30, prikaznost rozdili byla testovana na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (Tukeyho test);
hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusi: pocet opakovani n = 30 (na 1 rostlin€ naméfeno 10 hodnot), pocet jedinct:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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5.3. Vodivost priduchi (gs)

Z obr. 6. je ziejmy vliv mrazovych teplot -3 a -5 °C na hodnoty vodivosti praduchi
(gs) u vech sledovanych genotypti v pokusu 1 (CR). Redukci hodnot vodivosti priduchi
vlivem pusobeni nizké teploty potvrzuji napi. Zheng et al. (2009), kteti zjistili u rostlin
davivce ¢erného (Jatropha curcas L.) vyrazny pokles vodivosti pruduchti (gs) vlivem no¢niho
pusobeni chladu, pficemz po 5ti dnech regenerace se hodnoty této charakteristiky opét
zvysily. Kaleem et al. (2009), ktefi testovali vysev a péstovani slune¢nice ro¢ni v podzimnim
ajarnim terminu vysevu v polnich podminkach, pozorovali postupny pokles rychlosti
fotosyntézy, transpirace a vodivosti praduchu Vv korelaci s klesajici teplotou v podzimnim
obdobi a zaroven zvySovani téchto charakteristik s postupné se zvySujici teplotou v jarnim
obdobi. Uzavirani praducht vlivem nizké teploty se muze projevit v dusledku redukce
hydraulické vodivosti kofenti nizkou teplotou (Bassirirad et al., 1993; Marocco et al., 2005),
kdy je omezen pfijem vody kofeny (Davies et al., 1982). Citlivé rostlinné druhy pfi piisobeni
nizkych teplot Casto ponechdvaji priduchy oteviené (Lee et al., 1993), dochédzi u nich k
poklesu vodniho potencial listt a k vadnuti, coz mize omezit rust, fotosyntetickou aktivitu i
samotné pieziti rostliny (Pardossi et al., 1982). Naopak odolné rostlinné druhy dokéazi udrzet
dostate¢nou hodnotu vodniho potencialu rychlym uzavienim priduchd, ¢imz G¢inné brani
ztratam vody transpiraci (Cornic and Ghashghaie, 1991) a dehydrataci listt (Davies et al.,
1982).

U genotypu C120 bylo v pokusu 1 (CR) zji§téno statisticky priikazné snizeni hodnot gs
po pusobeni obou teplot ve srovnani s kontrolnim méfenim (C). Po piisobeni teploty -3 °C byl
statisticky prikazny pokles hodnot gs pozorovan v terminech S1 az S3 (S1: 0,14, S2: 0,15 a
$3: 0,1 mol H,0 m? s, vlivem teploty -5 °C byla statisticky pritkazna redukce g zjisténa
v terminech S1 (0,04 mol H,O m?s™?) a S2 (0,05 mol H,0 m? s™). V z4dném terminu méfeni
po pusobeni mrazovych teplot vSak nedoSlo ke zvySeni hodnot gs na uroven pied jejich
pusobenim.

Genotyp C124 na plsobeni teploty -3 °C nereagoval statisticky priikaznymi zmé&nami
0s. Pii teplot¢ -5°C bylo statisticky prikazné sniZzeni pozorovano v terminech S1
(0,09 mol H,O m S'l) a S2 (0,14 mol H,O m S'l), V terminu méfeni S3 se hodnota g
pritkazné nelisila od kontrolniho méteni.

U genotypu C148 byl pfi teploté -3 °C zjistén prikazny pokles hodnot gs v terminech
S2 (0,26 mol H,0 m?s™) a $3 (0,11 mol H,0 m? s™), pficemz hodnoty gs bshem mé&keni po

v
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statisticky prikazné rozdilnd hodnota v porovnani s kontrolou zjisténa jiz v terminu S1
(0,06 mol H,O0 m? s™). V terminech S2 a S3 se hodnoty gs zacaly opét zvySovat a ackoliv
urovné pred plsobenim stresu nedosdhly, od hodnoty stanovené v kontrolnim meéfeni se
statisticky prikazné neliSily.

U genotypu PAC2 byly zaznamenany statisticky prikazné rozdily oproti kontrole
pouze po pusobeni teploty -3 °C, kdy v terminech S1 az S3 hodnoty gs postupné klesaly
(S1: 0,24, S2: 0,23 a S3: 0,17 mol H,0 m?s™Y).

Z vysledkt pokusu 1 (CR), ve kterém vlivem mrazovych teplot nastal pokles vodivosti
pruduchti (gs), vyplyva, Zze odpoveéd’ rostlin na plisobeni mrazové teploty se liila v zavislosti
na genotypu a mrazové teploté. Vyznamny pokles vodivosti praducht se projevil nésledujici
den po vystaveni rostlin mrazovym teplotdm (S1). Hodnoty této charakteristiky se v prib¢chu
regenerace (S2 az S3) zacaly postupné zvySovat (C124 -5 °C) stejné jako v pokusu Zhenga et
al. (2009), zastaly na stejné trovni (C120 -3 °C) ¢i dale klesaly (C148 -3 °C). K nejvétsimu
poklesu vodivosti priduchii vlivem teploty -3 °C doslo u genotypu C120, a to ve vSech
terminech méfeni. U ostatnich genotypll se neprojevila takto vyraznéa redukce gs. Vyznamné;jsi
sniZzeni vodivosti priilduchii a rozdiln€jsi reakce mezi jednotlivymi genotypy zpiisobila az
teplota -5 °C, kdy byl u genotypu PAC2 zjistén nejmensi pokles vodivosti praducht vlivem
této teploty, naopak u genotypu C120 byly hodnoty této charakteristiky v porovnani
S ostatnimi genotypy sniZeny nejvyraznéji. V pribéhu regenerace (S2 a S3) po plsobeni
teploty -5 °C dokazaly hodnoty gs zvySovat pouze genotypy C124 a C148. Uroveii gs U
téchto genotyptd po pusobeni -3 °C a u genotypi C120 a PAC2 (ob¢ teploty) vsak
v prub¢hu regenerace ziistala stejna nebo déle klesala. U testovanych genotypi slunecnice
ro¢ni v pokusu 1 (CR) tedy byl zjistén prikazny pokles gs po plisobeni obou mrazovych
teplot, pticemz vyrazné&j$i redukci gs zpusobila teplota -5 °C.

Z regresni a korelaéni analyzy provedené v pokusu 1 (CR) rovnéZ vyplyva, Ze na
hladiné vyznamnosti a = 0,05 existuje pozitivni korelace mezi gs a Py, Hodnota koeficientu
korelace (r = 0,777) odpovida stiedni zavislosti mezi g5 a Py, Koeficient determinace
r? = 0,604, coz znamend, Ze z 60,4 % jsou zmény Py vysvétlovany zménami gs. Dale byla
zjiSténa pozitivni korelace mezi gs a E. Hodnota koeficientu korelace (r = 0,926) odpovida
silné zavislosti mezi gs a E, z hodnoty koeficientu determinace (r* = 0,857) pak vyplyva, Ze
zmény E jsou z 85,7 % vysvétlovany zménami g;.

Vysledky regresni a korela¢ni analyzy potvrzuji napt. Santos et al. (2011), ktefi u

rostlin pomerancovniku ¢inského (Citrus sinensis L.) zaznamenali vlivem riznych kombinaci
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no¢niho a denniho puisobeni chladu a nizké teploty péstebniho substratu nejen redukci gs, Py @
Fv/Fam, ale také linearni zavislost mezi gs a Py, pfiCemz redukce hodnot Py souvisela
s poklesem hodnot gs. Kaleem et al. (2009) rovnéz zjistili u sluneénice ro¢ni linearni zavislost
fotosyntézy na vodivosti praduchi. Zavislost mezi gs a E pak pozoroval Acatrinei (2010) u
rostlin rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.) péstovanych ve skleniku konven¢nim a
ekologickym zpiisobem; limitaci rychlosti transpirace vodivosti priduchi potvrzuji také

Jarvis et al. (1999), Bunce (2007) a McDowell et al. (2008).

Pokusné rostliny sluneénice roéni v pokusu 1 (CR) sice dokazaly redukovat g a
branit tak efektivnéji dehydrataci listi zplisobené mrazovou teplotou, avSak obdobné
jako u rychlosti transpirace (E), nelze ani u vodivosti priaducht vyhodnotit odolnost
sledovanych genotypti vuc¢i mrazovym teplotdm vzhledem k nekonzistentnim reakcim
jednotlivych genotypil pii testovanych mrazovych teplotach. Odolny genotyp by totiz
m¢él v souladu s tvrzenim Cornica and Ghashghaie (1991) a Leea et al. (1993) reagovat
uzavienim priaduchi pii a kratce po pisobeni mrazové teploty, aby tak zabranil ztratdm
vody transpiraci (tzn. v terminu S1), avSak v prub&hu regenerace (S2 a S3) by takovy
genotyp mél dokédzat obnovit vodivost praducht na uroven pfed vystavenim stresu
mrazovou teplotou, aby tak byla obnovena uroven rychlosti fotosyntézy a transpirace.
Rychlost fotosyntézy a transpirace je totiz uzavienim priduchid do odpovidajici miry
limitovana, coz potvrzuji i vysledky regresni a korelaéni analyzy, kdy v pokusu 1 (CR)
byla zjisténa pozitivni korelace mezi gs a Py (stfedni zavislost) a mezi g5 a E (silna
zavislost). Ptfesto vSak lze sledovani zmén vodivosti priduchii povazovat za jeden
z ukazateli vhodnych pro zjisténi vlivu mrazové teploty a odolnosti rostlin k nizkym

teplotam, jelikoZ dochézi k pfimému ovlivnéni této charakteristiky nizkou teplotou.
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Obr. 6. Vliv teplot -3 a -5 °C na vodivost praduchi (gs) u genotypt slune¢nice ro¢ni C120,
C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pfed vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfeni;
(S1) méfeni 5 hod. po plsobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po plsobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou
pruméry £ S. e. pro n = 30, prikaznost rozdili byla testovana na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (Tukeyho test);
hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusi: pocet opakovani n = 30 (na 1 rostliné naméfeno 10 hodnot), pocet jedinci:
3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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5.4. Efektivita vyuZiti vody (WUE)

Vliv nizkych teplot na efektivitu vyuziti vody doposud nebyl dostatecné studovan.
Tato fyziologicka charakteristika se vyuziva zejména pii studiu jinych abiotickych stresti, nez
je stres nizkou teplotou (napt. vodni nebo osmoticky stres). Hodnoty WUE navic mohou byt
do zna¢né miry urCovany jak variabilitou Py nebo E, tak obéma uvedenymi charakteristikami
(Guo et al., 2011). Ma et al. (2004) potvrzuji ovlivnéni WUE hodnotami Py a E a jejich
vzajemnym pomérem, kdy ve svych pokusech u rostlin druht Caragana microphylla Lam.,
C. intermedia Lam. a C. korshinskii Kom. zaznamenali redukci hodnot WUE zptisobenou

zvySenim hodnot Py a soucasnym poklesem hodnot E.

Obr. 7. zobrazuje vliv teplot -3 a -5°C na efektivitu vyuziti vody (WUE) u
sledovanych genotypti sluneénice ro¢ni v pokusu 1 (CR). Kromé& genotypu C148 reagovaly

sledované genotypy na pisobeni mrazovych teplot statisticky pritkaznymi rozdily.

U genotypu C120 byl pozorovan statisticky prikazny pokles hodnot WUE ve srovnani
s kontrolou (C) v terminu S1 po piisobeni teploty -3 °C (5,3 pmol CO, mmol™ H;0) a ve viech
terminech po paisobeni teploty -5 °C (S1: 2,49, S2: 4,0 a S3: 2,84 pmol CO, mmol™ H,0).

Genotyp C124 reagoval statisticky prikaznym poklesem hodnoty WUE pouze
v terminu S1 (2,19 pmol CO, mmol™ H,0) pii piisobeni teploty -5 °C.

U genotypu C148 nebyly vlivem testovanych mrazovych teploty zaznamenany Zadné

statisticky prikazné rozdily.

Genotyp PAC2 reagoval na teplotu -3 °C statisticky prukaznym snizenim hodnot
WUE vV terminech S1 (4,66 pmol CO, mmol™* H,0) a S3 (5,47 umol CO, mmol™ H,0).
U teploty -5 °C nebyly zjistény statisticky prikazné rozdily mezi kontrolou a terminy S2 a S3,
vterminu S1 bylo naopak zaznamenano statisticky prikazné zvySeni hodnoty WUE

(8,78 umol CO, mmol™ H,0) oproti kontrole.

Sledovéanim ptimého vlivu nizkych (resp. chladovych) teplot na zmény hodnot WUE
se zabyvali Tallec et al. (2013), kteti studovali efektivitu vyuziti vody u rostlin slunecnice
ro¢ni, pSenice seté a kukufice seté V polnich podminkdch na dvou lokalitdich ve Francii
(Auradé a Lamasquere). Primérna denni teplota stoupala od dubna do ¢ervence piiblizné z 10
na 25°C a poté zacala opét postupné klesat. Hodnoty WUE se u slune¢nice nejprve
snizovaly se stoupajici teplotou od vysevu (duben) do faze maximalniho LAI (polovina
cervence) a nasledné stoupaly az do sklizn¢ (zafi). Pi nizsi teploté (10 °C) tedy Tallec et al.
(2013) zaznamenali vétSi hodnoty WUE nez pii teploté vyssi (25 °C). Man and Lieffers
(1997) pozorovali pokles hodnot WUE s rostouci teplotou u jehlic semenackd smrku sivého
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[Picea glauca (Moench.) Voss.], tedy také zjistli vyssi uroven WUE pii nizsi teploté. AvSak
vzhledem k faktu, ze se v obou ptipadech jednalo o pokusy v polnich podmikach, lze se
domnivat, ze hodnoty WUE mohly byt vyznamné ovlivnény ptisobenim dalSich faktora
prostfedi, nez pouze nizkou teplotou, a to zejména vlahovymi poméry v dobé péstovani

pokusnych rostlin.

V pokusu 1 (CR) doslo na rozdil od vysledkt experimentis Mana and Liefferse (1997)
a Talleca et al. (2013) vlivem pusobeni nizkych (mrazovych) teplot ke snizeni hodnot WUE
v porovnani s kontrolou (C). Reakce rostlin na piisobeni mrazovych teplot se lisila v zavislosti
na genotypu a teploté. Hodnoty WUE po ptisobeni -3 °C byly u genotyptit C124 a C148 na
stejné urovni a soucasn¢ byly vyssi nez hodnoty WUE u genotypa C120 a PAC2. Teplota
-5 °C zpusobila vyraznéjsi zmény efektivity vyuziti vody nez teplota -3 °C. Nejveétsi pokles
hodnot WUE byl pii teploté -5 °C zaznamenan u genotypu C120, naopak k nejmensi redukci
doslo u genotypit C148 a PAC2.

Sledovani zmén hodnot WUE vlivem nizkych teplot neni ukazatelem, ktery je piimo
ovlivnén samotnym plisobenim stresu nizkou teplotou. Pokud uvazime existenci korelace
mezi rychlosti Cisté fotosyntézy a vodivosti pruduchi a obdobné rychlosti transpirace a
vodivosti pruduchii (napt. Jarvis et al., 1999; Collins et al., 2008), dospé&jeme k zavéru, ze
WUE neni relevantnim ukazatelem pro stanoveni odolnosti rostlin k nizkym teplotam, jelikoz
neni primarné stanovenou a nizkou teplotou piimo ovlivnénou charakteristikou, ale
charakteristikou az sekundarné odvozenou z hodnot rychlosti Cisté fotosyntézy a transpirace
jako jejich vzajemny pomér (Pn/E). Rychlost Cisté fotosyntézy a transpirace jsou navic samy
do ur¢ité miry limitovany vodivosti priiduchti. Dalsi nevyhodou je fakt, Ze nelze jednoznacné
urcit, do jaké miry se na zménach hodnot WUE podili vliv nizké teploty a dalsi faktory,
obzvlast vlahové poméry prostiedi a vodni stav rostliny. Stanoveni odolnosti rostlin
slune¢nice ro¢ni k nizkym teplotdm pomoci hodnoceni efektivity vyuziti vody z uvedenych

davodu nelze doporucit.
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Obr. 7. Vliv teplot -3 a -5 °C na efektivitu vyuziti vody (WUE) u genotypu slunecnice ro¢ni
C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pied vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfeni;
(S1) méfeni 5 hod. po pusobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po plsobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou
praméry £ S. e. pro n = 30, prukaznost rozdili byla testovana na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Tukeyho test);

hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusii: pocet opakovani n =30 (na 1 rostlin¢ stanoveno 10 hodnot jako pomér P\/E), pocet jedincit:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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5.5. Fluorescence chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového
transportu ve fotosystému II (F\/Fy)

Z obr. 8. vyplyva, ze v pokusu 1 (CR) nebyly vlivem ptisobeni teploty -3 °C u
sledovanych genotypt slune¢nice rocni zjiStény statisticky prikazné rozdily v porovnani s
kontrolnim métenim (C). Naopak teplota -5 °C zpusobila statisticky vyznamné rozdily hodnot
Fv/Fm. Obr. 9. zobrazuje vliv teploty -3 °C na fluorescenci chlorofylu a u sledovanych
genotypu v pokusu 2 (Francie). Jak je patrné, genotypy C33, C98, C124 a C148 reagovaly na

pusobeni testované mrazové teploty prikaznym snizenim hodnoty Fy/Fy.

Stanoveny pritkazny pokles Fy/Fy V pokusu 1 (CR) a 2 (Francie) vlivem stresu nizkou
(resp. mrazovou) teplotou potvrzuji vysledky Allinne et al. (2009), ktefi zjistili pfi testovani
riznych terminti ¢asného jarniho vysevu slunecnice ro¢ni v polnich podminkéch ve Francii
(Toulouse) redukci Fy/Fyv u Casnych termind vysevu vlivem pusobeni nizkych teplot na
pocatku vegetativniho riistu. Ve dvou terminech ¢asného jarniho vysevu (inor a biezen) byla
pramérnd teplota na pocatku vegetativniho ristu 10,3 a 8,4 °C, v tradi¢nim terminu vysevu
(duben) pak byla primérna teplota 17,8 °C. Zheng et al. (2009) zaznamenali u rostlin davivce
¢erného (Jatropha curcas L.) po no¢nim pusobeni chladu rovnéZz redukci hodnot Fy/Fy,

pricemz po 5ti dnech regenerace se hodnoty této charakteristik opét zvysily.

Vliv nizkych teplot na redukci Fy/Fy dale potvrzuji napi. Ottander et al. (1995), ktefi
zjistili u rostlin borovice lesni (Pinus sylvestris L.) postupny pokles Fy/Fy v podzimnim

obdobi vlivem klesajicich teplot a zvySovani hodnot Fy/Fy Srostouci teplotou na jafe.

v

v v

nizkymi teplotami stresovanych rostlin pfenesena do laboratornich podminek pro regeneraci
pii teploté 20°C po dobu 3 dni. Uroven Fy/Fy se béhem regenerace plnd obnovila.
V pokusech Robakowskiho and Wyka (2009) pii studiu fotoinhibice u jehlic tisu ¢erveného
(Taxus baccata L.) byl v zimnim obdobi s nastupem teplot pod 0 °C zjistén pokles tirovné
Fv/Fm s klesajici teplotou od poloviny ledna a postupné zvySovani této charakteristiky od
zaCatku brezna. Stejné tak Nippert et al. (2004) potvrdili pfi studiu sezénnich zmén
fotosyntetické kapacity u jehli¢nant horskych oblasti korelaci mezi teplotou vzduchu a Fy/F.

V pokusu 1 (CR) (obr. 8.) byl u genotypti C120 a C124 po piisobeni teploty -5 °C
zaznamenan nejvyrazngjsi, statisticky prtikazny pokles hodnot F\/Fy oproti kontrolnimu

meéteni (C) v terminu méfeni S1 (C120: 0,36 a C124: 0,43). Hodnoty F\/Fu se zacaly postupné
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zvySovat béhem regenerace (S2 a S3), avSak urovné pied pisobenim stresu (C120 C: 0,8 a

C124 C: 0,81) nedosahly.

Genotyp C148 reagoval po pusobeni teploty -5°C v terminu méfeni S1 statisticky
prukaznym poklesem F\/Fy (0,47) ve srovnani s kontrolnim méfenim (C: 0,83), kdy hodnotu
Fv/Fwm redukoval na obdobnou uroven jako genotypy C120 a C124. V terminech méfeni S2 a
S3 se pak hodnoty F\/Fy opét zvySily téméf na stejnou uroven jako pied plisobenim stresu
mrazovou s teplotou (S2: 0,79 a S3:0,8) a tyto hodnoty se od kontrolniho méfeni statisticky
prukazné nelisily.

U genotypu PAC2 byla zjisténa shodna reakce na obé mrazové teploty. Tento genotyp
reagoval v terminech méfeni S1 az S3 pouze nepatrnym poklesem hodnot Fy/Fy oproti

kontrolnim méfenim, namétené hodnoty se vSak od kontroly statisticky pritkazné¢ nelisily.

Z vysledki pokusu 1 (CR) je tak patrné, ze se u sledovanych genotypti slune¢nice
ro¢ni projevil prikazny a nejvyraznéjsi pokles hodnot fluorescence chlorofylu a (Fv/Fm)
nasledujici den po vystaveni rostlin stresu mrazovou teplotou -5 °C (S1), a to u genotypt
C120, C124 a C148. Hodnoty Fy/Fy se v prib&hu regenerace u genotypi C120, C124 a C148
pfi teploté -5 °C opét zvySovaly, u genotypu C148 doslo k Gplnému navraceni hodnoty Fyv/Fu
na kontrolni Groven jiz 3. den regenerace (S2), piiéemz postupné obnoveni urovné Fy/Fy
bchem regenerace potvrzuji napi. vysledky Zhenga et al. (2009). Reakce rostlin na piisobeni
mrazovych teplot se tedy v pokusu 1 (CR) lisila v zavislosti na genotypu a mrazové teploté.
Ovlivnéni Fy/Fy teplotou -3 °C se projevilo mezi vSemi sledovanymi genotypy ve stejné mife,
resp. zadny z genotypil nebyl prikazné ovlivnén plsobenim této mrazové teploty, negativni
vliv teploty -5 °C byl vyraznéjsi u genotypt C120, C124 a C148, nez u genotypu PAC2, ktery
se tak jevi jako nejodolng;si.

Vysledky regresni a korelaéni analyzy provedené v pokusu 1 (CR) dale potvrdily, Ze
na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 existuje pozitivni korelace mezi Py a Fy/Fy (koeficient
korelace r = 0,598). Hodnota koeficientu korelace odpovidad stiedni zavislosti mezi Py a
Fu/Fm.

Ackoliv Ottander et al. (1995), Zheng et al. (2009) ¢i Santos et al. (2011 - viz kapitola
5.3.2.), ktefi hodnotili ptisobeni nizkych teplot na rizné rostlinné druhy, nestanovovali
korelaci mezi fluorescenci chlorofylu a (F\/Fym) a rychlosti Cisté fotosyntézy (Pyn), obé
uvedené charakteristiky byly v jejich experimentech vlivem nizké teploty redukovany

soucasné. Lze se tedy domnivat, Ze i v téchto experimentech existovala korelace mezi F\/Fy a
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Pn, Semuz odpovidaji i vysledky pokusu 1 (CR), kde byla potvrzena pozitivni korelace a

stfedné silna zavislost mezi Py a Fv/F.

Jak je patrné z obr. 9., v pokusu 2 (Francie) byla u vSech genotypt zjisténa redukce
hodnot Fv/Fm vlivem teploty -3 °C v terminu S1, tj. ihned po jejim ptisobeni, avSak statisticky
prukazné rozdilny byl pokles Fv/Fym Vv porovnani s rostlinami kontrolnimi (C) pouze u
genotypu C33, C98, C124 a C148. Nejvétsim poklesem Fy/Fy reagovaly genotypy C124 (0,8)
a C148 (0,79). V terminu S2 (5. den po pusobeni stresu) pak stresované rostliny dokazaly
zvysit hodnotu Fy/Fy na Groven pted pusobenim stresu a hodnoty F\/Fy statisticky prukazné

nelisily od kontrolnich rostlin (C).

Z vysledkt pokusu 2 (Francie) je ziejmé, ze pouze u genotypu 2603 nebyla
zaznamenana prukazna zména Fy/Fy V porovnani s kontrolou, a tudiz lze tento genotyp
povazovat za nejodolnéj$i vuci mrazové teploté. 1 v pokusu 2 (Francie) se tedy projevil
genotypovy rozdil pii sledovani vlivu stresu mrazovou teplotou na zmény fluorescence

chlorofylu a.

Z obr. 8. a 9. také vyplyva, ze genotypy C124 a C148 reagovaly rozdilné na ptuisobeni
stejné mrazové teploty (tj. -3 °C) ve fazi 2 pravych listd (pokus 1 - CR) a ve fazi 6 az 8
pravych listd (pokus 2 - Francie). Ve fazi 2 pravych listi nezpusobila teplota -3 °C zadné
prukazné rozdily Fy/Fy Vv porovnani s kontrolnim méfenim (C), naopak ve fazi 6 az 8 pravych
listi byla v porovnani s kontrolnimi rostlinami zjisténa redukce hodnot F\/Fy ihned po
pusobeni stresu mrazovou teplotou (S1), avSak béhem regenerace (S2) pokusné rostliny
uroven Fy/Fy plné obnovily. Ve fazi 6 az 8 pravych listi tedy doslo k prikaznému ovlivnéni
fluorescence chlorofylu a mrazovou teplotou -3 °C, ve fazi 2 pravych listd se prikazny vliv

této teploty u genotypi C124 a C148 neprojevil.

Pomér Fy\/Fy, tj. potencialni fotochemicka efektivita elektronového transportu ve
fotosystému II, je jednou z nejvyznamnéjsich charakteristik vyuzivanych k hodnoceni urovné
fotosyntézy. Hodnota poméru F\/Fy se obvykle (tzn. u rostlin v optimalnich podminkach)
pohybuje v rozmezi 0,75 az 0,85 a piedstavuje piimy vztah mezi efektivitou vyuziti svétla pii
standardnich podminkach pro fixaci CO; a kvantovou vytéznosti fotochemickych procest
fotosyntézy (Demning and Bjorkman, 1987). Pokles hodnoty poméru Fy/Fpy je velmi citlivym
a rychlym indikatorem zmén fotosyntézy 1 fyziologického stavu rostliny celkové, ke kterym
dochazi v disledku celé fady environmentélnich stresti (Baker, 2008; Canova et al., 2012),
napf. vlivem vodniho stresu (Nakashima et al., 2011), osmotického stresu a stresu nadmérnou

ozétenosti (Weng et al., 2011). Mé&feni fluorescence chlorofylu a vSak bylo vyuzivano takeé pti
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studiu mozné ochranné funkce antokyanii pfed fotoinhibi¢nim poskozeni PS II (Manetas and
Buschmann, 2011), pfi pozorovani vlivu deficitu drasliku na PS II (Cao et al., 2011), ale také
pii sledovani poSkozeni fotosyntetického aparatu pusobenim nizkych teplot (Fracheboud et
al., 1999; Fracheboud et al., 2004). Jde tedy o Siroce vyuzitelny zplisob hodnoceni stavu
fotosyntetického aparatu a urovné fotosyntézy. Regresni a korelaéni analyza provedena
v pokusu 1 (CR) navic prokézala existenci pozitivni korelace a stiedné silné zavislosti mezi
Pn @ Fy/Fu, sledovani zmén fluorescence chlorofylu a je tak rovnéz vhodnou dopliiujici
metodou k méfeni rychlosti Cisté fotosyntézy pro stanoveni poskozeni fotosyntetického
aparatu nizkou teplotou. M¢éfeni fluorescence chlorofylu a lze vsak Siroce vyuzit i jako
samostatny fyziologicky ukazatel. Na zakladé vysledkd pokust 1 (CR) a 2 (Francie) i pokusi
dalSich autorti (napt. Allinne et al., 2009; Zheng et al., 2009) lze stanoveni fluorescence
chlorofylu a (Fv/Fm) doporuéit jako velmi vhodny ukazatel pro sledovani vlivu nizkych teplot
na fotosynteticky aparat a jeho efektivitu a pro posouzeni odolnosti rostlin slune¢nice ro¢ni ke

stresu nizkymi teplotami.
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Obr. 8. Vliv teplot -3 a -5 °C na fluorescenci chlorofylu a (Fv/Fym) u genotypi slune¢nice
roéni C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pfed vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfeni;
(S1) méfeni 5 hod. po ptisobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po pisobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou

pruméry + s. e. pro n = 6, prikaznost rozdili byla testovana na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (Tukeyho test);

hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusii: pocet opakovani n = 6 (na 1 rostliné naméfeny 2 hodnoty), pocet jedinct:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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Obr. 9. Vliv teploty -3 °C na fluorescenci chlorofylu a (F\/Fum) u genotypu slunecnice roéni
C33, C98, C124, C148 a 2603 - pokus 2 (Francie).

Legenda: (C) méteni kontrolnich rostlin v terminu odpovidajicim 1. dni po piisobeni teploty -3 °C; (S1) méfeni
stresovanych rostlin 1. den ihned po vystaveni mrazové teploté; (S2) meéfeni stresovanych rostlin 5. den po
vystaveni mrazové teploté, tj. 5. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou priméry = s. e. pro n = 6, prikaznost
rozdill byla testovana na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Tukeyho test); hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou

statisticky prikazné rozdilné.

Podminky pokusii: pocet opakovani n = 6 (na 1 rostliné stanovena 1 hodnota), pocet jedinci:

6 rostlin/1 genotyp/1 termin méfeni.

5.6. Relativni vytok elektrolyti (RELoy)

V pokusu 1 (CR) i 2 (Francie) byl zaznamenan vyznamny negativni vliv mrazovych
teplot na permeabilitu plazmatickych membran indukujici zvySeni relativniho vytoku
elektrolyti (RELy), jak je patrné zobr. 10 a 11. Prikazné zvySeni relativniho vytoku
elektrolytd obéma mrazovymi teplotami (-3 a -5°C) vpokusu 1 (CR) a teplotou -3 °C
v pokusu 2 (Francie) je v souladu napfi. s vysledky Heweziho et al. (2006), ktefi testovali
mrazovou toleranci dvou genotypt sluneénice ro¢ni (Santiago Il - rané kvetouci genotyp a
Melody - pozdné kvetouci genotyp). Pokusné rostliny byly nejprve péstovany pii teploté
15 °C do faze dvou pravych listdi, dale byla teplota snizena na 4 °C (po dobu 12 dnti). Poté
byly z rostlin odebrany listové terciky, které byly vystaveny riznym mrazovym teplotam.
Nésledné¢ byla hodnocena mrazova tolerance uvedenych genotypi slunecnice roc¢ni

prostfednictvim méteni relativniho vytoku elektrolyti na listovych tercicich. Teploty -3 a
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-4 °C zpisobily pritkkazné zvySeni RELy, V porovnani s kontrolnimi rostlinami, které nebyly
vystaveny mrazové ani chladové teploté a po celou dobu byly péstovany pti 25 °C. Také Zhou
and Leul (1998) zaznamenali u rostlin ozimé fepky olejky (Brassica napus L. cv. 601) ve
fazich vzchazeni a kveteni, které byly vystaveny 5 dni no¢ni mrazové teploté -3 °C, zvyseni
relativniho vytoku elektrolyti o 34,7 % ve fazi vzchazeni a o 21,8 % ve fazi kveteni
V porovnani s kontrolnimi rostlinami. Allinne et al. (2009) rovnéz zjistili pfi testovani raznych
termint vysevu slunecnice ro¢ni v polnich podminkach pfi ptisobeni nizkych teplot zvySeni
relativniho vytoku elektrolytii, coz potvrzuje, Zze pusobeni nizké teploty vede ke snizeni

stability buné¢né membrany. Nasledoval také pokles F\/Fy, Wy, obsahu chlorofyld a susiny.

V pokusu 1 (CR) (obr. 10.) reagovaly genotypy C120 a C148 na puisobeni teploty
-5 °C nejvyssim, statisticky prikaznym zvySenim hodnoty RELy, ve srovnani s kontrolnim
meéfenim (C) bezprostiedné po plisobeni mrazové teploty, tj. v terminu méteni S1 (C120:
78,7 % a C148: 59,0 %). U genotypu C120 se pii této teploté projevil statisticky prikazny nartst
hodnoty RELgy, kromé terminu S1 také v terminu S3 (67,8 %). V ostatnich terminech méfeni a
rovnéz po pusobeni teploty -3 °C nebyly u genotypti C120 a C148 zjistény statisticky
prikazné rozdily ve srovnani s kontrolnim métenim.

U genotypu C124 byl nejvétsi, statisticky prikazny narist hodnot RELy, zaznamenan
pii pusobeni obou teplot v terminu S1 (-3 °C: 67,8 %, -5 °C: 74,7 %). V ostatnich terminech
meéteni nebyly oproti kontrole zjiStény statisticky pritkazné rozdily.

Ackoliv genotyp PAC2 reagoval po piisobeni obou teplot zvySenim hodnot RELy,
V porovnani s kontrolnim méfenim v terminu S1, tyto hodnoty se od kontroly statisticky
prikazné neliSily. Rovnéz v terminech S2 a S3 nebyly zaznamenany statisticky prilkazné

vys$$i hodnoty REL., oproti kontrole.

Jak je zfejmé z obr. 11., rovnéz v pokusu 2 (Francie) doslo u sledovanych genotypt
vlivem teploty -3°C ke zménam hodnot relativniho vytoku elektrolyta (RELsy), .

k negativnimu ovlivnéni permeability plazmatickych membran.

Stresované rostliny genotypti C98, C124 a C148 reagovaly na plisobeni mrazové
teploty obdobn¢; k vyraznému zvySeni hodnoty RELg, oproti kontrolnim rostlinam C1 (termin
méfeni odpovidajici 1. dni po plisobeni teploty -3 °C) doslo v terminu méfeni S1 (1. den po
piisobeni mrazové teploty). Uroven hodnot RELy, u stresovanych rostlin stanovena v terminu
S2 (5. den regenerace) opét klesla na hodnotu statisticky prikazné nerozdilnou od méteni

kontrolnich rostlin C1 a C2 (termin odpovidajici 5. dni regenerace). Pouze u genotypu C98
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vSak bylo zvySeni hodnoty RELy, u stresovanych rostlin vterminu S1 (58,2 %) statisticky

prukazné rozdilné od hodnot RELg, stanovenych v ostatnich terminech méfeni (C1, C2, S2).

U genotypit C33 a 2603 nebylo zjisténo statisticky prikazné zvyseni hodnot REL, U
stresovanych rostlin v terminech méfeni po pasobeni stresu (S1 a S2) v porovnani s métenimi

kontrolnich rostlin (C1 a C2).

Z vysledkii nasich experimentl vyplyvda, ze reakce rostlin sledovanych genotypii
slunecnice roni na plisobeni mrazovych teplot se liSila v zavislosti na genotypu

(pokus 1 - CR a pokus 2 - Francie) i mrazové teploté (pokus 1 - CR).

Na zéakladé vysledkt pokusu 1 (CR) lze konstatovat, Ze k nejvyrazngj§imu zvyseni
RELy doslo nejcastéji v méfeni S1, tj. ihned po puasobeni stresu mrazovou teplotou.
V prubéhu regenerace (S2 a S3) vétSinou hodnoty RELey poklesly zpét na uroven
srovnatelnou s kontrolnim métenim (C). U teploty -3 °C doslo ke statisticky prikaznému
zvySeni REL., oproti kontrole pouze u genotypu C124, a to vterminu S1. Vyrazné&jsi
negativni vliv na propustnost membran méla az teplota -5 °C. Genotyp C124 byl vyznamné
ovlivnén obéma teplotami, ostatni genotypy reagovaly zvySenim hodnot RELy, pravé az pii
teploté -5 °C. Nejméné€ negativné ovlivnén teplotou -5 °C byl genotyp PAC2, ktery navic
reagoval odolnéji nez ostatni genotypy i pii teploté -3 °C, a proto tento genotyp lze
povazovat za nejodolnéjsi. Naopak jako nejméné odolné 1ze hodnotit genotypy C120 a C124.
Genotyp C120 sice nebyl ovlivnén teplotou -3 °C (tj. nedoslo u néj k poskozeni membran),
avsak pfi teploté -5 °C u néj byly zaznamenany nejvyssi hodnoty RELg, a to i v prub&hu
regenerace. Genotyp C124 pak reagoval pii teploté -3 °C nejvétsim zvySenim RELy, a pfi

teploté -5 °C byl rovnéz siln€ negativné€ ovlivnén plisobenim stresu mrazovou teplotou.

V pokusu 2 (Francie) byl prikazny narst hodnot RELg, oproti kontrolnim rostlindm
(C1) zaznamenan pouze u genotypu C98, a to opét v terminu S1 (ihned po piisobeni mrazové
teploty). V prib&hu regenerace (S2) nebyla u zadného z genotypu zjisténa prukazné rozdilna
hodnota oproti kontrole (C2). Tento genotyp (C98) je tak mozné povazovat za mén¢ odolny

viéi mrazovym teplotam nez ostatni sledované genotypy.

Z obr. 10. a 11. je také patrné, Ze genotyp C124 reagoval odlisné na pisobeni stejné
mrazové teploty (-3 °C) ve fazi 2 pravych listi (pokus 1 - CR) a ve fazi 6 az 8 pravych listi
(pokus 2 - Francie). Ve fazi 2 pravych listt teplota -3 °C zpisobila 1. den po pusobeni stresu
(S1) prukazné zvySeni RELy, V porovnani s kontrolnim méfenim (C), naopak ve fazi 6 az 8
pravych listli nebyla ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (C1 a C2) zjisténa prikazna zména

RELy. U genotypu C124 tedy nastalo prikazné ovlivnéni permeability plazmatickych
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membran (zvySeni hodnoty RELy,) teplotou -3 °C pouze ve fazi 2 pravych listi. U genotypu
C148 nebyly prikazné zmény vlivem mrazové teploty -3 °C zjistény ve fazi 2 ani 6 az 8
pravych listi.

Jak potvrzuji vysledky pokusti 1 (CR), 2 (Francie) i pfedchozi experimenty dal$ich
autorti (napt. Hewezi et al., 2006; Allinne et al., 2009), sledovani zmén relativniho vytoku
elektrolytti je velmi vhodnym a ¢asto vyuzivanym ukazatelem pro pfimé sledovani vlivu
nizké teploty na fyzikdlni a chemické vlastnosti bunéénych membran a na nésledné zmeény
Vv jejich propustnosti. Tolerance rostlin k nizkym teplotam je totiz vyznamné ovlivnéna mimo
jiné i pomérem nenasycenych a nasycenych membranovych lipidi (Gombos et al., 1994;
Moon et al., 1995). ProtoZe nasycené mastné kyseliny (a lipidy, které je obsahuji) tuhnou pfi
vysSich teplotdich nez nenasycené, mé jejich vzijemny pomér velky vliv na zachovani
polotekutosti membran (Hopkins and Hiiner, 2004). Pokud rostliny nedokazi zachovat
polotekutost membran zvysenim podilu nenasycenych mastnych kyselin, zvétSuje se jejich
propustnost (Verlues et al., 2005) a dochazi ke zvySeni hodnot relativniho vytoku elektrolytu,
ktery vypovidd o primarnim posSkozeni rostlinnych pletiv mrazem a praskani bunécnych
membran (Xin and Browse, 2000; Uemura et al., 2003). U rostlin odolnych nizkym teplotdm
tedy nedochazi k tak vyraznému zvyseni hodnot relativniho vytoku elektrolytt, jako u rostlin
citlivych, resp. nemusi nastat 7adnd zména hodnot RELy V porovnani s rostlinami
kontrolnimi. Hodnoceni zmén relativniho vytoku elektrolytt tak 1ze doporucit jako velmi

vhodny fyziologicky ukazatel pro posouzeni odolnosti slunecnice ro¢ni k nizkym teplotam.

70



@ 100 -
75 A a
= =N
= b @ s1
_c\c; 50 ~ a a b % 0 S2
z a a a a a os
b *} a a ab
b
: m
0 = T T T 1
C120 Cl24 C148 PAC2
(®) 100 T~
a
a
ab
5! B .
% .
9 be . mc
— b b ab a o Ss]
5 501 Ex Ed ab . oS
E c b %% 0 S3
+ b
25 1
0 I T T T 1
C120 Cl24 C148 PAC2

Obr. 10. Vliv teplot -3 a -5 °C na relativni vytok elektrolyti (RELy) u genotypu slune¢nice
roéni C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pied vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfent;
(S1) méfeni 5 hod. po plisobeni mrazové teploty; (S2) mé&feni 3. den po pusobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou
pruméry +S. €. pro n = 3, prikaznost rozdild byla testovana na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (Tukeyho test);
hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusi: pocet opakovani n = 3 (na 1 rostliné naméfena 1 hodnota), pocet jedinct:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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Obr. 11. Vliv teploty -3 °C na relativni vytok elektrolyti (RELy) u genotypt slunecnice roéni
C33, C98, C124, C148 a 2603 - pokus 2 (Francie).

Legenda: (C1) méfeni kontrolnich rostlin v terminu odpovidajicim 1. dni po pusobeni teploty -3 °C; (S1) méfeni
stresovanych rostlin 1. den ihned po vystaveni mrazové teploté; (C2) méteni kontrolnich rostlin v terminu
odpovidajicim 5. dni po plisobeni teploty -3 °C; (S2) méfeni stresovanych rostlin 5. den po vystaveni mrazové
teploté, tj. 5. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou pruméry + s. e. pro n = 6, pritkaznost rozdili byla testovana
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Tukeyho test); hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné

rozdilné.

Podminky pokusii: pocet opakovani n = 6 (na 1 rostliné stanovena 1 hodnota), pocet jedinci:

6 rostlin/1 genotyp/1 termin méfeni.

5.7. Osmoticky potencial (V)

Obr. 12. demonstruje rozdilny vliv teplot -3 a -5°C na osmoticky potencial (V)
rostlin sluneénice ro¢ni a prikazné snizeni W, vlivem stresu mrazovou teplotou v pokusu
1 (CR). Priikazny pokles hodnot ¥, zptisobeny nizkou teplotou odpovida napt. vysledkiim
Allinne et al. (2009), ktefi pii riznych terminech ¢asného jarniho vysevu slunecnice rocni ve
Francii pozorovali snizeni hodnoty osmotického potencidlu, coz bylo zplsobeno zvysenim
koncentrace osmolytik jako reakce na piisobeni nizkych teplot na pocatku vegetativniho ristu.

Vyrazngjsi vliv na pokles hodnot ¥, méla v pokusu 1 (CR) teplota -5 °C. Pii teploté
-3 °C nebyly u zadného ze sledovanych genotypt zjistény statisticky prikazné rozdily mezi

kontrolnim méfenim (C) a hodnotami ziskanymi v terminech méteni po pisobeni mrazové
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teploty (S1 az S3). Hodnoty ¥, stanovené pfi této teploté zaroven byly u vSech genotyptli na
podobné trovni. Reakce na teplotu -5 °C se vSak mezi jednotlivymi genotypy lisily.

U genotyptu C120, C148 a PAC2 se po pusobeni teploty -5 °C projevil nejvyraznéjsi
pokles hodnot ¥, v terminu S2, tj. 3. den regenerace (C120: -1,27, C148: -1,69 a PAC2:
-1,46 MPa), pfiCemz genotyp C120 reagoval nejmensim poklesem ¥, z vyse uvedenych
genotypil. AvSak zmény hodnot W, oproti kontrole (C) byly v terminu S2 statisticky pritkazné
pouze u genotypi C120 a C148. V ostatnich terminech méteni (S1, S3 a u genotypu PAC2 i
ve vySe zminéném terminu S2) tyto genotypy reagovaly pouze statisticky nepriikaznymi
zménami V.

U genotypu C124 byl zjistén statisticky prukazny pokles hodnot W, ve vSech
terminech méfeni po plsobeni teploty -5 °C, ale na rozdil od genotypt C120, C148 a PAC2
(-1,34 MPa). Reakce tohoto genotypu na teplotu -5 °C se tedy projevila nejpozdéji a zaroven
tento genotyp nevykazoval tak vyrazny pokles ¥, jako genotypy C148 a PAC2.

Liu and Osborne (2008), kteti vystavili n¢kolik druhi mongolskych stepnich druhti
trav 20 dnim nizké teploty (15/5 °C den/noc) v laboratornich podminkach, zjistili vlivem
pusobeni chladu u pokusnych rostlin nizs$i hodnoty osmotického potencialu, kdy v porovnani
S kontrolnimi rostlinami byly jeho hodnoty sniZeny o 4 aZ 43 %. RovnéZz Bourion et al.
(2003), kteti se zabyvali vlivem pusobeni chladu na rostliny hrachu setého (Pisum
sativum L.), zaznamenali statisticky prikazny pokles ¥, vlivem nizkych teplot. U pokusnych
rostlin hrachu setého pozorovali nejvétsi pokles osmotického potencidlu 3. den po
10ti dennim vystaveni rostlin chladové teploté (10/3 °C den/noc). Koncentrace sacharidt se
dale postupné zvySovala a nejvyssi hodnoty u vSech genotypi dosdhla 6. den po piisobeni
chladu. Poté koncentrace sacharidu (v zavislosti na genotypu) klesala, nebo zustala na stejné
urovni, avsak jesté 10. den po plsobeni chladu byla koncentrace sacharid 2 az 3krat vétsi
nez pred vystavenim chladové teploté. Stejné tak v pokusu 1 (CR) byl stanoven nejvétsi
pokles ¥, pti pusobeni teploty -5 °C az 3. den (genotypy C120, C148 a PAC2) nebo
7. den (genotyp C124) po pusobeni mrazové teploty. Naopak genotyp PAC2 pfi teploté
-3 °C vykazoval nejvétsi pokles W, jiz v méfeni S1, avSak tento pokles nebyl statisticky

prikazny v porovnani s ostatnimi terminy méteni (tzn. ani s kontrolou).

Obr. 13. znazoriiuje ovlivnéni osmotického potencialu (W) pusobenim teploty -3 °C u
sledovanych genotypti slunecnice ro¢ni v pokusu 2 (Francie). VSechny genotypy reagovaly na

mrazovou teplotu podobnym zptisobem. V terminech méfeni S1 a S2 (1. a 5. den po plsobeni
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teploty -3 °C) vykazovaly stresované rostliny testovanych genotypt vyssi hodnoty ¥, nez
byly hodnoty ¥, stanovené u kontrolnich rostlin v terminech méfeni C1 a C2 (terminy
odpovidajici 1. a 5. dni po pusobeni teploty -3 °C). AvSak ve vétSin¢€ piipadi byly rozdily
mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami statisticky neprikazné, pouze u genotypu C98
bylo uvedené zvyseni hodnoty ¥, v terminu S1 (-0,32 MPa) statisticky prukazné rozdilné od

ostatnich termind méfeni.

Pokusné rostliny v naSich experimentech reagovaly zménami osmotického potencialu
nejen v zavislosti na genotypu (pokus 1 - CR a pokus 2 - Francie), ale i na mrazové teploté
(pokus 1 - CR). Z vysledkii obou pokusti Ize vyvodit, e teplota -3 °C nema na testované
genotypy slunecnice ro¢ni vliv, nebot’ u zddného z genotypli nebyl pozorovan statisticky
prikazny pokles hodnoty ¥;.

Z vysledkd pokusu 1 (CR) vyplyva vyznamnéjsi, statisticky priikazny pokles ¥,
u rostlin slune¢nice ro¢ni po piisobeni teploty -5 °C, a to u genotypti C124 a C148. Ackoliv
genotyp PAC2 prokazal pokles hodnot ¥, srovnatelny s genotypem C148 a zaroven vétsi nez
genotyp C120, tyto zmény W, nebyly statisticky prikazné. Pii teplot¢ -3 °C nebyly
zaznamenany zadné prikazné zmény hodnot W, Za odolngj$i vici mrazovym teplotdm
muzeme tedy povazovat genotypy C124 a C148.

Jak je patrné z vysledki pokusu 2 (Francie) u Zzadného z genotypi nebylo pozorovano
statisticky prikazné snizeni hodnot ¥, Vterminech S1 a S2 v porovnani s kontrolnimi
hodnotami (C1 a C2). Jediny pritkazny rozdil byl zjistén u genotypu C98, kdy v terminu S1
byla hodnota ¥, statisticky prikazné vyssi, nez hodnota kontrolni (C1). Stejny, avsak
statisticky neprikazny trend, byl pozorovan i u ostatnich genotypt, tj. hodnoty ¥, se
v terminech S1 a S2 v porovnani s kontrolou (C1 a C2) zvysily. U pokusu 2 (Francie) tak

nelze vyvodit odolnost sledovanych genotypti vii¢i mrazovym teplotam.

Zobr. 12. a 13. je dale ziejmé, ze genotypy C124 a C148 reagovaly shodné na
pusobeni stejné mrazové teploty (-3 °C) ve fazi 2 pravych listii (pokus 1 - CR) a ve fazi 6 az 8
pravych listt (pokus 2 - Francie). Ve fazi 2 ani 6 az 8 pravych listd totiz nezpusobil stres
mrazovou teplotou -3 °C zadné prukazné zmény W, V porovnani s kontrolnim méfenim
(pokus 1 - CR), resp. s kontrolnimi rostlinami (pokus 2 - Francie).

Obecné lez ptredpokladat, Ze k nizkym teplotdm odolny genotyp/rostlina hodnoty ¥,
dokéze pii plisobeni nizké teploty snizit, genotyp/rostlina neodolnd bud’ hodnoty ¥, nesnizi
tak vyrazné nebo W, nesnizi viibec, coz potvrzuji napt. pokusy Guincharda et al. (1997), kdy

rostliny jetele plazivého (Trifolium repens L.) aklimatizované na pusobeni chladu byly

74



schopny po plisobeni mrazu osmotického ptizpiisobeni, naopak u rostlin neaklimatizovanych
po pisobeni mrazu snizeni osmotického potencidlu zjisténo nebylo. Naopak ke zvySeni
hodnoty ¥, po vystaveni rostliny mrazové teplot¢ by dochazet nemélo a ani toto nepotvrzuji
vysledky pokusi jinych autorti. Dle metodiky pokusu 2 (Francie) byla odebrana listova hmota
pfed vlastnim méfenim osmotického potencidlu ponechana v plastovych zkumavkach s
destilovanou vodou po 24 hod. k plnému nasyceni rostlinného pletiva vodou. Vzhledem
K tomu, Ze v tomto pokusu byl testovan vliv mrazové teploty a u sledovanych genotypi doslo
VvV rizné mife k poskozeni buné¢nych membran (viz vysledky RELy), lze se domnivat, Ze
nezanedbatelné mnozstvi naakumulovanych osmoticky aktivnich latek proslo mrazem
poskozenou membranou do vody ve zkumavce. Soucasné¢ byla odebrana pletiva nasycena
vodou ze zkumavky a tim mohlo dojit k ,,nafedéni* bunétné §tavy. Z tohoto divodu pak
mohl byt obsah osmoticky aktivnich latek piinasledném métfeni osmotického potencialu

dokonce nizs$i, nez u rostlin kontrolnich, nevystavenych mrazové teplot¢.

Jednim z aspekti tolerance rostlin k nizkym teplotdm je rozklad sacharidd hydrolyzou
Skrobu pro osmotické prizpiisobeni, obnoveni a udrzeni ristu (Vez, 1961; Ashworth et al.,
1993; Rosnes et al., 1993), snizeni bodu mrznuti bunék (Gonzales et al., 1990; Tronsmo et al.,
1993), k udrzeni obsahu vody a turgoru zivych bunék (Steponkus, 1984) a k ochran¢
bunécnych membranovych struktur proti mrazové dehydrataci (Xin and Browse, 2000;
Collins et al., 2002). Akumulace sacharid, ale i dalSich osmoticky aktivnich latek
(a vysledny pokles osmotického potencialu), je tedy jednim z dileZitych aspekti odolnosti
rostlin Kk nizkym teplotam. Metoda méfeni osmotického potencialu pii pasobeni nizkych
teplot a pro hodnoceni odolnosti a pfizptisobeni rostlin nizkym teplotam tak patii mezi
nejvyznamnéjsi a nejvhodnéjsi ukazatele, coz potvrzuji nejen vysledky pokusu 1 (CR), ale i
vysledky pokust dalSich autorG (napf. Bourion et al., 2003). Pfi studiu stresu nizkymi
(resp. mrazovymi) teplotami vSak pro stanoveni osmotického potencialu neni vhodné plné
syceni pletiva vodou vzhledem k vlivu nizké teploty na fyzikdlné-chemické vlastnosti
membran a jejich zvySenou propustnost, kdy nésledné dochédzi k vytoku obsahu bunétné
Stavy (a tim i1 naakumulovanych osmoticky aktivnich latek) do vody slouZici k nasyceni

pletiva.
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Obr. 12. Vliv teplot -3 a -5 °C na osmoticky potencial (¥;) u genotypt slune¢nice ro¢ni
C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pfed vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfent;
(S1) méfeni 5 hod. po plisobeni mrazové teploty; (S2) mé&feni 3. den po pusobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou
priméry £S. €. pro n = 6, prukaznost rozdilti byla testovana na hladiné¢ vyznamnosti vyznamnosti o = 0,05

(Tukeyho test); hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prikazné rozdilné.

Podminky pokusi: pocet opakovani n = 6 (na 1 rostliné naméfeny 2 hodnoty), pocet jedincl:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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Obr. 13. Vliv teploty -3 °C na osmoticky potencial (¥;) u genotypt sluneénice ro¢ni C33,
C98, C124, C148 a 2603 - pokus 2 (Francie).

Legenda: (C1) méfeni kontrolnich rostlin v terminu odpovidajicim 1. dni po ptsobeni teploty -3 °C; (S1) méfeni
stresovanych rostlin 1. den ihned po vystaveni mrazové teploté; (C2) méteni kontrolnich rostlin v terminu
odpovidajicim 5. dni po plisobeni teploty -3 °C; (S2) méfeni stresovanych rostlin 5. den po vystaveni mrazové
teploté, tj. 5. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou praméry + s. e. pro n = 6, pritkaznost rozdili byla testovana
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Tukeyho test); hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné

rozdilné.

Podminky pokusii: pocet opakovani n = 6 (na 1 rostliné stanovena 1 hodnota), pocet jedinci:

6 rostlin/1 genotyp/1 termin méfeni.

5.8. Koncentrace chlorofylu aab (c,, Cp)

Obr. 14. a 15. zobrazuji negativni vliv teplot -3 a -5 °C na koncentraci chlorofylu a a b
(Car Cpb) u sledovanych genotypti sluneénice roéni v pokusu 1 (CR). Vlivem obou testovanych
mrazovych teplot (-3 a -5 °C) doslo u vétsiny genotypt k prikazné redukci hodnot c, a cp.
V prubéhu méfeni S1 az S3 se hodnoty uvedenych charakteristik nejéastéji postupné
snizovaly a béhem regenerace (S2 a S3) nedoslo k jejich opétovnému navraceni na kontrolni
uroven.

Prikazny pokles koncentrace chlorofylu a a b potvrzuji vysledky pokust dalSich
autor. Allinne et al. (2009) zjistili pii testovani riznych terminti ¢asného jarniho vysevu
slune¢nice roc¢ni v polnich podminkach ve Francii (Toulouse) snizeni obsahu chlorofyl

Vv listech pokusnych rostlin vlivem ptsobeni nizkych teplot na pocatku vegetativniho rastu.
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Leipner et al. (1997) pozorovali u listd rostlin kukufice seté, které byly vysety v ¢asném
jarnim terminu a vystaveny chladovym teplotdm v polnich podminkach, typické chladem
indukované zmény, jako snizeni fotosyntetické kapacity a efektivity elektronového transportu
v PS II a rovnéZ redukovany obsah pigmenti. Tyto zmény se vyraznéji projevily u k chladu
citlivého genotypu Penjalinan, nez u tolerantniho genotypu Z7. Martin et al. (1981) zjistili 3.
den po 16ti hodinovém no¢nim pusobeni chladové teploty 1 °C na listy rajéete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) zjevnou ztratu chlorofylu. Stejné¢ tak Zhou and Leul (1998)
zaznamenali u rostlin ozimé fepky olejky (Brassica napus L. cv. 601), které byly vystaveny 5
dniim plsobeni no¢ni mrazové teploty -3 °C, pokles obsahu chlorofyld o 16,1 % ve fazi
vzchazeni a 0 4,5 % v dob€ kveteni. Ottander et al. (1995) zjistili u rostlin borovice lesni
(Pinus sylvestris L.) v oblasti Umes, Svédsko postupny pokles obsahu chlorofylti v
podzimnim obdobi vlivem klesajicich teplot, pfi¢emz v fijnu byl zaznamenan prudky pokles
obsahu chlorofylu a i b. Po zbytek obdobi nizkych teplot ztstala Groven obsahu chlorofylu
konstantni. V bfeznu pak byla ¢ast vétvi pienesena do laboratornich podminek pro regeneraci
pfi teploté 20 °C po dobu 3 dnti, avsak obsah chlorofylu b se béhem regenerace nezménil a u
chlorofylu a bylo pozorovano pouze slabé zvySeni jeho obsahu. Garstka et al. (2007)
studovali pisobeni nizkych no¢nich teplot na listech hrachu setého (Pisum sativum L.
cv. Baron) (rostlinny druh k chladu tolerantni) a rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.
cv. Moneymaker) (rostlinny druh k chladu citlivy). Listy byly odejmuty z rostlin a vystaveny
5 dnim piisobeni teploty 1 °C. Na rozdil od vySe zminénych autori nezaznamenali u hrachu
ani rajéete pokles obsahu chlorofyldi, ackoliv u rostlin rajéete byla zjisténa niz§i hodnota

fluorescence chlorofylu a.

Jak je patrné z obr. 14, genotyp C120 reagoval v pokusu 1 (CR) statisticky priikaznym
poklesem c, ve srovnani s kontrolou (C) ve vSech terminech méteni po pisobeni teploty -3 °C
(S1: 0,34, S2: 0,27 a S3: 0,3 mg g™*) a v terminech S2 a S3 po paisobeni teploty -5 °C (S2: 0,4
aS3:0,39 mg g™h).

U genotypu C124 pii pasobeni teploty -3 °C doslo ke statisticky pritkazné redukci ¢,
v terminu S1 (0,39 mg g"). A&koliv v terminech mé&feni S2 a S3 byly hodnoty c, na
srovnatelné Urovni, jako v pfipadé terminu S1, oproti kontrolnimu méfeni nebyly statisticky
prikazné odlisné. Po plisobeni teploty -5 °C byl statisticky prukazny pokles hodnot c, zjistén
az v terminech S2 (0,37 mg g) a S3 (0,26 mg g™).

Genotyp C148 reagoval vyraznéji na pusobeni teploty -3 °C. V tomto piipadé bylo

pozorovano prikazné snizeni c; ve vSech terminech méfeni po piisobeni stresu (S1: 0,42,
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v

teploté -5 °C se projevil postupny pokles hodnot, avSak statisticky prikazny rozdil a zaroven

nejnizsi hodnota c, byla stanovena rovnéz v terminu S3 (0,44 mg g'l).

U genotypu PAC2 nebyly pozorovany zadné statisticky prikazné rozdily zptisobené

teplotou -3 °C a u teploty -5 °C byl zaznamenan statisticky prukazny pokles pouze v terminu

v

Obr. 15. ukazuje ovlivnéni koncentrace chlorofylu b (c,) u pokusnych rostlin
sluneénice roéni testovanymi mrazovymi teplotami v pokusu 1 (CR). V piipadé genotypti
C120 (obé teploty), C148 (-3 °C) a PAC2 (-5 °C) byl pribéh zmén hodnot cp i prikaznost
rozdili obdobné, jako vysledky pro ca. U genotypt C124 (-5 °C) a PAC2 (-3 °C) byl rovnéz
zjistén srovnatelny prib&éh zmén hodnot cp, avSak statistickd priikaznost rozdili se od
vysledkd c, lisila.

Genotyp C120 reagoval statisticky prikaznym poklesem hodnot c, ve srovnani
s kontrolou (C) ve vSech terminech méfeni po plsobeni teploty -3 °C (S1: 0,085, S2: 0,068 a S3:
0,077 mg g*) a v terminech S2 a S3 po ptisobeni teploty -5 °C (S2: 0,103 a S3: 0,101 mg g™).

U genotypu C124 pfi piisobeni teploty -3 °C doslo ke statisticky prukaznému poklesu
hodnot ¢, ve vSech terminech po piasobeni mrazové teploty (S1: 0,106, S2: 0,108 a
S$3: 0,102 mg g™). Po piisobeni teploty -5 °C byla statisticky prikazna redukce C, ve srovnani
s kontrolou zaznamenéna aZ v terminech S2 (0,107 mg g™) a S3 (0,09 mg g™).

Genotyp C148 reagoval vyraznéj$im poklesem cj, po piisobeni teploty -3 °C, kdy bylo
zaznamenano prukazné sniZeni cp ve vSech terminech méfeni po plsobeni stresu (S1: 0,108,
teploté -5 °C se neprojevily statisticky prikazné rozdily.

Genotyp PAC2 reagoval na plsobeni teploty -3 °C statisticky prikaznym snizenim
hodnoty ¢, oproti kontrole pouze v terminu S2 (0,118 mg g') a u teploty -5°C byl
zaznamenan statisticky prukazny pokles az v terminu S3, kdy byla hodnota cp ze vSech
terminti mé&Feni nejnizsi (0,039 mg g™).

V souladu s vysledky Leipnera et al. (1997), Allinne et al. (2009) a dal$ich byl také v
pokusu 1 (CR) zji§tén pokles koncentrace chlorofylu a a b (c, a cp) po ptisobeni mrazovych
teplot -3 a -5 °C. Reakce rostlin na pisobeni mrazové teploty se lisila v zavislosti na genotypu
a teploté. Nejmensi pokles koncentrace chlorofylu a i b byl pfi teploté -3 °C pozorovan u
genotypu PAC2, Kk nejvétsi redukci doslo u genotypu C148. Teplota -5 °C pak zpusobila
postupny pokles hodnot koncentrace chlorofylu a i b u vSech genotypu. Ackoliv teplota -5 °C
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zpusobila u vsech genotypu pokles hodnot c; a Cp nejen v terminu S1, ale i dale v pribéhu
pokles hodnot ¢, a ¢y, Na rozdil od teploty -5 °C vsak pfi -3 °C nedochéazelo (kromé genotypu
C148) k dalsimu poklesu c, a Cp béhem regenerace (S2 a S3), zaroven se ale hodnoty ¢, a ¢y

b&hem regenerace nezacaly postupné zvySovat a vracet na kontrolni uroven.

I presto, ze napi. vysledky pokusu Leipnera et al. (1997) potvrzuji rozdilny obsah
pigmentl u k nizkym teplotam citlivého a odolného genotypu, resp. nizsi koncentraci
pigmenti u citlivého genotypu, nelze vzhledem k nekonzistentnim vysledkiim pokusu 1 (CR)
jednozna¢né vyhodnotit, ktery zndmi testovanych genotypii muize byt povazovan za
odolny/citlivy k mrazovym teplotam. Stejny genotyp totiz reagoval z hlediska odolnosti
V porovnani s ostatnimi genotypy rizn¢ pii pusobeni teplot -3 a -5 °C. Napft. genotyp PAC2 je
mozné ve srovnani s ostatnimi genotypy povazovat pii pusobeni teploty -3 °C za nejodolnéjsi
(nejmensi redukce hodnot c, a Cp), naopak pii pusobeni teploty -5 °C se jevi jako nejméné
odolny k mrazovym teplotdm (nejvétsi redukce hodnot ¢, a Cp V terminu S3).

Stejné tak nelze posoudit, ktera z testovanych teplot méla celkové vétsi negativni vliv.
Pii teploté -3 °C sice byla napt. u genotypti C120 a C124 v terminu S1 zjiSténa vyznamnéjsi
redukce hodnot ¢, a ¢, nez pii -5 °C, avSak pfi teploté¢ -5 °C (na rozdil od teploty -3 °C)
dochazelo u pokusnych rostlin k dals$imu, vyraznému poklesu hodnot c, a ¢, b&hem
se projevil vyraznéjsi negativni vliv teploty -5 °C, naopak u genotypu C148 zplsobila tato
mrazova teplota celkové mensi redukci koncentrace chlorofylu a a b nez teplota -3 °C.

V pokusu 1 (CR) se tedy nepodaiilo pomoci metody méfeni zmén koncentrace
chlorofylu a a b vlivem piasobeni mrazovych teplot zhodnotit miru vlivu testovanych
mrazovych teplot na rostliny sledovanych genotypi slunecnice ro¢ni, ani zhodnotit tyto
genotypy z hlediska jejich odolnosti k mrazovym teplotam. Tato metoda je vSak casto
vyuZivanym a citlivym ukazatelem odolnosti rostlin k nizkym teplotam, jelikoz chloroplasty
patii mezi organely nejdiive a nejsilngji ovlivnéné plisobenim nizkych teplot (napt. Sowinsky
et al., 2005). Stanoveni koncentrace chlorofylti Ize s ohledem na vysledky pokust dalsich
autorti (Leipner et al., 1997; Allinne et al., 2009) obecn¢ doporucit pro sledovani vlivu
nizkych teplot, avSak je moZné, Ze u testovani plsobeni mrazovych teplot na rostliny
slunec¢nice ro¢ni by bylo vhodné zopakovat experimentalni stanoveni obsahu chlorofylu a a b
a vylouc¢it tak chybné provedené laboratorni zpracovani apod. a ptipadné pouzit jiny

metodicky postup, nez je extrakce pigmentli do acetonu a nasledné spektrofotometrické
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stanoveni koncentrace chlorofylu a a b. V takovém piipadé¢ by bylo mozné vyuzit napf.
nedestruktivni metodu méteni chlorofylmetrem SPAD 502 Plus (Konica Minolta Sensing,
Inc., Japonsko), jejiz podstatou je stanoveni obsahu chlorofylu v listech na zdklad¢

absorbance svételného zareni pii riznych vinovych délkach.
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Obr. 14. Vliv teplot -3 a -5 °C na koncentraci chlorofylu a (c,) u genotypu slunecnice ro¢ni

C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pied vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfeni;
(S1) méfeni 5 hod. po plisobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po pusobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou

praméry £ S. e. pro n = 3, prukaznost rozdilu byla testovana na hlading vyznamnosti o = 0,05 (Tukeyho test);

hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusi: pocet opakovani n = 3 (na 1 rostliné stanovena 1 hodnota), pocet jedinci:

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.
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Obr. 15. Vliv teplot -3 a -5 °C na koncentraci chlorofylu b (c,) u genotypt slunecnice ro¢ni

C120, C124, C148 a PAC2 - pokus 1 (CR).

Legenda: (a) -3 °C; (b) -5 °C. (C) méfeni 9 hod. pied vystavenim rostlin mrazové teploté, tj. kontrolni méfeni;
(S1) méfeni 5 hod. po plisobeni mrazové teploty; (S2) méfeni 3. den po pusobeni mrazové teploty, tj. 3. den
regenerace; (S3) méfeni 7. den po vystaveni mrazové teploté, tj. 7. den regenerace. Uvedené hodnoty jsou

praméry £ S. e. pro n = 3, prukaznost rozdilu byla testovana na hlading vyznamnosti o = 0,05 (Tukeyho test);

hodnoty sdilejici stejné pismeno nejsou statisticky prukazné rozdilné.

Podminky pokusii: pocet opakovani n

3 rostliny/1 genotyp/1 termin méfeni.

3 (na 1 rostliné stanovena 1 hodnota), pocet jedinci:
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6. ZAVER

6.1. Potvrzeni stanovenych hypotéz a spInéni cili prace

Cilem této prace bylo (i) stanoveni fyziologické variability vybraného souboru
genotypu slunecnice roéni (Helianthus annuus L.) z hlediska odolnosti k nizkym teplotam na
pocatku vegetativniho rustu a (ii) stanoveni nejrelevantnéjsich fyziologickych ukazatelt

odolnosti slune¢nice ro¢ni K nizkym teplotam na pocatku vegetativniho rustu.

Z vysledkt pokusi 1 (CR) a 2 (Francie) vyplyvaji rozdilné reakce testovanych
genotypt ve sledovanych fyziologickych charakteristikach v jednotlivych terminech jejich

meéftenti, tj. rozdily hodnot kontrolnich a hodnot ovlivnénych plisobenim mrazové teploty.

V terminu méfeni S1, tj. 5 hod. po plsobeni mrazovych teplot -3 a -5 °C - pokus 1
(CR) a 1. den ihned po plisobeni teploty -3 °C - pokus 2 (Francie), se ve vétsiné piipadi
projevil negativni vliv mrazové teploty. Tzn., ze doslo k redukci (napt. Py) nebo naopak ke
zvySeni (napf. RELy) hodnot sledovanych charakteristik. V pribéhu regenerace (S2 a
S3-pokus 1, S2 - pokus 2) se pak hodnoty postupné navracely na kontrolni wroven
(napt. Fy/Fm/C33, C98, C124 - pokus 2), zustaly na stejné arovni (napt. Pn/C120/-3 °C, -5 °C
- pokus 1) nebo dale klesaly (napi. W,/C124/-5 °C - pokus 1). V nékterych piipadech vsak
K prikaznym zménam sledované charakteristiky v terminech méfeni po pusobeni stresu

Vv porovnani s kontrolou nedoslo viibec (napi. Fy/Fu/vSsechny genotypy/-3 °C - pokus 1).

Za celkové nejodolngjsi k nizkym (resp. mrazovym) teplotdm je mozné povaZovat
v pokusu 1 (CR) genotyp PAC2. U tohoto genotypu bylo v porovnani s ostatnimi genotypy
zaznamenano nejmensi negativni ovlivnéni Py, Fy/Fm @ RELy, vlivem mrazovych teplot a
u zadné ze sledovanych charakteristik se neprojevil jako nejcitlivéjsi. Naopak za nejcitlivejsi
1ze oznacit genotyp C120, u kterého se projevil nejveétsi negativni vliv mrazovych teplot na
Pn, Fu/Fm @ RELy, a zaroven tento genotyp nebyl u zadné charakteristiky vyhodnocen jako
nejodolngjsi. Ostatni genotypy reagovaly v pokusu 1 (CR) jako nejodolnéjsi/nejcitlivéjsi napt.
jen u jediné charakteristiky, vV porovnani s ostatnimi genotypy reagovaly stiedn¢ odolné, nebo
reagovaly u jedné charakteristiky jako odolné (C124: ¥,) a soucasné u jiné jako citlivé (C124:
RELy). V pokusu 2 (Francie) pak nebylo z divodu zna¢né nepriikaznosti vysledki mozné

urcit odolnost sledovanych genotypii k mrazové teploté.

V pokusu 1 (CR) se rovnéz potvrdila rozdilnost reakci mezi testovanymi genotypy pii

pusobeni mrazovych teplot -3 a -5 °C i odlisné reakce jednoho genotypu na pilisobeni dvou
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mrazovych teplot. K vyznamnéj$im zméndm sledovanych charakteristik doslo po pisobeni
mrazové teploty -5 °C, pouze u koncentrace chlorofylu a a b byl vliv teploty nejednoznacny a
nelze posoudit, kterd z mrazovych teplot méla vétsi negativni vliv na testované genotypy.

Byly tedy potvrzeny stanovené hypotézy, a to ze:

1) mezi vybranymi genotypy slunecnice ro¢ni se pfi plsobeni stresu nizkou teplotou
na pocatku vegetativniho rlistu projevi rozdilné reakce ve sledovanych
fyziologickych charakteristikach (vliv genotypu) a

2) vybrané genotypy slunecnice ro¢ni budou reagovat rozdilné¢ na pisobeni riznych
nizkych (resp. mrazovych) teplot (vliv teploty).

Stejn¢ tak se podafilo vyhodnotit, ktera ze sledovanych fyziologickych charakteristik

je relevantnim ukazatelem pro studium fyziologickych reakci a odolnosti rostlin slunecnice
ro¢ni pfi plisobeni testovanych mrazovych teplot na pocatku vegetativniho ristu, tj. byla

potvrzena posledni hypotéza:
3) lze stanovit relevantni fyziologické ukazatele odolnosti sluneénice ro¢ni kK nizkym
teplotam na pocatku vegetativniho rustu.
Na zékladé vysledkt pokusti 1 (CR) a 2 (Francie) i piedeslych experimentii dalsich

autort lze jako nejvhodnéjsi fyziologické ukazatele oznadit:
e stanoveni rychlosti Cisté fotosyntézy (Py),

o fluorescenci chlorofylu a: potencialni fotochemicka efektivita elektronového

transportu ve fotosystému II (Fy/Fy),

e hodnoceni vlivu nizkych teplot na fyzikdln&-chemicke vlastnosti bunéénych membran

a nasledné zmény v jejich propustnosti pomoci relativniho vytoku elektrolytti (REL),
e stanoveni osmotického potencialu (Wy).

Ackoliv se z vysledki méteni vodivosti priducht (gs) a koncentrace chlorofylu a
a b (Ca o) (pokus 1 - CR) nepodatila dovodit mira odolnosti sledovanych genotypii
k ptisobeni testovanych mrazovych teplot a u koncentrace chlorofylu a a b ani vliv
mrazoveé teploty, je mozné tyto metody obecné povazovat rovnéz za vhodné fyziologické
ukazatele odolnosti rostlin k nizkym teplotam. Pouze jako dopliikovou metodu pro hodnoceni
vlivu nizké teploty na rostliny slunecnice ro¢ni lze doporucit méfeni rychlosti transpirace (E).
Naopak nevhodnym fyziologickym ukazatelem je stanoveni zmén hodnot WUE.

Prvni cil prace byl splnén pouze &asteénd. A¢koliv jsme v pokusu 1 (CR) prokézali

fyziologickou variabilitu vybraného souboru genotypu slune¢nice ro¢ni kK nizkym teplotam a
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stanovili nejodoInéjsi a nejcitlivéjsi genotyp (PAC2 a C120), v pokusu 2 se vyhodnotit
odolnost sledovanych genotypt k nizkym teplotam z divodu zna¢né neprikaznosti vysledki
nepodafilo. Na zakladé vysledki pokust 1 (CR) a 2 (Francie) jsme stanovili nejrelevantn&jsi
fyziologické ukazatele odolnosti slunenice roéni Knizkym teplotim na pocatku

vegetativniho rastu, druhy cil prace byl tedy zcela splnén.

6.2. DalSi rozvoj védni discipliny a doporuceni pro praxi

Vysledky prace mohou piispét k lepsimu pochopeni mechanismi odolnosti a tolerance
vaci nizkym teplotam U sluneénice ro¢ni (resp. rostlin obecné). Je vSak nezbytné pokracovat
v dalsi experimentalni Cinnosti v laboratornich podminkach a nésledném ovéteni ziskanych
vysledkl v podminkéach polnich, kde by vySe uvedené relevantni fyziologické ukazatele, t;.
rychlosti ¢isté fotosyntézy (Py), fluorescence chlorofylu a (F\/Fn), relativni vytok elektrolytt
(RELy,), osmoticky potencial (W), vodivost praduchu (gs) a koncentrace chlorofylu aab
(Ca, Cp), byly vyuzity pro stanoveni vlivu nizkych teplot a odolnosti u slunecnice také pii
jiném rozmezi mrazovych (pfip. i chladovych) teplot, v riiznych terminech méteni vybranych
fyziologickych charakteristik apod. Vyhodou téchto fyziologickych ukazatell je to, ze se
jedné o metody pro obsluhu relativn€ jednoduché, ale zaroven spolehlivé a presné.

Nejodolng€jsi genotypy pak mohou byt vyuzity jako geneticky zdroj pii Slechténi
novych genotypt slunecnice ro¢ni z hlediska odolnosti k nizkym teplotam. Pro lokalizaci
geni na chromozomu je mozné vyuzit genetickych metod, jako napf. QTL. K nizkym
teplotam odolné genotypy je pak mozné vyuzit rovnéz piimo v agronomické praxi. Budou-li
nalezeny takové genotypy, které umoznuji zménu péstebniho cyklu slunecnice (posunuti
vysevu k ¢asngj$im termintim), pak bude nutné inovovat pro tento Ucel péstitelské metodiky

slunecnice, ve kterych budou zohlednény podminky casného vysevu.
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