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1 Uvod

Problém nedostatku pitné vody v globalninktitku je v posledni dabvelmi
diskutovanym tématem. Spolu &&dvanym zvySovanim teploty ovzduSiiivabavany
stav globalniho ekosystému v blizké budoucnostpiddpovidan mnoha konferencemi
a wdeckymi studiemi (nap IPCC 2007 - Intergovernmental Panel on Climatar@je).
Skodlivé disledky nedostatku vody natst rostlin mohou byt sicesasteéns
kompenzovany zvySenymiipunem CQ z ovzduSi, festo je dopad na potravinové
zdroje v podst&tnevyhnutelny (Lobelét al. 2008).

Na mnoha mistech na&w se nedostatek pitné (ale i uzitkové sladké) vaéyés
jiz velmi zavaznym az fatalnim a Gzce souvisi sdestostouci lidskou populaci.
Morisonet al. (2009) v jedné ze svych praci u¢dze v globalnim réitku je vyuZzito
80-90 % veSkeré pitné vody v zé&milstvi, wWtSinou na zavlazovani rostlin. Kazdée
procento zvySenidinnosti vody rostlinami by mohlo vyragmmirnit nedostatek vody.

Péstovani plodin vyslecBhych na vysokou miru ¢innosti vyuZziti vody je
jednim z nagnych feSeni (Condoret al. 2004). Vyzkum v této oblasti saqvazri
zametuje na gstovani rostlin (zejména obilovin) v suchém piedt, neb6 sucho je
hlavnim faktorem, ktery ovliwje vynos, v pipacd obilovin vynos zrna. ZvysSeni
vynosu zrna f zachovani fixni spdeby vody, a tedy i zvySentimnosti vyuziti vody,
je zasadni pro posileni &@vé produkce plodin a tedy i dostupnosti potrafhfisra
et al.2010).

Pro &inné Slechtni je nezbytd nutné porozuwt zdkladnim vztalm mezi
piijmem vody a ukladanim uhliku do biomasy rostlinmadlekularg-genetické Urové
az po agronomické podminky, ve kterych dané plodiostou. Je daleréba najit
mefitelné vlastnosti rostliny spojené &idnosti vyuZziti vody a geny, které tyto
vlastnosti podmiuji. V sowasné dob se zd4, Ze onou vhodnou vlastnosti by mohla byt
tzv. diskriminace stabilniho izotopu uhlikéC. Identifikace a lokalizacef{slusnych
geni je predmetem mnoha probihajicich vyzkuin nicmér objevuji se jiz prvni
uspesneé vysledky, jak bude uvedeno daleislpsné kapitole.

Snahou této prace bylo @it dale vys¥tleny vztah mezi diskriminaci izotopu
uhliku *C a Ginnosti vyuZiti vody na konkrétnich genotypech wibil Jednotlivé cile

prace jsou rozepsany v kap. 3 Cile prace.



2 Literarni p fehled

2.1 Stabilni izotopy

Prvky v @irodk secasto vyskytuji vitznych izotopech neboli nuklidech. 1zotopy
urciteho prvku maji stejny et elektror i protoni, liSi se vSak p&iem neutroi
v jade. Jejich ozngni se tedy liSi vtzv. nukleonovéttisle tj. sodtem protori
a neutroi (nag. pro uhlik:**C a'®C). Znamena to, Ze chemické vlastnogtinych
izotopi daného prvku jsou vesis totozné, ale izotopy se liSi svoji atomovou
hmotnosti. OdliSné chovani izotose tedy projevuje u vSech fyzik&tohemickych
jevi, které pimo souviseji s atomovymi, resp. molekulovymi hnostmi (nap.
hustota, molarni objem) a déle u v3echijekde je rozhodujici rychlostastic (nap.
difuzni pochody, vypavani, asimilace uhliku apod.).¢keré izotopy se rozpadaji za
uvolovani (emise) ttznych ¢astic. Ty nazyvame radioizotopy. Stabilni izotopy s
naproti tomu nerozpadaji, tedy neemituji Zadnéerdd Jejich zastoupeni v daném
uzaweném systému je stalé (ffaCabicar 1983). Zab. 1 je patrné, zeéSi izotopy
daného prvku jsou zpravidla vz&gsi a vyskytuji se v nepatrném mnozstvi oproti

lehgim.

Tab. 1: Pimérné relativni zastoupeni stabilnich izoidgavnich biogennich prik Upraveno podle
Sulzman (2007).

Prvek Izotop MnoZstvi (%)
Vodik H 99.985
’H (D) 0.016
Uhlik c 98.892
B¢ 1.108
Dusik N 99.635
N 0.365
Kyslik 0 99.759
Yo 0.037
) 0.204
Sira %3 95.00
¥s 0.75
¥s 4.21
%3 0.014




2.1.1 Historie vyzkumu stabilnich izotop 4 v rostlinach

Vyzkum stabilnich izotop se z&al rozvijet kolem poloviny 30. let 20. stoleti
| presto, Ze dkaz existence izotdppodal jiz v roce 1912 J. J. Thomson (Cabicar 1983)
Zkoumani izotopového slozeni hmoty probihalo nejpwoblasti geologie a az poté
pieSlo do biologickych &d, resp. ¥dy o rostlinach. Milnikem v této oblasti bylo
vyvinuti moderniho izotopového hmotnostniho speketiu (IRMS,isotope ratio mass
spectrometgr ktery umoznil pesné ndeni relativnino mnozstvi lehkych neli@kych

forem izotofm prvka — nag. vodiku, kysliku nebo uhliku (Ehleringer a VogéPB3).

Pomoci hmotnostniho spektrometru Nier a Gulbran€E989) jako prvni
odhalili, Ze &7&i izotop uhliku™C je mirré ochuzen v rostlinach oproti anorganickym
materialim, jako nap. vapenec. Pozjl se ukazalo, Ze obsdfiC je izny ve devech
odliSnych rostlinnych druh DalSi vyzkumy se sousdily na objaséni otazky, pro je
obsah™C v rostlindch sniZen oproti substratu (O@ vzduchu). Zrma obsahu®C
pomohla i k objastni principu fotosyntézy u Lrostlin, které jsou obe&énmeére
mechanismem (Ehleringer a Vogel 1993). Z&aeajni v této oblasti Ize povaZzovat
vyzkumy Grahama Farquhara, Marion O’Learyho a Be¥ayho (1982), ktié objevili
souvislost mezi izotopovym zastoupenim uhliku ukkétnich rostlin a koncentraci
CO, v meziburénych prostorech. Farquhar (1984) poté poukazaktbesouvislosti by

N 1

bylo mozné vyuZit pro selekci genotyp vyssi dinnosti vyuzivani vody.

2.1.2 Frakcionace izotop U uhliku

Uhlik se v pirod vyskytuje ve forms dvou stabilnich izotop **C a**C. Mimo
to jsou u uhliku znamy jeStdva radioaktivni izotopy’C a*'C, které se rozpadaji.
Veskeré nasledujici pojednani se bude tykat paabdrsich izotoy.

Ze dvou stabilnich izotdptvoii °C piblizng 1,1 % ze vdech atamuhliku
v pifrods. Na C pripada tedy asi 98,9 %.i&snym mdfenim v hmotnostnim
spektrometru se stanovuje obsah izétepvyjaduje se jako tzv. izotopovy pamR

definovany podle O"Learyho (1993) jako:

_"Co, (1)
12002




pro obsal®C v CQ,, nebo podle Sarittka (2010) jako

13
C
R=4—4 2
C
kde lomené zavorkyipdstavuji koncentraciifslusného izotopu v jakékoli latce. Pevné
materialy (napp susina rostlin) jsou pro IRMS analyziepadny na CQ spalovanim
nebo specialnimi enzymatickyichemickymi metodami.

Pro zjednoduseni se hodn®yszné pievadji na hodnotys™*C:
oC=-2-1, (3)

kdeRa je izotopovy pordr **C/2C zkoumaného vzorkuRs poner standardu (Farquhar
a Lloyd 1993, O’Leary 1993).8&n¢ se nasobs'*C tisicem, a je tedy bezrozmécislo
uvacné v jednotkach promile %.. Jako standard slouzhalnorni vapenec z tzv. Pee
Dee formace v Jizni Karokn pochazejici ze schranek belenini{Belemnitella
americana, v literatie ozn&ovan jako PDB. PDB ma hodnoRg 0,01118.5'*C tedy
vyjadiuje relativni odchylku zkoumaného vzorku oproti tam standardu. Podle
Farquhara a Lloyda (1993) se hodn®tC rostlinného materialu pohybuji mezi -8,9 %o
az -30,1 %o a hodnota atmosférického ;Qfdsahuje -8,0 %o. Siroké rozmezi hodnot
8°C u rostlin je dano druhem rostliny a zejména paotkanii jejich fistu. Mira
ochuzenf3C v atmosférickém vzduchu se kazdym rokem zvyZujelifota je stale vice

zaporna) v pimeru o -0,028 %o v dsledku spalovani fosilnich paliv a odiesani.

Hodnoty™C v maich a pobeZnich ekosystémech znéiaje Obr. 1. Cim vice
je 8'3C zaporna, tim ménobsahuje &kého izotopu*C oproti standardu, jak ukazuje
vztah (3).
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Obr. 1: Orienta&ni hodnotys**C v mdaském ekosystému. Upraveno podle Satki - studijni texty

kurzu Stabilni izotopy. Nepublikovano.

Variabilita izotopového potiiu R a hodnotd**C ukazana WObr. 1 vyjaduje
skute&nost, Ze izotopy nejsou \ipod zastoupeny stefn— dochazi k tzv. frakcionaci
izotopu, tj. ke zriné porreru téZkého a lehkého izotopuelhem syntézy neborgmeny
latky. Frakcionace se vyjade tzv. izotopovym efekterm a je definovana jako pam
izotopovych porari reaktantu i) a produktu ) (Farquhar a Lloyd 1993):

_R
a—R . (4)

P
Izotopovy efekt (resp. izotopova frakcionace)uz@m byt dvojiho typu:
termodynamicky a kineticky. O nich pojednavaji edsijici kapitoly. Frakcionaciip

dil¢ich fyzikélns-chemickych procesech se podrépprabyva az kapitola 2.1.2.4.
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2.1.2.1 Kineticky efekt

Ke kinetickému efektuokinetic) dochazi tehdy, kdyz je rychlost chemické reakce
citivh na hmotnost atomu reagujici¢astic. Pro konkuremi izotopy uhliku Ize tento
efekt vyjadit jako

k K
C_A —>1Cc_B a 13 _ A —> 3¢ _B,

Vztah (4) pro izotopovy efekt Ize pak vyjitdako pongr rychlostnich konstant:

Qinetic = % (5)
Do skupiny kinetickych efelitpati frakcionace Bhem difuze — tzv. difuzni efeki).
Lehké izotopy jsou obeénvice pohyblivé nez jejichezké prokjSky, izotopovy efekt je
pak pondr jejich difuznich koeficierit (D12/D13). Pro dva plyny v binarni difuzni

sousta¥ (jeden plyn difunduje do druhého) pak plati nasjed vztah:

_ DlZCOZ _ mlSCOZ leCOZ + m,

it =5 T\m M, + ’ 6)
co, 2Co, 5o, m,;,

kde m piedstavuji molekulové hmotnostiCO, (m = 44),*°CO, (m = 45) a ,molekuly*

vzduchu (i = 29).aqi pro difuzi suchého vzduchu pak vychazi 1,0044 (Va§&0),
coZ ukazuje na to, Ze difuZéCO, je 0 4,4 %o pomalejsi neZ difuZéCO,. Tento

izotopovy efekt neni zavisly na teplod je obecé nizsi v kapalindch nez v plynech.
Difuze kapalinou totiz vice zavisi na objemu nezhmaotnosti difundujici molekuly
(Farquhar a Lloyd 1993).

2.1.2.2 Termodynamicky efekt

Termodynamicky efektagqom) Se tyka vratnych reakci nebo soustav o dvou Hazic

Rovnovazny stav fizeme vyjatit vztahem:

k
A ﬁkl B,
2
kde A a B predstavuji odliSné chemické latky (reaktant a produakbo odlisné faze.

Odvozenim ze vztahu (4) dostaneme pro izotopowt efgaz:

12



aequ = & ' (7)
Ry
Napr. izotopovy efekt hydratace GOCO, + HO =—= H,CO; je
Bcrc(co

eqom = Bcic(H,co,)

Pri 25 °C vychazi hodnot@eg,mna 1,011 (Mook et al. 1974), zteho? se d& odvodit, Ze
obsah™C je 0 11 %o vy38i v produktu ¢80Os;) neZ v reaktantu (COrozpuny ve
vodk). Termodynamicky efekt je na rozdil od kinetickéeplotré zavisly, da se tedy
ocekavat teploté zavislou i frakcionace dnem rovnovaznych katalytickych reakci
(Farquhaet al. 1989a).

2.1.2.4 Slozky izotopové frakcionace v rostlinach

Pro pochopeni procesu frakcionace izotdf@ v rostlindch je nutné stanovit
hodnoty frakcionaci v dilch fyzikalré-chemickych procesech, kterétigpivaji
k celkové hodndt frakcionace. Procesy souvisi s fotosyntézou ahejehled udava

Tab. 2. Jejich strénym vyswtlenim se zabyva text dale.

Tab. 2: Frakcionacé®C v procesech souvisejicich s fotosyntézou. Patitiednoty frakcionace zith
e produkt je ochuzen'dC ve srovnani s vychozim stavem a naopak - oboh@tergativni hodnet

frakcionace. Upraveno podle O’Leary (1993).

Proces Frakcionace (%o)

Rozpou&ni CG ve vod 1,1
Hydratace C@(na HCQ) -9,0

Difuze CQ ve vzduchu (a skrz pduchy) 4.4
Difuze CQ ve vodnych roztocich 0,7
Samovolna hydratace GO 6,9
Karboxylace enzymem PEP-karboxylaza 2,0
Karboxylace enzymem Rubisco 29,0

Podle O’Learyho (1993) vykazuji difuzni procesy @ke malou izotopovou
frakcionaci. Je zjsobena pomalejsim difuznim pohybéf€0, oproti **CO,. Difuze
CO, rozpustného ve vod vykazuje jedt nizSi frakcionaci nez ve vzduchu. Nizsi
rozpustnost*CO, ve vod oproti *?CO, zpiisobuje frakcionaci&em rozpousni plynu
a jeji hodnota dosahuje 1,1 %.. Vyrazné hodnoty tppdedchozim maji vSak
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enzymatické procesyshem fotosyntézy zpragtdkované pomoci enzymu Rubisco
u G; rostlin a PEP-karboxylaZyi G, rostlin.

Studiem izotopovych frakcionaci spojenych s enzickwt katalyzovanymi
reakcemi se zabyval napO’Leary (1989) nebo Cleland (1982, 2003). Rubisco

katalyzuje prvni krok ve fixaci CQu G; rostlin:
CO, + RuBP — 2 3-PGA’ 9)

Brzy bylo zjiS€no, Ze frakcionace #gobena timto enzymem je zdrojem vyrazné
frakcionace zji&né u G rostlin. Vysledky mnoha #ieni ustalily hodnotu frakcionace

enzymu Rubisco na 29-30 %o.

Patateni karboxylace u € rostlin je zajifovdna PEP-karboxyldzou, ktera

katalyzuje reakci:
PEP + HC@ — OAA® + P. (10)

Frakcionace $ samotné enzymové karboxylaci je 2 %o, nickhé@mzym zde nevaze
CO, ale HCQ'. i hydrataci CQ na HCQ™ dochazi k frakcionaci -9 %o, kterd musi byt
do celkové hodnoty zaptena. Frakcionace ip fixaci CO, z plynné faze i®es
PEP-karboxylazu poté vychazi -5,7 % (O Leary 1998).zapdteni frakcionace i
difuzi CQO, praduchy a hrarini vrstvou nad listem vychazi, ze, @stliny jsou jen
nepatr ochuzené §°C oproti substratu (tj. COve vzduchu).

2.1.2.5 Teorie celkové izotopove frakcionace u C 3 rostlin

Predchozi kapitoly pojednavaly o frakcionacich \idih procesech, které dwji
vyslednou frakcionaci rostlin. Jiz Craig (1953) poznal, Ze hlavnimi dujicimi
procesy jsou difuze (skrz {muchy) a karboxylace. Nasledné zjitit Ze
PEP-karboxylaza a Rubiscotgobuji velmi odliSnou frakcionaci, dalo vznik tepée
praw tyto rozdily mohou byt zodp&dné za rozdily mezi £a G rostlinami
(Whelanet al. 1973). Nasledné upravy poté tuto mysSlenkavedli do kvantitativé

prijatelnych forem, jak uvadi nasledujici text.

! Rubisco (RuBisCO) = ribul6zabisfosfatkarboxylazagenéza.

2 PEP-karboxylaza (PEPc) = fosfoenolpyruvatkarbaxg| PEP = fosfoenolpyruvat
® RUBP = ribul6zabisfosfat

* 3-PGA = 3-fosfoglyceréat

® OAA = oxalacetat

14



Transport CQ@ z vrgjSiho prostedi az po zabudovéani do rostlinnych sacliajed
mozné znazornit pomoci nasledujiciho schématu (@yL£993):

difuze karboxylaci
CO, (VrRj§l) =—— CO, (vnitinij) —> R-CQ'.  (11)

V prvnim kroku CQ difunduje skrz pkduchy do vnitniho prostoru mezofylu a béi,
ve druhém kroku je nevrainfixovan v procesu karboxylace. lzotopova frakcioma
spojena s difuzi je 4,4 %o, zatimco karboxylaci ur@stlin odpovida 29 %o, jak bylo
uvedeno #ive. Berme v Uvahu dva extrémni stavy. V prvniifpgE jsou phaduchy
témei uzaveny, celkovy pijem CQ je limitovan difuznim procesem a koncentrace
CO, uvnitt listu je tedy nizka. Zaéthto podminek je ip karboxylaci fixovan veskery
dostupny uhlik a frakcionace se tedy &meprojevi. Jeji hodnota dosahujébpzné
4,4 %. Celkova frakcionace (ochuzeni '8C) vzhledem k atmosférickému GO
vyjadrena pomoct'C biomasy rostliny vychazi pak -12 %o [(-8) + (-4,4)a druhou
stranu, pokud jsou pduchy oteveny, dosahuje koncentrace £0Ovnitt listu tengf
koncentrace wWjSi a dochazi zde ke snadnénienpsu CQ mezi vrgjSim a vnitnim
prostorem. Vtomto ifpack se neprojevi difuzni frakcionace ale karboxgia
Frakcionace listu se bude blizit hodheB8 %o [(-8) + (-30)]. Podle O Learyho (1993)

se chovani rostlin v praxi pohybujeékae mezi &mito dwma extremy.

2.1.2.6 Rozdily mezi C 3 a C4 rostlinami

V piipadt otewenych ptiduchi Ize za vyuZziti vztain (9) a (10) odvodit, Ze uLC
a G, rostlin dochazi k opgmému efektu frakcionace, nabgievazuje frakcionace
enzymova (karboxytani), ktera je u obou typrostlin odliSna. Rizkumy ukazaly, ze
hodnoty izotopovych po#ni C; a G, rostlin spadaji do dvou n&gkryvajicich se
kategorii (Smith a Epstein 1971).

Jeden z fiklada distribuce hodnot ukazuj®br. 2 na skupig trav. G druhy
dosahuji hodno8™*C mezi -22 %o a -34 %o, zatimco,@ruhy mezi -9 %o a -16 %o.
Tento rozdil jasé ukazuje na odliSné metabolické drahy. U CAM rasfie pohybuje
8'3C na rozmezi mezi hodnotami prg £C, spide se ale vimméru blizi hodnotam ¢
(Vogel 1993).
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Obr. 2: Histogram obsahtiC 351 drufi trav s¢elediPoaceaeUpraveno podle Vogel (1993).

2.1.3 Izotopové diskriminace

Izotopové sloZeni vyjaené pomoci relativniho zastoupefiC vzhledem ke
standardw, které je typické pro geologické a geochemickéyy neni pro biologické
prace praktické, proto byl zaveden termin izotopdigiriminaceA (pro**C pakA®®C).
Ta se definuje jako odchylka izotopového efektujedhnicky (Farquhar a Richards
1984):

A:a—lz%—l (12)

p

kde R, predstavuje izotopovy pognuhliku v CQ vzduchu,R, pomer v susirg rostliny.
Oproti & je A v pripads ochuzeni 0°C kladn& a nezavisla ani na izotopovém sloZeni
standardu ani vzduchu. Vztah mazas mizeme vyjatit vyrazem:

A= J,-9,

= (13)
1+ Jp

kde 6, adp jsou relativni odchylky izotopoveho slozeni odhslardu (viz vztah (3)) pro

vzduch a susinu rostliny. Vysledkentedchozich vztahje malé kladné bezrozmé
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¢islo, které se z praktickychidodi, stejré jako 8, nasobi tisicem a vyjégie se jako
promile %.. HodnotyA**C u G rostlin se Bzn& pohybuji mezi 18 aZ 32 %o (viz dale).
Vyjadiovani izotopové frakcionace pomoai je vyhodné i proto, Zze pokud
chceme znat vyslednou diskriminaci po &gdoucich proces (v sérii), mizeme
jednotlivé izotopové efektyctat. Pro pesny vypdéet se vSak kazdy dil efekt musi
vazit relativnim rozdilem koncentraci gQtery dany proces provazi. Timtoispbem

se d& odhadnout vysledna diskrimindi@ v G; rostlins (Farquhaet al. 1982).

Farquhar et al. (1982) dale provedli zjednoduSeni odvozené formule
a publikovali prakticky pouzitelny vztah:

ABC = a+(b—a)[—|(c:—i, (14)

a

ve kterém je diskriminace zavisla pouze na koneentCQ uvnitt listu ¢, resp. na
pomeéru vnitini a vrgjSi koncentracei/c,. Konstantya ab predstavuji izotopové efekty
difuze @ = 4,4 %o) a karboxylace enzymem Rubisba=(29 %.). Vztah byl mnohokrate
oveien a je pijiman jako platny (viZObr. 5A).

Santicek (2010) uvadi dv razna pouziti vztahu (14). Jednimube byt
stanoveni koncentrace GQvnitt chloroplast a odhad miry limitace vritich struktur
listu pri fixaci CO,. Druhé pouziti se tyka selekce rostlin na vyg#inbst vyuziti vody,

o kterém bude pojednavat kap. 2.2.3.3 této praetalv(14) ukazuje mechanismus,
jakym hodnotaA’*C odrazi podminky, za kterych list rostl. Za siejakdy pfiduchy

a dalSi transportni drahy v listu budou mit nekRoderelkou vodivost, bude se hodnota
G bliZit c.. Potom seA’C bude bliZit hodnétb (29 %o). To niiZe nastat vifpads
dostatku vody. V opaém gipadt, nag. pii chronickém stresu suchem, kdyaguchy
izoluji vnitiek listu od okoli, bude; velmi malé a A™C se bude bliZit hodnot
a (4,4 %0). O této zavislosti ale z pohledu frakciomdaylo také pojednano v kap.
2.1.2.5.
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2.2 Uginnost vyuziti vody rostlinami

2.2.1 Historické aspekty studia U €innosti vyuziti vody

Jiz od 19. stol. se objevovaly snahy poroZzumwztahu mezi spéeébou vody
rostlinami a jejich celkovou produkci. Ekologové zsabyvali otdzkou, jak se tyto
parametry liSi mezi listy nebo jinyndastmi rostliny. Zejména pak zkoumali, jak se ve
struktue a fyziologii rostlin odrazi sezénni dostupnostiw¢Ehleringeret al. 1993).
Pionyrské prace v této oblasti publikovali hapchimper (1908) nebo Warming (1909).
Zemedelské vyzkumy, jejichz hlavnim cilem bylo zvySeniogukce plodin, se
zamerovaly na studium nérdgkSirokého druhového spektra plodin na vodu. Rostlin
byly péstovany v nddobach a geym meétenim byly zaznamenavany jejich sfadty
vody a jejich @ist (nap. Briggs a Shantz 1912). Zchto studii z&inalo byt jasné, Ze
existuje znané kolisani ve vztahu mezi spethou vody a produkci biomasy. Aniz by
byly znamy fyziologické ficiny téchto odliSnosti, byly rostliny rozteny do dvou
odliSnych skupin (dnes ozémvané jako @ a G, rostliny). Pozdji bylo zjiSteno, Ze se
mohou vyskytovat vyzrimé rozdily ve vySe uvedeném vztahu dokonce i mezi
jednotlivymi kultivary ugitych plodin.

V dnesni dob se pole fyziologickych fistupi jiz bézn¢ kombinuje s vysledky
izotopové analyzy uhliku, ktera se stala velmi vimd metodou ke stanoveni vztahu
mezi ziskem uhliku a sp@bou vody v rostlinach (Farquhetr al. 1989), tedy k ré&eni
acinnosti vyuziti vody, v literatte zkracované obeé&nako WUE (z anglického terminu

water-use efficiency).

2.2.2 Vyuziti vody rostlinou a jeho vztah k rychlos  ti fotosyntézy

Vztah mezi ztrdtou vody austem suché hmoty rostliny je dan zejména
spolé&nou drahou C@a vody kEhem fyziologickych proces Kazdé otevirani fiduchi
usnaduje gijem nového C@ale znamena také zvySenou ztratu vody. Naopakatd p
pii zawenych péiduSich. Zjednodusénzefici, Ze nedochazi ke ztratam vody ale ani se
neasimiluje Zadny novy uhlik da&la rostliny. Na drovni listu zahrnuji toky vody
a uhliku fotosyntetickou fixaci CQ A, métenou jako mnozstvi absorbovaného ;CO
a transpiracE méienou jako mnozstvi z rostliny vyfemé vody. Oba procesyieme

kvantitativreé vyjadiit v analogii s Ohmovym zakonem:

18



E=vig (15)

g
A=(c, Ci)E'l—G, (16)

kde v je rozdil tlaki vodni pary mezi listem a atmosférodlahy celkovym
atmosférickym tlakemg je difuzni vodivost pro vodni paru a konstanta j& ongr
difuzni vodivosti vodni pary a GQr klidném vzduchuc, ac; jsou vrEjSi atmosféricka
a vnitni listova koncentrace GQEhleringeret al. 1993).

Okamzita @innost vyuZziti vody listem WUE (instantaneous water-use
efficiency je definovana jako poén fotosyntetické fixacé\ a transpiracé&:

C
WUE :é :—Ca. (17)
E 160¥

Ze vztahu (17) je patrné, Ze hlavni fyziologickyrgraetr, na kterénWUE
zavisi, je porar vnittni a vrEjsi koncentrace COc/c.. Cim budec; mensi, tim bude
WUE vysSi.

2.2.3 Metody m éreni WUE

WUE lze nefit nékolika metodami zahrnujicimi ipmé& i nepima meieni.
Vysledky realné é&innosti se casto |iSi od jednoduchého teoretického wpo
odvozeného vySe, powadz konkrétni hodnotAUE zavisi na integraci ips ¢as

a prostor — tj.do rostliny (Santicek 2010).

2.2.3.1 Gazometrickd m éreni na Urovni listu

Gazometrickeé fistroje mohou r&it v redlnéméase okamzitou dinnost vyuziti
vody WUE, tj. pontr fotosyntézy a transpiracd®E. Méreni se dnes obvykle provadi
automatizovanymi ignosnymi pistroji (nag. Li-6400 firmy LiCor, USA). Principem
jejich prace je detekce zmy koncentrace CfOa vodni pary v proudu vzduchu kolem
listu, ktery je hermeticky uz#@en v komde (Obr. 3). Vyhodou &chto gistroja je
znana automatizace, nevyhodou krdfmancnich naklad velka variabilitaA i E mezi
listy jedince i individui daného druhu agobend ontogenezi, genetickou variabilitou
i proménlivosti vrgjSich podminek (Sarittek 2010).
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2.2.3.2 Méreni WUE celych rostlin vaZzkov &

s s

M¢étreni WUE celé rostliny se vice blizi realnym podminkam meéédchozi
metoda. Provadi se pomoci nadobovych pokuspolaizenych (skleniky) nebo
i polnich podminkach (lyzimetry). Princip &ieni spdiva ve zjiSéni celkového
mnoZstvi vody spa¢bovaného rostlinou za celé vegaieobdobi a celkového mnozstvi
uhliku akumulovaného e rostliny za stejné obdobi. Spelhovana voda se obvykle
Zjistuje vazenim jako celkové mnozstvi zalivkové vodgpkynd se zamezi vyparu
z povrchu fdy v nddobach (nd@pperlitem nebo vhodnym zakrytim). Nadoby se vazi
na vahach, kde se dapie zéalivkova voda. V lyzimetrech se sfgita vody zjisuje
jako rozdil srdZzek a odtoku vodyiugakem OQObr. 4). K vypoctu mnozstvi uhliku
fixovaného rostlinou slouzi hmotnost jeji susSingked se ke stanoveni pouziva i susina
koreni, miZzou se vyskytnout komplikace s némgm vyplavovanim substratu z iemi

a nefesnosti stanoveni vidledku ztraty jemnych Kinka (Santficek 2010).

zdroj
fotosynteticky
aktivni radiace

michani
vzduchu

teploty listu pritokomér

regulace
teploty vzduchu
v komofe

J——eato

na vodu

J gidlo

na CO;

Obr. 3: Schéma ota@eného gazometrického systému préieni rychlosti transpirace a rychlosti
asimilace CQ@ Prevzato z Prochazlet al. (1998).
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srovnavaci trubice
pro korekci na teplotu
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hmotnosti kontejneru
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s pldou

gumové "polstare"
vyplnéné nemrznouci smési

Obr. 4: Princip n&ieni (evapo)transpirace lyzimetrentePzato z Prochazlket al. (1998).

2.2.3.3 Méreni WUE pomoci izotopové diskriminace uhliku

Predchozi pimé metody rreni WUE jsou v praxi velmi komplikované
a vysledky jsou &dy zna&né variabilni. Farquhar a Richards (1982 a 1984) qrot
navrhli zastupnou valinu, vhodnou pro stanoveM/UE u velkého mnoZstvi rostlin.
Touto veltinou je diskriminace&kého izotopu uhlikd®C pri fotosyntéze rostlin (viz
difve). Na zaklad vztahi (14) a (17) usoudili, ZeA'C v susig rostlin by ngla
korelovat s okamZitoudinnosti vyuziti vodyWUE. Z&sadnicdsti obou vztah je totiz
pomsr vnitini a vrEj$i koncentrace COci/c.. Diskriminace A™C je pimo Gmerna
tomuto pondru, zatimcoWUE je Un¥rn& nepimo. Z toho se d& vyvodit, 2&C
aWUE by meély byt také nepimo unerné. Tato hypotéza byla &ovana mnozstvim
experimeni a mezi vysledky fevladaji takové, které n&mo Gmerny vztah A°C
aWUE potvrzuji (nap. Condonet al. 2004, Lazaet al. 2006, Morisonet al. 2009).
Jeden zfkladi ukazuje Obr. 5B. Nahrazeni slozitého #&eni WUE hodnotou
diskriminaceA™C je lakavé i proto, Ze izotopovy signal biomasyirgegruje po celou
dobu Zivota rostliny. Odpada tak rigemny efekt variability hodnoWUE. Vzorky
suSiny je navic mozno prakticky neomezatiouho skladovat pro poZ@i analyzy
(Santiicek 2010).
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Obr. 5: (A) Vztah mezi porérem vnitni (Ci) a vigjSi (Ca) koncentrace GOretenym gazometricky
na listu pSenice a izotopovou diskrimind¥T (%o) v susig klasu.(B) Vztah mezi diskriminact’C
(%0) a innosti vody, vyjatené v g suSiny vyprodukované na 1 kg sglmbvané vody. Upraveno
podle Condoret al. (2004).

2.2.4 Fyziologicka versus agronomickad i  €éinnost vyuziti vody

Predchozi pojednani seétginou tykalo dinnosti vyuZziti vody ve smyslu
okamzité dinnosti vodyWUE na arovni listu. Pro agronomy je v3ak dalekdeditejSi
celkovy vynos sklizené plodiny dosaZzeny zvody dpsé ze srazek a/nebo
zavlazovani. Pogm vynosu hospodéky uzit&né ¢asti rostliny k celkovému mnoZzstvi
dostupné vody pro rostliny se ozoge jako agronomickadinnost vyuziti vody, ktera
je v podstat kong&nym cilem Slechtitelskych progrdim Zakladnim parametrem je
vynos {Y):

Y =ET WUE [HI E—)T— (18)
ET
kde ET zn&i transpiraci dohromady s vyparem iy (evapotranspiraci), pamT/ET
zn&i podil vody, kterd skute¢ projde rostlinou T, transpirace) k celkové véd
vypaené z porostu &l ozna&uje tzv. skliziovy index parvest indek tj. podil susiny
zrna na celkové suché hmakelé rostliny (Condoet al. 2004).

Ze vztahu (18) Ize tedy odvodit, ¥¢UE je jen jednou slozkou, ktera rozhoduje

0 agronomické &innosti vyuZziti vody.
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2.2.5 VyS8i U €éinnost m Uze provazet nizsi vynos

V pokusech se€asto ukazuje, Zze zvySeNdUE na urovni listu nebo rostliny se
neprojevuje vyssSi produkci biomasy nebo vynosu menéarovni celého porostu plodiny
(nagr. Misraet al. 2010, Voltaet al. 1999). Neboli vysSi vynasasto poskytuji genotypy
s niZSIWUE.

Jednu z fi¢in této obracené korelace u p3enice a trav popSajefiicek (2010)
jako ukité ,konzervativni“ chovani rostlin.iPnizkém pongdru ci/c, a tedy vysok&UE
indikované malou hodnotonC, rostliny rostou méni tehdy (a pra¥ tehdy), kdyz
jsou dolte zasobené vodou. To jetgmbeno zachovanim nizké vodivostiguchi

(a tedy nizké) i pres dostatek vody.

Pozitivni korelace meziA™®C a vynosem zrna (a negativni mewWUE
a vynosem) se vékterych gipadech da vysilit i fenologickymi fazemi vyvoje
rostliny. Nekteré rostliny s vy$3i hodnotaA!*C maiji rychly fist na z#atku vegetace,
coz vede k rychlému zastm povrchu @gdy a tim i omezeni vyparu. 8i se tak porer
vody T/ET ze vztahu (18) a dochazi k maskovani viWUE na vynos
(Santficek 2010).

Projev vySSIWUE na vynos je také zavisly na typu klimatu, zejmzabeni
srazek. Ukazuje se, Ze rfaptedomdsky typ klimatucini pouziti metody diskriminace
A'®C problematickym (Voltat al. 1999).

N 4

2.2.6 VySSi 0 ¢innost spojend s vysSim vynosem a p Fiklady
asp ésSného Slecht éni
Ukazuje se, Ze metoda izotopové diskriminace ndal@datreéni hlavre u plodin

suchych oblasti, v menSi faii u oblasti dofe zasobenych vodou. Nasledufikpady

vybranych experiment

Stiller et al. (2005) nasli vyznamné rozdily v obsaliG mezi kultivary baviniku
péstovanymi v Australii a Texasu. Lambridest al. (2004) testovali genotypy
slunetnice Helianthus sp).a nalezli mezWUE a A'C vyznamnou negativni korelaci.
Misra et al. (2010) provadi experimenty v Indii s 20 oddami pSenice veréch
vodnich rezimech (plné zavlaZovardast&éné, zbytkova vihkost dmly). Vysledky
ukazaly vyznamné korelace mezi vynosem zrnd>g lisicich se v3ak v zavislosti na

vodnim rezimu. Poukézaly tedy na to, Ze korelaceglni zavisla na podminkéch
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prostedi rostlin, ale ZA'*C mize byt pouZita jako néfmé vyksrové kritérium pro
VyNnos zrna.

Poddilo se mimo jiné nalézt iifmo Umerny vztah meziA’>C a vynosem ryze
(Laza et al. 2006). Zde dokonce vynos sklizikoreloval s izotopovou diskriminaci
tésngji nez sSWUE.

Prikladem UspSného Sleckhi pomoci nami probirané metodyube byt
nasazeni dvou novych ddt pSenice v oblastech severovychodni Australieocér
2002 a 2003 byly pro kom@ri péstovani uvoliny odiidy Drysdale a Rees. Vynosy
odnidy Drysdale se testovaly nakolika lokalitach a srovnavaly se s vynosy dosud
péstovanych odid. AZ na jednu vyjimku fevySovala Drysdale dosavadniamery
vynosi o 7-47 % (Condoet al. 2004).

2.2.7 Dédiénost WUE

Pro praktickou pouzitelnost izotopové metody keltai rostlin na vySSWUE
je treba znat geny zodp&iné nebo vyraznpodporujici tuto vlastnost. V séasné
doke se jiz objevuji vysledky, které davaji rgdha identifikaci a lokalizaci fislusnych
rodin ger.

WUE a diskriminaceA’C je jev zavisly na expresi mnoha ¢eiffesto se zda,
Ze ma vysokou dlivost. Masleet al. (2005) oznamili lokalizaci lokusu kvantitati&n
dedicné WUE (QTL, quantitative trait locus na chromozomu 2rabidopsis thaliana
ktery byl zodpowdny za 21-64 % variability v hodnotasi*C. Tento lokus zahrnuje
asi 37 gefi, pricemz centrélni je geBRRECTApii jehoZz mutaci bylo zjignho zvySeni
hodnot A™*C i WUE. Zatim se zda, Ze jde o prvni objeveny gen, kterjvibuje
a koordinuje rychlost fotosyntézy s rychlosti tg@insce. Je naigné, Ze dalSi analyzy
a manipulace s timto genem mohou byt p&ésp k zvySovanWUE (Morison et al.
2009, Santicek 2010).
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3 Cile prace

Prvnim hlavnim cilem mé prace bylo zjistit, zdaséxje korelace mezicinnosti
vyuzivani vody YWUE) a hodnotou diskriminace izotopu uhlii€ (A**C) u vybranych
druhi obilnin.

Druhym cilem, ktery rél podklad v pedchozim zji&ni, bylo vybrat z daného
sortimentu obilnin vhodné otlly, které nejtinnéji vyuZivaji vodu a dopoxtit je pro

dalSi Slechtitelské postupy.
Zakladni di¢i kroky proieSeni Ukal byly stanoveny nasledo¥n

1. Pripravit vhodné substraty a nadoby pristr rostlin ve dvou odliSnych

podminkach zavlazovani.

2. Vypéstovat rostliny p kontrastnim zésobeni vodou (h®jzavlazované
a suchem stresované) a zjistitJE

3. Odebrat rostlinny material zvia$hadzemni a podzemriast, vhoda jej
zpracovat pro izotopova a dalgidruzena nireni.

4. Provést jednotliva feni a izotopovou analyZiC.
5. Vyhodnotit zjis€na data.

6. Srovnat vlastni vysledky s vysledky jinych auitor
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4 Metodika a material

4.2 Rostliny a podminky p éstovani

Pro praci byly vybrany dv odridy ozimé pSeniceTfiticum aestivum— cv.
Alacris, Etela) actyti odrady dvou druli jarniho j€mene Hordeum vulgare- cv.
Jersey, Malz aHordeum spontaneurr cv. Er, Tadmor). Osivo jsme ziskali ze
semenné banky MZLU Brno.

Polovina jedind zkoumanych rostlin vSech dnuha odfd byla vystavena
vodnimu stresu (dale v textu jsou tyto vzorky azvany jakoD, dry), druhd polovina
vzorkia byla hojré zavlazovana (ozwkani W, wej. Na zaklad predbizného ndreni
maximalniho nasyceni substratu vodou (pIné vodpa&iy pidy, PVK) jsme pipravili
dvé odlisre vodou zasobené varianty zahradnického substiata: 30 % PVK aw
s 80 % PVK. Od z#tku kliceni rostlin byla vihkost substiatidrzovana na hodnotach
nasycenosti pomoci vazeni jednotlivych kultmich nadob a dolévanitgsného
mnoZzstvi vody do fovodnich hmotnosti. MnoZstvi zalivkové vody jsemreaamenaval.
U nadobD jsem proved! Uvodni zalivku, ktera &sré zvySila povrchovou vihkost
pady nad uéenou hodnotu 30 % pro lepSi vydhi rostlin. Bihnojeni jsem provedl
jednou v polovig doby fistu u vSech vzofk komplexnim mineralnim hnojivem
(Kristalon Start, NU3 BV Vlaardingen, Netherlands).

Nadoby pro rostliny jsem zhotovil z PET lahvi (objérb 1), které byly vhod#
zariznuty, umyty, naplény pidou a opdaeny pokryvkou z igelitu proti vyparu vody
z pady. V8echny nadoby jsenglbem fistu rostlin umistil po Sesti kusech do krabic pro
omezeni psobeni s¥tla na substrat a tim zamezeni vyrgZino fistu fas. V kazdé
nadolé byly zanechany 4 zdravé rostliny jedné tahr, pistovani probihalo v 5
opakovanich od kazdé ze Sestitative variant D i W. Celkovy p@et lahvi byl tedy 60
(30 + 30). Vychozi usgadani, zobrazené r@br. 7, mélo ndhodny charakter atem
trvani pokusu se toto usf@mani m¢nilo. Pozice nadob v jednotlivych krabicich jsem
nadhod menil a celé krabiceD a W variant jsem prohazoval, aby se eliminoval vliv
piipadné nerovno#mnosti v ozéenosti. Nadoby byly na péatku neprodysh zakryty
igelitovou folii, kterd dokonale zabravala vyparu z povrchutpy. Jakmile folie
za&inala bréanit firozenémuiistu rostlin, prosthl jsem v ni otvory minimalni velikosti
pro jednotlivé rostliny (viz Blohy —Obr. P1, P2, P3).
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QO -setmeny
O - p3enice

Obr. 7: Schéma vychoziho usfa@ani nadob s rostlinami. Ovéal oZope PET-lahve siou a rostlinami,

étverec krabice (5 opakovani sad 6 zkoumanychd)dD ozna&uje variantu s 30 % PVRV varianty

(80 % PVK) byly usptadany analogicky B variantami a misthna & navazovaly.

Péstovani probihalo po celou dobu ve sklenikiF(BU na terase budovy B)
sc¢aste&ng fizenou teplotou (18-28C) a relativni vzdu$nou vlhkosti 50-70 % od
poloviny dubna do poloviny Kina. Pro pozgsi vypaty bylo uvazovano 28 dni

nadzemnihotstu rostlin. Sklizé prokehla ve stadiu zakladani kias
4.3 Méreni, sklize n a zpracovani rostlinného materialu

4.3.1 Termovize list G

Tésre pred sklizni jsme orienta¢ nasnimali teploty list v nékolika castech
porostu variantW i D pomoci IR kamery (FLIR P660). Vysledky byly zpraéay

softwarem Therma CAM Reporter 8 Professional.

4.3.2 Stanoveni suché hmoty pryt G, pfFiprava vzork G pro

izotopovou analyzu

Nadzemnicasti rostlin (pryty) jsem oddil tésn¢ nad povrchem july. Biomasu
prytd z kazdé nadoby jsem o#ldné vlozil do ozn&eného papirového &éu, ususil
v elektrické suSaghpii teplot 80 °C do konstantni hmotnosti, zvazil a rozemiel j
Mleti probihalo nejprve nahrubo v kugtském mixéru (Kenwood 10H22, Turecko),

poté najemno v kulovém mlynku (Retsch MM20@&nMecko). Namlety material jsem
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navazil na mikrovdhach (MT 5, Mettler Toledo, Switaad), zabalil do cinovych
kapsli a dodal k izotopové analyze.

4.3.3 Stanoveni hustoty pr tduch G

Na vSech rostlinach otéid Tadmor a Malz jsem zhotovil otisky spodni i sviichn
listové pokozky pomocidiného transparentniho laku na nehty. Lakové ofisikozky
jsem pouzil pro stanoveni hustotyiguchi. Paital jsem pdet priduchi na ploSe listu
zobrazené v zorném poli mikroskopu (Olympus BX6dpahsko) i 500-nasobném
zvétSeni (cca 0,127 mih a vyfotografované fotoaparatem (Canon EOS 1000D,

Japonsko). Vysledky jsentepasital na 1 mm listové plochy (viz Hlohy —Obr. P4).

4.3.4 Stanoveni suché hmoty ko fenu, pfFiprava vzork G pro

izotopovou analyzu

Korenovy systém ze vSech nadob jsem zbawuilypvyplavovanim vodou. Délku
a plochu kéenmi jsem zndtil u odridy Tadmor a Malz v obou variantach pomoci
analyzatoru obrazu (Delta T Image Analyser, UK).rédty byly poté zpracovany

stejnym zisobem jako nadzemwasti a dodany pro izotopovou analyzu.

4.3.4 I1zotopova analyza susSiny rostlin

Hodnoty &C v su$ig rostlin byly stanoveny izotopovym p@novym
hmotnostnim spektrometrem (IRMS) Dé&ta XL (Thermo Finnigan, Nmecko),
s periferiemi Conflow (Thermo Finnigan,éhecko) a prvkovym analyzdtorem NC
2100 (Thermo Quest, Rodano, ltalie). Schém#emi pomoci IRMS je n&br. 8.
Stanoveni bylo provedeno u vSech vZodusSin nadzemnéasti i suSin kéeni, tj.
celkem u 120 vzork Hodnoty izotopového potru *C/*%C msteného vzorkuRy) byly
vztaZeny ke standardu PDBY, vyjadreny jakos*C pomoci vztahu (3):

JC =ﬁ_1,
RS

a prepasteny na hodnoty diskriminace™C podle vztahu (13):

A
 1+4,
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kde 34 8 jsou relativni odchylky izotopoveho slozeni odnskardu (viz vztah (3)) pro
vzduch a suSinu rostliny. Hodnoéa byla grevzata z podobné prace (Kubasek 2004)

a na zaklaglténer stejnych atmosférickych podminekifani stanovena na -8,53 %o.

Detection
Faraday

collectors

Continuous Flow Inlet Mass g .
Mass 44 — .

Elermental analyser

cariber

He
a3
4 Reference

Beam focussing Qutput
lon accelerator

Electric trap

:

Reference-sample
change-over valve o —  lonrepeller

/ ~— Gas Inflow

lonizing filament

Dual Inlet

Sample

lon Source

Obr. 8: Schéma izotopového pénového hmotnostniho spektrometru (IRMS) navrzenétuxe 1947

Alfredem Nierem. Upraveno podle Sulzman (2007).

4.4 Zpracovani vysledk U

Hodnoty pro jednotlivé oddy byly stanoveny jako pmérné ze vSech i
opakovani, a to zvl&gese pro variantiW i D. Data pro hodnoceni sgeby vody byly
piepaiteny z celkoveé speéeby nadoby (obsahuijici 4 rostliny) na 1 rostlinu.

Matematické a statistické zhodnoceni dat bylo pileme pomoci prograinMS

Excel 2007 a STATISTICA Cz 9.1.
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5 Vysledky

5.1 Spot feba vody

M¢iil jsem spotebu vody jednotlivymi odrdami po dobu 28 dni. Jedna se
0 dobu od vykkeni prvnich vyhonk aZz po sklizé rostliny. Hodnoty pro jednotlivé
odrudy v zavlaZzovanéW) a suchem stresovan®)(variant znazouje Obr. 8.
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-2
=
W 1,0
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2
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Jersey Tadmor Malz Alacris Etela
Odruda

Obr. 8: Porovnani mnozstvi vody sgebované jednotlivymi rostlinami danych édrza den u ho¢
zavlaZzovanych (W) a suchem stresovanych variant$@upce znazéuiji primeérné hodnoty a Usky +

smerodatné odchylky (SD), n = 5.

Nametené hodnoty ukazuji vyrazné rozdily mezi rychlosgioteby vody
(prevazr transpiraci) vramci odd i variantW a D. Tadmor vykazuje nejnizsi
rychlost transpirace mezigeeny, v pdméru 4,4 £ 1,59 ml vody na rostlinu a den ve
variant Wa 1,4 £ 0,07 ml ve variahD, a nejétSi odpo¥d’ na sucho. PoenW aD je
vice nez trojnasobny (3,14). Nejmensi gommezi spatebami dosahuje pSenice Alacris
(1,81).

5.2 Termovize list

Pomoci IR kamery byl nasniman pohled ze shoraéstoyané rostliny s cilem
owveétit predpoklad, Ze existuji z¢ny v povrchovych teplotach rostiW aD variant. Ty
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by mely byt dany rozdilnym vyparem vody z povrchu disfrychlosti transpirace)
umozrénym rozdily v zavlazovani a tedy i v hosptetd s vodouQ@br. 9).

! Bod 16.7

SFLIR
d= 1.3 Trefhe 200 c =0

Obr. 9: Snimek gstovanych rostlin pdzeny IR kamerou. Pravést obsahuje rostliny variant, levéD
variant. Zabarveni odpovida povrchové teplati podle stupnice v prav#sti snimku.

Podle snimku z IR kamery Ize jednoZzn&poukazat na rozdilné teploty povrchu
listt. U W variant se tato teplota pohybuje v rozmezi 16—C7 ffaproti tomu uD
variant dosahuje teplota hodnot 18-19,5 °C, caZ 2e-2,5 °C vice. Rmérné hodnoty
nelze z ndfeni stanovit vzhledem k omezenémdezu rostlin na fotografii.

5.3 Hmotnost suché hmoty pryt G

U kazdeé rostliny jsem stanovil hmotnost nadzewasti (prytu) po dokonalém
vysuSeni. Hmotnosti byly porovnany mezi@dimi i mezi variantamidbr. 9).
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Obr. 9: Porovnani hmotnosti suché hmoty gryednotlivych rostlin danych odd u variantyW a D.
Praméry £ SD (n = 5).

Zmeény v hmotnosti suSiny prigtmezi odfidami vicemé# odpovidaji zminam
v rychlosti transpirace jednotlivych adf (Obr. 10). Dominuje zde j&men Malz
s hodnotami 0,79 £ 0,131 g ve varidkiva 0,46 + 0,1 g ©.
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Obr. 10: Korelace pitmeérné hmotnosti suché hmoty piiytedné rostliny dané otidy na kumulativn
spotebs vody za celé obdobgptovani (28 dni). Symboly znazwiji primérné hodnoty, fimky linearni

regresi.
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5.4 Hmotnost suché hmoty ko Fena

Obdobnym zfisobem jako u pryt jsem zmdtil hmotnost suché hmoty keni
vSech rostlinQbr. 11).
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Jersey Tadmor Malz Er Alacris Etela
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Sucha hmota kofen( [g.rostlina']

Obr. 11: Porovnani hmotnosti suché hmotydewi jednotlivych rostlin danych odld u variantyW aD.

Praméry £ SD (n = 5).

Tab. 3: Porér hmotnosti suché hmoty feni ke hmotnosti suché hmoty piytMgyy = primérna
hmotnost suché hmoty pfyna jednu rostlinu v dané amé (9). Myoen) = Pramérna hmotnost suché
hmoty kdeni na jednu rostlinu v dané adk (g).

W D
Odrida
Mery  Muoey Muoren/Men | My Muoren)  Mkoren/M ey
Jersey 0,760 0,084 0,111 0,370 0,088 0,238
. Tadmor 0,511 0,062 0,121 0,177 0,046 0,261
Jeemen Malz 0,791 0,086 0,109 0,465 0,101 0,217
Er 0,641 0,064 0,099 0,269 0,045 0,166
péenice Alacris 0,491 0,058 0,118 0,304 0,059 0,194
Etela 0,583 0,075 0,129 0,352 0,071 0,202
pramer; 0,114 prmer: 0,213
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Porovnanim hmotnosti suché hmotyirdm dostavame zajimavé zjgéi, Ze
u rekterych  odtid prevySuje hmotnost stresovanych nad hmotnosti ¢éhojn
zavlazovanych variant. Tento rozdil je vyrazny utdgrMalz (o 17 %), menSi potom
u Jersey (0 4,8 %) a Alacris (0 1,7 %).

Obecr lIze fici, Zze podil hmotnosti suché hmotyikal ke hmotnosti pryi je
VEtSi u stresovanych variabt neZz u hojl zavlazovanychW (Tab. 3). Podil dosahuje

u Wvariant vSech odid primérné hodnoty 0,114; D pak 0,213.

5.5 U&innost vyuziti vody

Ucinnost vyuziti vody WUE) byla paitana jako podil hmotnosti suché hmoty
celé rostliny (soéet hmoty kdeni a pryti) k celkové spdtebs vody rostlinou. Vysledna
hodnota je pimér z individualnich hodnoWUE pro jednotliva niieni kazdé nadoby.

Vysledky jsou zobrazeny Vab. 4 a naObr. 12.

Tab. 4: Uginnost vyuziti vody \VUE) jednotlivymi odfidami uvedena v g (susinykg™ (vody); n = 5.
Awue = rozdilWUE u D aW variant fepaiteny na procentati hodnot W variant, tj. relativni zvySeni
(kladnécislo) nebo snizeni (zaporn@)UE u suché varianty. SD — $nodatné odchylky gmeéra.

W D A
Odrada WUE
WUE SD WUE SD
Jersey 4,895 0,322 6,111 0,810 24,8 %
4,803 0,678 5,557 1,312 15,7 %
jesmen Tadmor
Malz 5,449 0,476 6,930 0,307 27,2 %
Er 4,259 0,376 4,419 0,550 3,8%
L. Alacris 4,858 0,776 5,970 0,574 22,9 %
pSenice
Etela 4916 0,558 5,861 0,861 19,2 %

Rostliny stresované suchem vykazuji prokaz&télng = -2.56, p = 0.028) vyssi
hodnotyWUE neZ rostliny hoja zavlaZzované. NejvysStinnosti dosahuje odda Malz
(6,930 gkg™’ ve variank D), Tato odfida také nejcitligji reaguje na sucho, které
zvySilo &innost vyuziti vody o 27,2 %Qbr. 12). Ve variantachwW nejsou pitkazné
rozdily mezi odidami (Fs 24 = 2.330, p = 0.074), ve variantabhjsou rozdily piikazné

(Fs,24=5.262, p = 0.002).
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Obr. 12: Porovnani &innosti vyuziti vody YWUE) jednotlivych odéd u variantyW aD.

Praméry £ SD (n = 5).

Dale byly porovnany korelace mef¥WUE a celkovou suchou hmotou rostlin
(Obr. 13 aObr. 14).
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Obr. 13: Korelace celkové suché hmoty &nhosti vyuziti vody celou rostlinodNUE) u jednotlivyct

odrid W variant. Piméry + SD (n = 5). Regresni‘iimka byla vypétena jen pro jgmeny.
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Obr. 14: Korelace celkové suché hmoty &nhosti vyuziti vody celou rostlinodUE) u jednotlivyct

odrid D variant. Piméry £ SD (n = 5). Regresnitiinka byla vypétena jen pro jgmeny.

5.6 Délka a plocha ko Fenového systému

Délka a plocha ki@nového systému byla zibena pouze u odd Tadmor a Malz
protoZze jsem u nich ¢ekaval vyrazné rozdily vigledku jejich odliSné adaptace
k podminkam prosedi a jejich odliSnému genotypu (Tadmor je seveidad odhda
adaptovanad Wi suchu, Malz kulturnéeska odiida, k suchu také relatigrodolna).Od
kazdé odidy byla vybrana pouze jedna reprezentativni rastlod obou variant
zavlahy, jedna se tedy jen o oriamta stanoveni. Vysledky ukazuji na jednoama
vySSi hodnoty u variard u obou odid. Rozdil je patrgSi u odfidy Malz, kde jsou
hodnoty vySSi 0 140,7 % u délky a 0 76,4 % u plocbignového systému. Porovnéni
hodnot je uvedeno Vab. 5.

Tab. 5: Hodnoty délky (m rostlind) a plochy (crfirostlina®) kofenového systému vybranych adr

w D
Odrida . .
delka plocha délka plocha
jesmen Tadmor 34,9 188,4 61,8 2214
Malz 62,7 307,5 150,9 542,4
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5.6 Hustota pr aduch U

Hustoty pfiduchi na listech byly stanoveny jen u édrTadmor a Malz. Byly

pocitany jako paémérné hodnoty za vSech difeni vSech opakovani zvia®hia spodni

a svrchni stranlisti. Pro statistické zhodnoceni byly vzatyapgrné hodnoty z obou

stran listu Tab. 6).

Tab. 6: Pramérné hodnoty hustot pduchi na 1 mm listové plochy odidy Tadmor a Malz.

spodni strana svrchni strana ob strany
Odrida
w D w D w D
_ Tadmor 42,7 49,8 49,1 52,0 45,9 50,9
jeémen
Malz 51,2 51,6 59,3 57,1 55,2 54,4

Ukézalo se, Ze hodnoty D variant jsou variabilni do té miry, Ze nejsou

statisticky ptikazné (i1s = -1.17, p = 0.258) k odliSeni jednotlivych adrW varianty
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Obr. 15: Pimérné hodnoty hustot pduchi na 1 mm z obou stran listové plochy ddty Tadmor a

Malz W variant(A) aD variant(B), n = 10.
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5.7 Diskriminace izotopu '°C

Izotopové ndieni diskriminace 4**C) bylo zvla§ provedeno pro suchou hmotu
nadzemnichtésti rostlin (pry) a zvla§ pro hmotu kéeni. Porovnani diskriminace

mezic¢astmi rostlin v obou variantach je znazora naObr. 16 aObr. 17.
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Obr. 16: Porovnani diskriminace me#stmi rostlinD variant. Piméry + SD (n = 5).
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Obr. 17: Porovnani diskriminace me#stmi rostlinwW variant. Piméry = SD (n = 5).
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Vysledky ukazuji na prokazatelnvySSi hodnoty diskriminace piytoproti kaenim
u W variant (ko) = 12.47, p = 20") i u D variant (o) = 9.53, p = 210°).

5.7.1 Nadzemni éast rostlin

Hodnoty diskriminace nadzemnicBasti jednotlivych odrd se statisticky
vyznamm liSi mezi variantami zavlazovani (fafctela: fg) = -3.46, p = 0.008). Hofn

zavlaZované varianty jsou ochuzgi o **C (maji vy38iA) oproti suchem stresovanym
0 5,6 % (Etela) az 11,2 % (Mal2pkbr. 18).

28
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24 -
23
22
21 ~
20
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Jersey Tadmor Malz Alacris Etela
Odrida

Obr. 18: Porovnani hodnat**C nadzemnickiasti rostlin mezi odidami obou variant.

Priméry £ SD (n = 5).

NejnizSich hodnot z feneni dosahuje odida Malz. VD variant 24,06 *
0,75 %o, veW variant 26,75 £ 0,35 %.. Ze pSenic pakDvvariant Alacris s hodnotou
24,90 + 0,51 %o, v&V variant Etela s hodnotou 26,48 + 0,30 %o.
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Namgiend izotopova diskriminace byla dale porovnanairmdsti vyuZziti vody
WUE celé rostliny zvlaSpro W varianty Qbr. 19) a zvlag proD varianty Qbr. 20).

28,0
¢
- Jersey
27,0 - + Mali
Tadmor?
Alacris Etela
—260 -
==
e = -0,691x + 29,88
% R2= 0,746
< 25,0 -
® jeCmeny
240 - —A—pSenice
23,0 T T T T T T
42 4.4 46 4.8 5,0 52 5.4
WUE [g.kg "]

Obr. 19: Korelace izotopové diskriminaca'€C) nadzemnickiasti rostlin gicinnosti vyuZiti vody celc
rostlinou WUE) u jednotlivych oditd W variant. Piiméry + SD (n = 5). Regresniifmka byla vypdtenc

jen pro j&émeny

28,0
y=-0581x+ 28,15
R*=0,761

27,0 -

26,0 ® jeCmeny
?‘c.g ——pSenice
O
e 250 -
<

24,0 -

23‘0 T T T T T 1

42 46 50 54 58 6,2 6,6 7,0

WUE [9.kg™"]

Obr. 20: Korelace izotopové diskriminaca’€C) nadzemnickiasti rostlin s &nnosti vyuiti vody celot
rostlinou WUE) u jednotlivych odid D variant. Piméry = SD (n = 5). Regresniifika vypdtena jel

pro je&meny.
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5.7.2 Kofeny

Diskriminace k#enmi se mezi variantami zavlazovani jednotlivych tabr
vyznammé odliSuje. (nap Tadmor: &) = -8.1, p = 0.00004). Rozdily jsou zde ¢eSt
vyznamrgjSi nez u nadzemnicktasti rostlin. Hojd zavlazované varianty jsou
ochuzegjsi o *C oproti suchem stresovanym o 8,4 % (Tadmor) az ¥3,(Jersey)
(Obr. 21).
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Obr. 21: Porovnani hodnai**C koreni mezi odfidami obou variant. Rméry + SD (n = 5).

NejnizSich hodnot z feneni dosahuje odida Malz. VD variant 21,36 *
0,56 %o, veW variant 23,92 = 0,47 %.. Ze pSenic pak Alacris, kter® wariang
dosahuje hodnoty 21,47 + 0,51 %o, Wevariant 23,82 + 0,46 %o.

Obdobré jako u hmoty nadzemnéasti rostlin bylo provedeno porovnani
izotopové diskriminace keni s (Einnosti vyuziti vodyWUE celé rostliny zvlaSproW

varianty Obr. 22) a zvlag proD varianty Qbr. 23).
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Obr. 22: Korelace izotopové diskriminaca’fC) koreni s Einnosti vyuZiti vody celou rostlinoW(UE)

u jednotlivych odiid W variant. Piméry + SD (n = 5). Regresniffinka vypd@tena jen pro jgmeny.

255 -
y =-0,592x + 25,35
245 - R2= 0,941
— 235 -
;ﬁ' ® jeémeny
e 225 4 —fi—p3enice
<]
21,5 A
Jersey
Alacris
20,5 T T T T 1
42 4,6 50 54 5,8 6,2 6,6 7,0
WUE [g.kg™"]

Obr. 23: Korelace izotopové diskriminaca’¢C) koreni s Ginnosti vyuziti vody celou rostlinoWUE)

u jednotlivych odiid D variant. Piméry + SD (n = 5). Regresniffmka vypd@tena jen pro jgmeny.
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6 Diskuze

6.1 Transpirace rostlin

Spoteba vody (pevazi transpiraci) jednotlivymi oddami a obma variantami
zavlazovani D a W) ukazuje na velkou mirufzpusobivosti vodniho rezimu rostlin.
Mezi jecmeny dominuje s nejnizsi rychlosti transpirace smafeicka odéida Tadmor,
jez dokazala vifipadt vodniho stresu snizit sgebu vody az na 3,14 nasobek $pby
v piipad hojného zavlazovaniOpr. 8). Je mozné ji tedy povazovat za suchu
nejodolrgjSi odiidu ze vSech testovanych. Nejnizsi $pbt i hojném zavlazovani
vykazuje pSenice Alacris. Jeji pérspoteb (1,81) v rdmci variant zavlaZzovani neni ale
zdaleka tak vyrazny jako u Tadmoru.

S rychlosti transpirace Uzce souvisi i povrchovglota listi, ktera byla
nasnimana pomoci IR kamery. Rostliny s vy3Si ngthldranspirace (variantyV)
dosahovaly nizSich teplot vlivem intenzéiho odp#ovani vody (Prochazkat al.
1998,0br. 9).

6.2 Biomasa rostlin

Celkova hmotnost suché hmoty rostlin vicehémpovida spsebam vody
(Obr. 10). Zajimavy je ale posr suché hmoty kieni a pryti (Tab. 3). Z vysledk je
patrné, Ze tento painje vyssSi u rostlirD variant nez UV, neboli hmotnost biomasy
koreni relativre k prytim u suchem stresovanych rostlifeyySuje hmotnost u rostlin
hojné zavlazovanych. Tento fakt jéStpotvrzuji vysledky msieni kdenové délky
a plochy u odid Tadmor a Malz. Malz zde dosahuje znaflich rozditi, hodnoty
stresovanych rostlin jsou vySSi az o0 140,7 % uydeéll 76,4 % u plochy kenového
systéemu (ab. 5).

Hmotnosti suché hmoty jsou zatizeny gon vyraznymi chybami, a to zejména
u kareni. Smerodatna odchylka ndpu odidy Malz s hmotnosti suSiny keni 0,101 g
u variantyD ¢ini 0,036. Tento fakt poukazuje d#ina velkou morfologickou variabilitu
kofenoveého systému, nebo na regmé stanoveni hmotnosti. Taize byt dano zejména

procesentisténi kareni, kdy nelze zcela zabranit ztratdm jemnychikic.
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Obr. 24: Srovnani morfologi&orenového systému reprezentativnich rostlimidgrTadmor mezi okme
variantami zavlazovanD(aW).

Pro posouzeni morfologickych rozilijsem pdidil snimek vypranych keni
obou variant Qbr. 24). U D varianty je patrna tmavsi barva, jefjii wtveni a teni
pramér jednotlivych kdinka.

Malz se oproti Tadmoru vyztiaje dale i vysSi &innosti vyuziti vody \WUE)
(Obr. 12), je tedy %ejmé, Ze podpeny fist kaeni funguje jako aklimeni ale
i adapt&ni odpowd’ rostliny na nedostatek vody wgE. Tento vztah je obe&rznamy
a je geneticky podmémy (Sharpet al. 2004, Condort al. 2004).

6.3 Hustota pr taduch G

Otisky listh pro paitani hustot piduchi jsem obdob#é jako u kdenovych
pomeéra zhotovil pouze u odd Tadmor a Malz vhledem k n&rwosti neteni a ne filis
vypovidajici hodnat zjisttnych vysledk. Vysledky ukazaly na velkou variabilitu
dilcich hodnot. Nelze proto fikazre urcit, zda se liSi hustoty mezi variantami stejné
odridy, ani zda se liSi hustot) variant mezi odrdami. Ri porovnani W variant

muZzeme vSak prokézat vySSi hustotu utogr Malz Obr. 15), coZ poukazuje na
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pozitivni korelaci mezi hustotou jmuchi a WUE (Tab. 6 a Obr. 12). Tato korelace
byla mnohokrat pozorovana (Xu a Zhou 2008).

6.4 Uginnost vyuziti vody

Na zaklad vysledki Ize tici, Ze seWUE zvySuje s vodnim stresem, neboli
rostliny stresované suchem vykazuji vy®8UE Tento vztah koresponduje s vysledky
souwasnych vyzkura (Zhaoet al. 2004), nebyl ale zjigh ve vSech fipadech (Walley
et al. 1999). Vyznamné mezioahlové rozdily jsem ale zjistil pouze u rostinvariant,

i kdyZ i zde v pimérnych hodnotach existuji pammé velké smdrodatné odchylky
(Obr. 12 aTab. 4) dané zejména velkou variabilitou v hmotnosteathswbiomasy.

Zjistovana dinnost vyuZziti vody v této praci neposkytuje Zadnéormace
0 VYyNosu zrna, coZ je pro agronomycklia vlastnost pro posuzovani vhodnostitodr
obili. Porovnava pouze vynos vegetativni biomasstlimm Hodnoty jsou srovnatelné
s jinymi vyzkumy (Farquhar a Richards 1984).

| pies opateni nebylo mozné zcela zabranit dmikvody vyparem z oy, proto
hodnoty spadeb vody nejsou zcela absoldétrpiesné. Vzhledem ale ke stejnym
podminkam pstovani vSech rostlin Ize hodnoty povaZzovat zativel& presné v ramci

zvolené architektury vyzkumu.

6.5 Diskriminace izotopu *C

Zjistené vysledky ukazuji, e mira diskriminac¥ je rozdilna v odlisnych
castech rostliny Qbr. 16 a 17). Hmota kdeni je mér diskriminovana, tj. vice
obohacena o izoto’C neZ hmota prjt Rozdily jsou prokazatelné u obou variant
zavlazovani. Podobné trendy byly zjis¢ nap. u pSenice (Farquhar a Richards 1984),
fepky (Matuset al 1995) a dalSich rostlin.iMdody &chto rozditi nebyly jednoznéné
prokazany. Redpoklada se, Ze jsou igmbeny jednak frakcionacicem transportu
sacharid z mista fotosyntézy do zasobnich ongan jednak rozdilnym chemickym
slozenim @znych orgafn — nag. obsahem lipid a ligninu (Zhacet al. 2004).

Zjistené hodnoty diskriminace spadaji dézké ocekavaného rozmezi prozC
rostliny — od 18 do 32 %o (Saitrek 2010). Oproti vysledkn z jinych praci jsou ale
vysledky miri vy3si. Farquhar a Richards (1984) wjatiodnoty diskriminaceA*C)
pro pSenici Triticum aestivum- cv. Cleopatra, Pitic) v rozmezi 19-23 %.. Condon
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(2004) uvadi pro pSenici (atlty Drysdale a Rees) 19-21 %.. VSechny hodnoty pdchaz
z biomasy dote zavlazovanych rostlin. Ansast al (1998), ktéi zkoumali vliv salinity
pady na A™®C, uvadji u odrid jeimene pimérnou hodnotu 19,01 %o pro nestresované
rostliny. Mnou zjis&né hodnoty pro pSenici(iticum aestivum- cv. Alacris, Etela) se
pohybuji v rozmezi 26-27 %o, proc¢jmen Hordeum vulgare— cv. Jersey, Malz
aHordeum spontaneurmcv. Er, Tadmor) 26-28 %0(r. 18).

Rozdily jsou jist dany odliSnostmi jednotlivych ol a velmi pravdpodobré
i odliSnym izotopovym sloZzenim GOve vzduchu ve sklenikovych kojich, kde se
rostliny pestovaly. Zdanlivou fi¢cinou by mohlo byt i velmi hojné nasycenidy
zavlahovou vodou W odnid, kterého nedosahujeigia v polnich podminkach (viz
Metodika a material). V tomtorjpact by se ale jiZ hodnotp odrid nengly odliSovat
od jinych praci. | zde jsou ale hodnoty vysSi (rezi24—26 %o).

Chyba stanoveni diskriminace (resp. frakciona8¥C vyjadena jako
diskriminace A'°C) totoZnych testovacich vzdrkhmotnostnim spektrometrettinila

0,035 %0. Samotné &eni Ize proto povazovat za velnfegne.

6.6 Vztah izotopové diskriminace a WUE

Vysledky této prace potvrzuji vztah me?C aWUE, ktery byl prvié naznéen
jiz Farquhardem a Richardsem (1982 a 1984). Z&tisjeou vyjadeny zvlag pro
nadzemnicasti rostlin mezi variantamiV a D a zvla$ pro kdeny, gicemz regresni
piimka byla vzdy vyp&tena jen pro j@meny. PSenice jsou zobrazovany zwlas
(Obr. 19, 20, 22, 23).

Ve vsech fipadech byla prokdzana negativni korelaé®C a WUE V pripads
nadzemngasti rostlin byla korelace nepatrayrazrejsi uD variant (R = 0,761) neZ u
W (R? = 0,746). U keeni byla zjis&na vyrazna korelace D variant (R = 0,941),W
varianty vykazovaly nejslabsi korelaci ze vSeckiemych vztah (R® = 0,634).

Nejtesnjsi vztah mezin™*C aWUE u jesmeni vykazuje tedy hmota kenii u D variant.

Farquhar a Richards (1984) uvfickorela:ni koeficient R (tj.VR?) mezi A™C
aWUE u listi pSenice od 0,86 (R= 0,74) po 0,87 (R= 0,76) podle doby gstovani.
Vysledky této prace pro nadzenddisti odpovidaji uvedenym hodnotam velrirege.

Z rovnic regresnich ffmek je patrna dalSi skuteost, ktera koresponduje

s teoretickymi pedpoklady. U pryit rostlin s dostatkem vody by absolutiién y (tj.
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A'C) m&l byt pro x = 0 (tj. nulové WUE) roven hodnbtfrakcionaniho faktoru
enzymu Rubisco (29-30 %o, viz kap. 2.1.2.d¢muz vysledky této prace skome
odpovidaji QObr. 19: 29,88 %0). B stresu je rostlina proti této teoretické hodnot
obohacena (ma niz&™C), absolutniclen je tudiz niz&i Qbr. 20: 28,15 %o). Tyto

rozdily jsou ve stejném smyslu patrné irippct koreni (Obr. 22 a23).
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7 Zaver

Na zaklad vysledki této prace Ize formulovagkolik tvrzeni.

1) Rostliny maji schopnost vyraznéhorigptsobeni (aklimace) vodniho rezimu
a hospodieni s vodou\(VUE). Projevuje se to rozdilnou rychlosti transpiraoey
i asimilace uhliku doé¢ta rostliny @i deficitu a dostatku vody; zvySenilWUE pri

puadnim suchu.

2) Diskriminace izotopu™®C miZe byt vhodnym r¥itkem pro stanoveni cinnosti
vyuziti vody WUE) vybranymi genotypy rostlin (v naSemipact odrtidami pSenice
a je&mene). Potvrdil jsem po¥mé vyznamnou negativni korelackchto velgin.
K izotopovému nifeni postéuje malé mnoZstvi suSiny nadzendasti nebo kiene
dosglé rostliny. Nelze ale porovnavat hodnotyazmych ¢asti rostlin mezi sebou,

ani z vyrazg odliSnych podminek vodniho zasobeni.

3) Zkoumana metoda se ukazuje jako &aé pro posuzovani a Slechtitelsky ¥yb
rostlin je&gmene rostoucich za podminek nedostatku vody. Mbkldyt také po
dalSich testech pouzita pro Slegtit picnindskych plodin, nap trav, kde je
klicovym znakem vynos nadzemni listové biomasy. Metoglaoskytuje ale zadné
informace o agronomickéciinnosti vyuziti vody (viz kap. 2.2.4), tj. 0 vynoguna

piipadnych plodin.
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9 Pfilohy

Obr. P2: Priklad rozlozeni nadob ggtovanymi rostlinami po rozsteni igelitovych obadi.
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Obr. P4: Ukazkovy snimek otisku pokozky svrchdisti listu (odéida Tadmor).
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