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Abstrakt

Slechténi jehliénatych stromid prochazi v Ceské republice v poslednich desetiletich
vyznamnym rozvojem, piedevS§im diky molekularné genetickym metodam, které zpiesnuji
a zjednodusuji zmapovani genotypti stromil a vybér elitnich jedinctl. Zatim se oviem v CR
vybiraji elitni jedinci pouze podle lesnickych parametrti (jako je vyska a tloustka kmene nebo
kvalitni tvarnost kmene), které ne vzdy koreluji se schopnosti stromu odolavat abiotickym
a biotickym stresim. Recentné je snaha do vyberovych kritérii pfi §lechténi jehlicnatych stromt
zatadit 1 fyziologické metody a vybér elitnich jedinct provadét i podle nespecifickych
indikatord stresu, které dokazi mnohem I1épe postihnout fyziologickou zdatnost stromu,
nez lesnické rustové parametry.

Vyzkum této prace probihal na genotypech borovice lesni (Pinus sylvestris L.), které se
nachazeji v semennych sadech Doubrava a Silov v Plzefiském kraji v Ceské republice.
Semenné sady jsou vysadby stromi, které slouZzi ke sbéru geneticky hodnotného reprodukéniho
materidlu, jsou tedy soucésti Slechtitelskych programi. Na jehlicich borovic, odebranych
v ¢ervenci roku 2015, byla provedena analyza nespecifickych indikatori stresu -obsahu
fotosyntetickych pigmentd, fenolickych latek, ligninu, celuléozy a prolinu a byla zmétfena
odrazivost a rychla kinetika fluorescence chlorofylu a. Prvnim cilem prace bylo porovnat
fyziologické parametry genotypl stromill v semenném sadu Silov se stejnymi genotypy stromu
v semenném sadu Doubrava, ktery ma v piidé nizs$i obsah dusiku a hot¢iku. Druhym cilem
prace bylo porovnat miru variability u stejnych a riznych genotypi v semenném sadu Silov
a Doubrava.

Na stromy v semennych sadech se neprokézal vliv zaddnych stresovych podminek,
nicméné hodnoty vegetanich indexii a fluorescencnich parametrii reagovaly na nizsi
dostupnost zivin v semenném sadu Doubrava. To ukazuje na vyss$i citlivost metod méfeni
fluorescence a odrazivosti, nez metod biochemické analyzy. U nékterych fyziologickych
parametrl byl prokézan niz§i rozptyl u stejnych genotypli nez u riiznych genotypti, coz ukazuje
na geneticky podminénou variabilitu mezi genotypy v téchto parametrech.

To, Ze byla v nékterych sledovanych parametrech prokazana geneticky podminéna
variabilita, ktera je detekovatelnd i v nestresovych podminkéch je ditkazem pro to, ze se dané
parametry daji vyuzit pfi Slechténi. Vhodné&jSimi fyziologickymi parametry pro Slechténi se
zdaji byt vegetaéni indexy a fluorescen¢ni parametry neZ metody biochemické analyzy, protoze

jsou citlivé 1 v podminkach, které nejsou pro stromy stresové.



Kli¢ova slova: Semenné sady, genotypy, Slechténi, fotosyntetické pigmenty, fenolické latky,

lignin, celul6za, prolin, odrazivost listu, fluorescence, vegetacni indexy.



Abstract

Breeding of coniferous trees in the Czech Republic is undergoing an important
development during last decades, especially thanks to molecular-genetic methods, which refine
and simplify mapping of tree genotypes and the selection of superior genotypes. Recently, in the
Czech Republic superior genotypes are selected based on forestry parameters (tree height, trunk
diameter, and timber quality) what does not always correlate with the ability of a tree to resist
abiotic and biotic stresses. Recently, there is an effort to include in the breeding also
physiological parameters and select superior genotypes using nonspecific stress indicators,
which are able to correspond better to tree fitness than the forestry growth parameters.

The present thesis deals with genotypes of Scots pine (Pinus sylvestris L.) growing
in seed orchards Doubrava and Silov in the Pilsen region in the Czech Republic. Seed orchards
are tree plantations, which serve as a reserve of the genetically valuable reproduction material,
they are parts of breeding programs. Pine needles were collected in July 2015 and analyzed for
non-specific stress indicators — photosynthetic pigments, phenolics, lignin, cellulose and proline
contents and leaf reflectance and fast chlorophyll fluorescence measurements. First objective
of the present thesis was to compare physiological parameters of the same genotypes growing
in both seed orchards. The seed orchard Doubrava has got a lower content of soil nitrogen and
magnesium comparing to the soil of the seed orchard Silov. the second objective of my thesis
was to compare a measure of variability in followed parameters for the same and different
genotypes in both seed orchards.

Trees in both seed orchards did not exhibit stress conditions, however, values
of vegetation indices and fluorescence parameters responded to a lower nutrient accessibility
in soil in the Doubrava orchard. It seems that methods of fluorescence and leaf reflectance
measurements have higher responsiveness than methods of biochemical analysis. Some
physiological parameters had a lower variance in trees of the same genotypes than in trees of
different genotypes what refers to a genetic-determined variability in these parameters among
genotypes.

The fact, that genetic-determined variability was proved in some of monitored
physiological parameters in non-stress conditions, is important for applicability of these
parameters in breeding programs of trees. More suitable physiological parameters for breeding
seem to be vegetation indeces and fluorescence parameters rather than methods of biochemical

analysis because of their responsiveness even in non-stress conditions.



Key words: Seed orchards, genotypes, breeding, photosynthetic pigments, phenolics, lignin,

cellulose, prolin, leaf reflectance, fluorescence, vegetation indeces.



Obsah

SEZNAM ZKIALEK ..o s 10
L UVOQ e 12
S R O3 1 o) ¢ oI PP PRPPR 13
A & 1 0101 (< O PR PPR 13

2 LAErarni UVOd ...oc.oiiiiiiiiicii 15
2.1 BOroviCe lESNI ..ocuviiiiiiiiiiiiiii 15
2.2 Slechténi borovice lesni v Ceské republiCe.........coviviviiieeiiisiieiieieessesessseses s 16
2.2.1  Semenneé SAAY ......occveiiiiiiiiiii 17
2.2.2  Genetick€ Markery ... 18
2.2.3  Vyuziti fyziologickych indikatort ve Slechténi lesnich dfevin ............c.cceeeennens 19

2.3 Nespecificke INdIKALOTY STIESU ......veiviiiiiiiiiiicieeie e 20
2.3.1  Fotosyntetick€ PIMENLY .......cccoiiiiiiiriiiiisiese e 20
2.3.2  FenoliCke TAtKY.....ooviiiiiiiieec e 22
2.3.3  LEONIN ettt 23
2.3.4  CeIULOZA ... 24
2.35  ProliN 25
2.3.6  OArazZiVOSL........ocoiiiiiiiiiiei s 26
2.3.6.1 Zéakladni principy 0drazivVoSti ........ccceevereeiiiieerienieeseese e 26
2.3.6.2  Vegetalnl INAEXY......coiiieiieiiiiesiieie ettt 27
2.3.6.3 VyuzZiti vegetacnich INdeXil..........ccooviiiiiiiiiiiiicie 28

2.3.7  FIUOMESCENCE ...t 30
2.3.7.1 Rychla kinetika fluorescence chlorofylu a.........cccooviiiiiiiiiiiiiiicis 30
2.3.7.2 Fluorescencni parametry popisujici OJIP KfivKu......c..ccooviviiiiiiiiiiies 32
2.3.7.3 Vyuziti fluorescence pii méfeni vlivu stresu na rostlinu ...........coceeviviiinnns 33

2.4 Vyznam vnitrodruhové variability fyziologickych parametrii pro Slechténi ............. 34

3 Materidl @ MELOAY ... .cviiiiiiiiiiiici 37
3.1 Materidl @ StANOVISTE ..ocuviiiiiiiiiiiieiiee e 37
311 Semenne SAAY ...ocvveiiiiiiiiiii e 37
3.1.2  Studovan€ GeNOLYPY ......ccciiriiiiiiiiiiiiieiie st 38
31,3 OdBET PUAY .. 38

3.2 Ter€NNi OADETY ....eiiveiiiiieiieiti et 42



3.3  Metody vyzkumu — stanoveni fyziologickych parametra jehlic...........cccoveirinnnnne 42

3.3.1  Rychla kinetika fluorescence PSIL...........ccccoooiiiiiiiiiiiiciecs e 42
3.3.2  Reflektance a stanoveni vegetacnich indexl ..........cccvrveiiiiiiiiiicisec s 43
3.3.3  Analyza obsahu fotosyntetickych pigmenti............ccoveveieieiciininineeeees 45
3.34  Analyza obsahu fenolickych 1atek ...........ccooiiiiiiiiiiii, 46
3.3.5  Analyza obsahu lIgNINU .........ceciiiiiiiiiiici e 47
3.3.6  Analyza obsahu ClUIOZY .........ccoovviiiiiiiiiciic 48
3.3.7  Analyza obsahu Prolinu .......ccceeiviiiiiiiiiiicc e 48

3.4 Meteorologicka data.........c.ccueieiiiiiiii i 49
3.5 StatiSticke METOAY ....veiveeiiiiiiieiiee s 49

A VYSIEAKY .o 51
4.1  Meteorolo@icka data..........cooiieiiiiiie s 51
4.2 ROZDOT PUAY .eeeeiieiiieie ettt 53
4.3  Vysledky prviniho Cile .....oociiiiiiiiiiiii 55
4.4 Vysledky druh€ho Cile: ..o 60

5 DISKUSE ... 71
5.1  Diskuse pouziti metodickych postupil .........ceevviiiiiiiiiie e 71
5.2  Diskuse ndvrhu €XPerimentU........ccveiiueiiiiiiiiiieeiieee e sieessreessneessineesssnessssneesssnees 72
5.3  Diskuse experimentalnich vysledkll..........ccccoiiiiiiiiiiiii 74
5.3.1  POPIS StANOVIST ..ecuviiiiiiiiiii et 74
5.3.2  Vysledky prvniho Cile........coiiiiiiiiiiiiiii 75
5.3.3  Vysledky druh€ho Clle .......c.ooiiiiiiiiiiiiice e 79

D4 PTINOS PIACE .....veiieiiriesiee ettt nn e n e 80

B VT ettt bttt nne s 83
6.1  CIl 1 ahypoteza 1:....oiiiiiiiiiiiie e 83
6.2 CIl2 aRyPOtEZa 2:. ..o 84

7 SEZNAM HIEEIALUIY ...ttt bbbttt bbbt neas 85



Seznam zkratek

A — (Absorbance) - Absorbance

ABS/RC — Primérny tok absorpce na RC, neboli zdanliva velikost antény PSII

ATP - (Adenosine triphosphate) - Adenosintrifosfat

BwB - (Breeding without breeding) - Slechténi bez §lechténi

CRI700 — (Carotenoid concentration index)

CHMU — Cesky hydrometeorologicky tiad

DIo/RC — Tok disipované energie vyjadieny na jedno RC PSII

DNA - (Deoxyribonucleic acid) - Deoxyribonukleova kyselina

ETo/RC — Tok elektronti z Qa na Qs

Fo — Minimalni fluorescence

Fi— Intenzita fluorescence v bodé I OJIP kiivky

F;— Intenzita fluorescence v bodé J OJIP kiivky

Fk — Intenzita fluorescence v bodé¢ K OJIP kiivky

Fm (Fp) — Maximalni fluorescence

Fv - (Variable fluorescence) - Variabilni fluorescence

Fv/Fwm, oro — Maximalni kvantovy vytézek PSII

Kar/Chl — Pomér mnozstvi karotenoidt a chlorofylu

LCR - Lesy Ceské republiky

Mo — Odhad smérnice relativni variabilni fluorescence ViV okoli bodu O na OJIP kiivce
Macc01 — (Maccioni 01)

NDCI - (Normalized difference chlorophyll index)

NDVI - ( Normalized difference vegetation index) - Normalizovany diferenéni vegetacni index
NDVIre — (Normalized difference VI — red edge)

NDW!I - (Normalized difference water index) - Normalizovany diferen¢ni vodni index
NIR - (Near infrared region) - Blizka infradervena oblast

Pl aBs — Performacni index konzervace energie od fotonti ke Qg

Pl totaL - Performacni index konzervace energie od fotonti az k PSI

PQ - (Plastoquinone) - Plastochinon

PRI - (Photochemical reflectance index)



PRIm1 — (Modified photochemical reflectance index)

PSI - (Photosystem 1) - Fotosystém I

PSII - (Photosystem I1) - Fotosystém II

PSSRa - Pigment Specific Simple Ratio

Qa — (Plastoquinone Qa) — Plastochinon Qa

Qg — (Plastoquinone Qg) — Plastochinon Qg

R — (Reflectance) - Reflektance

RC — (Reaction centre) — Reak¢ni centrum

RE01/RC - Tok elektronti z Qa az na PSI

REIP — (Red edge inflection point)

RGI — (Red/green index)

ROSAVI - Revised OSAVI

SSLPs - (Simple sequence length polymorphisms)

SSRs - (Simple sequences repeats)

STRs - (Short tandem repeats) - Kratka tandemova opakovani

TCARI/OSAVI — (Transformed cab absorption in reflectance index/optimized soil adjusted
vegetation index

TRo/RC — Maximalni tok energie zachyceny PSII

UV - (Ultraviolet) — Ultrafialové

UKZUZ - Ustiedni kontrolni a zkusebni tistav zemé&dg&lsky

V|- (Relative variable fluorescence) — Relativni variabilni fluorescence v bodé I

V;- (Relative variable fluorescence) — Relativni variabilni fluorescence v bod¢ J

V- (Relative variable fluorescence) — Relativni variabilni fluorescence v ¢ase t

ZM — (Zarco a Miller)

Sreo1 - Efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron pfenesen z Qg az k PSI

yrc — Pravdépodobnost, Ze chlorofyl v PSII funguje jako RC

opo— Kvantovy vytézek disipace zachycené energie

oeo — Kvantovy vytézek transportu elektront z Qa do Qg

oro, Fv/Fm — Maximalni kvantovy vytézek PSII

oreo1 - Kvantovy vytézek transportu elektroni az k PSI

Weo — Efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron pienesen z Qado Qs

Wreo - Efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron ptenesen az k PS



1 Uvod

Moje prace se zabyva semennymi sady, tedy vysadbou stromd, jejichz semena budou za
nékolik generaci vyuzita na vysadbu lesa. V tvodu se tedy zminim o vyznamu lesnich
ekosystému.
atmosférického oxidu uhli¢itého v procesu fotosyntézy a ukladani uhliku do biomasy.
Schopnost fixace atmosférického oxidu uhli¢itého, jako jedné znejvyznamnéjSich
ekosystémovych sluzeb, nabyva na vyznamu piedevsim v dnesni dobé&, kdy koncentrace oxidu
uhli¢itého v atmosféte stoupd v disledku antropogenni ¢innosti. Oxid uhli¢ity jako sklenikovy
plyn pfispiva k projeviim globalni klimatické zmény a lesy tak mohou zmiriiovat jeji ucinky.
Dalsi dulezita klimaticka funkce lesa je ochlazovani okoli vlivem evapotranspirace, a tedy
podpora malého vodniho kolob&hu v krajiné. Tato funkce je opét dulezitd piedevsim
do budoucna, protoze se ro¢ni primérna teplota neustale zvySuje a zasoby vody se zuZzuji.
Nemén¢ dulezitou funkci lesa je uchovani urodnosti pidy zabranovanim erozi a zachovani
biodiverzity poskytovanim ukrytu ostatnich organizmi. Z pohledu lidské civilizace nelze
zanedbat funkci hospodatskou, tedy poskytovani surovin - dieva, lesnich plodin a mnoho
dal$iho a nesmime opomenout ani funkci rekreacni.

Pro lepsi pochopeni vyznamu lesa poslouzi koncept vytvoieny Robertem Constanzou
(1997), zabyvajici se sluzbami ekosystému. Sluzby ekosystémii jsou zde podle riznych modeli
vyjadiovany v penéZnich hodnotach. Podrobné jsou sluzby lesnich ekosystémil popsany
naptiklad ve finské studii (Matero a Saastamoinen, 2007), kde shrnuli ro¢ni hodnotu lesnich
ekosystémil ve Finsku na 2609 miliond eur, nebo v studii oblasti Qinba v Ciné (Li et al., 2006),
kde je hodnota lesnich ekosystému vypocitana na piiblizné 134 tisic US dolart za hektar lesa.
V téchto finan¢nich odhadech pravé klimatizacni funkce lesa hraje vyznamnou roli. Nicméné
finan¢ni ocenovani sluzeb ma fadu metodickych uskali, které nejsou vytfeseny a bude obtizné
je vyiesit 1 vzhledem k proménlivosti kurzi mén a ekonomické a politické situaci, ktera
vyznamné podminuje situaci ekonomickou.

Lesy ovSem nejsou neménny ekosystém a citlivé reaguji na zmény podnebi, které
se v posledni dob¢ udaly a dé&ji. Morin et al. (2008) vytvotili model, ktery ukazuje posun
nekterych z 16 sledovanych druhid stromi v ramci Severni Ameriky z jihu smérem na sever

diky cast¢jSim obdobim sucha. Vlivem klimatickych zmén, kdy se zvySuje vyskyt extrémnich
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meteorologickych udalosti, miizeme ocekévat jesté rapidnéjsi zmény v druhovém slozeni lesa.
V tomto kontextu tedy ziskavaji na vyznamu pravé programy Slechténi stromi, které ndm
pomohou vybrat odolné genotypy stromu, které dokazi piezit v extrémnich klimatickych
podminkach a zachovaji tak lesni ekosystém i do dalSich generaci.

V dnesni dobé je Slechténi jehliénatych strom@ pomoci semennych sadti v Ceské
republice v pocatcich, diky tomu, ze se jedna o velmi dlouhodoby proces z hlediska délky
lidského zivota. Vybér stromi se ovSem zaméfuje pouze na lesnické parametry jako je vyska
a tloust’ka kmene ¢i kvalitni tvarnost kmene. Fyziologické parametry, které 1épe charakterizuji
odolnost stromu proti abiotickym 1 biotickym strestim zatim do procesu Slechténi nebyly
v Ceské republice za¢lenény. Hlavnim cilem moji prace je tedy propojeni klasického lesnického
Slechténi borovice lesni (Pinus sylvestris L.) s analyzou biochemickych a dalSich stresovych
markerd, které mohou do budoucna slouzit jako dalsi selekéni nastroj pii Slechténi jehlicnand.
Mym druhym cilem je sledovani vlivu prostiedi s riznym sloZzenim ptdy na borovici lesni
pomoci analyzy stresovych markerd. To, Ze ma borovice vysokou variabilitu nejen mezi druhy,
ale i variabilitu mezi riznymi genotypy jedinci stejného druhu, ztéZuje interpretaci vysledku
pozorovani. Pozorovani vlivu prostfedi na soubor jedinct stejného genotypu by tedy mélo

prispét k eliminaci tohoto problému.

1.1 Cile prace

1) Porovnat fyziologické parametry u souboru jedinct se stejnym genotypem ve dvou

prostfedich s riznymi ptidnimi podminkami v semennych sadech Doubrava a Silov.

2) Porovnat, jak se li§i mira variability fyziologickych parametrti u riznych genotypt

stromt se stromy stejného genotypu v semennych sadech Doubrava a Silov.

1.2 Hypotézy

1) U stromi v semenném sadu Doubrava Se projevi zmeéna sledovanych fyziologickych
parametrti reagujici na niz$i dostupnost zivin (zejména dusiku a hoic¢iku) oproti

stromum ze semenného sadu Silov.
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2) Stromy stejného genotypu budou mit na daném stanovisti nizSi variabilitu

ve sledovanych fyziologickych parametrech nez skupina stromi s riznymi genotypy.
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2 Literarni uvod

2.1 Borovice lesni

Borovice lesni (Pinus sylvestris L.) patfi do oddéleni nahosemenné (Pinophyta) celedi
borovicovité (Pinaceae). Rod borovice (Pinus) obsahuje nejvice druhti ze vSech jehli¢natych
dfevin a samotna borovice lesni se rozdéluje na nékolik ekotyptl, které nekteti autofi vyclenuji
jako samostatné druhy nebo poddruhy.

Duivodem takové variability je velmi Siroky areal rozsifeni (Obrazek 1). Borovice lesni
se vyskytuje témef po celé Eurasii. Jeji vyskyt pfesahuje severni polarni kruh ve Skandinavii,
dosahuje na jih az k pohoti Sierra Nevada ve Spanélsku, nejzapadnéji se vyskytuje ve Skotsku

wrw

a dale je rozsifen na vychod pies Sibif az k Ochotskému moii (Kanak, 2011).

Obrazek 1.: Areal rozsifeni borovice lesni (pievzato z Critchfield a Little Jr., 1966), zelenou barvou je oznacen

areal rozsifeni.

W Pinus sylvestris

Holwied orcenvence

Z vySe zminéného vyplyva, ze borovice lesni nema moc velké ekologické naroky
na prostfedi a klima. V Ceské republice je ptivodné tzv. borovice reliktni (Pinus sylvestris
montana), ktera na naSem uzemi pteckala dobu ledovou v jednotlivych ostrivcich,
nachdzejicich se pfedev§im v horskych pasmech. Tato borovice roste zejména v extrémnich
stanovistich, na suchych piscitych a skalnatych stanovistich nebo na raselinistich (Svoboda

a Pokorny, 1953).
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V dnesni dobé& je borovice lesni plnohodnotnou souéasti deského lesa. Udaje z roku
2004 ukazuiji, Ze borovice je dokonce druhym nejvice zastoupenym stromem (Obréazek 2) (LCR,
2004). Roste a je vysazovana tedy i v jinych nez vy$e zminénych stanovistich, i kdyz na ptidach
bohatych na Ziviny byva vytlacena jinymi stromy.

Borovice lesni je v lesich vysazovédna diky své odolnosti. Dobfe odolava extrémnim
klimatickym podminkdm, pozaru nebo imisim. Diky struktufe svého kofenového systému
slouzi pfi zpeviiovani pidy (Kanak, 2011). Nesmime opomenout ani hospodatsky vyznam.
Diky svym vlastnostem se dfevo borovice lesni pouziva na vyrobu nabytku, pfi stavbach

na vyrobu zelezni¢nich prazcii nebo dalnich podpér.

Obrizek 2.: Zastoupeni stromii v lesich CR (sestrojeno podle dat LCR, 2014)

Zastoupeni strom( v lesich CR

B Smrk H Borovice
B Modfin HDub
M Buk M Bfiza
Ostatni listnaté dreviny Ostatni jehlicnaté dreviny

2.2 Slechténi borovice lesni v Ceské republice

rrrrrr

realizovany formou provenienc¢nich pokusii. Piivodnim cilem proveniencniho vyzkumu bylo
zjistit, z jakého mista je mozné dovazet nejkvalitnéjsi osivo borovice lesni s nejvyssimi vynosy
(Kanak, 1982). Pozdéji se proveniencni pokusy rozsitily i o studie zabyvajici se evoluci daného

druhu a arealem/ekosystémem, ve kterém dané populace rostou. V dne$ni dobé se vytvareji
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tzv. Slechtitelské programy. Soucasti t€chto programi je i1 zakladani a udrzovani semennych
sadd, které slouzi k prenosu genetického zisku vygenerovaného ve Slechtitelském programu

do provoznich hospodaiskych vysadeb (Kanak, 2011).

2.2.1 Semenné sady

Semenné sady jsou vysadby stromt, které slouzi ke sbéru reprodukéniho materidlu.
Tento reprodukcéni materidl (zejména osivo) by mél byt v dostatecném mnozstvi, snadno
dostupny a piedevsim geneticky hodnotny. U¢elem semennych sadi je jednak slouzit jako zdroj
hodnotného reprodukéniho materidlu pro hospodaiské ucely, ale také pomoci zachovat
genofond ohrozenych populaci lesnich dievin.

Vsechny semenné sady v CR jsou tzv. klonové semenné sady a jsou zakladany
Zroubovanci stromi z ur€ité oblasti (Obrazek 3). Roubovanci (ramety), ktefi pochdzeji
Z jednoho stromu, tvofi vzdy 1 genotyp. V semenném sadu je tedy vzdy 1 genotyp (klon)
predstavovan vice rametami (1 rameta = 1 strom) a to tak, ze by se pocty ramet kazdého klonu
mely v semenném sadu ptiblizné shodovat. Rodi¢ovské stromy pro sbér roubti se vybiraji podle
fenotypovych (prevazné morfologickych) vlastnosti, které souviseji s i€elem semennych sadi
zminénym vyse. Tyto sledované morfologické parametry jsou pfedevsim zaméfeny na kvalitu
a kvantitu dfeva v kmeni. Jedna se tedy nejcastéji o vySku kmene, tloustku kmene a tvarnost
kmene (rovny prubézny kmen bez sukti a boulovitosti a s vysoko nasazenou korunou se slabsimi
vétvemi) (Kanak, 2008). Sad zalozeny z téchto roubovanci se nazyva semenny sad L. (prvni)
generace. Po zaloZeni semenného sadu je nutné ovéfit, zda jsou sledované znaky vybranych
stroml geneticky podminéné. Za timto ucelem se zakladéd tzv. testovaci vysadba ze semen
stromll semenného sadu I. generace. Stromy v testovaci vysadbé se oznacuji jako polosesterské
potomstvo, protoze je obvykle zndm pouze genotyp ,,matky* (matetského stromu). Pro dalsi
optimalni postup je potieba zjistit i otce stromi v testovaci vysadbé a to ovéfenim genotypu
stromu v testovaci vysadbé a naslednym vytvoreni jejich rodokmenu. Potomstvo, u kterého je
znama matka 1 otec se nazyvad plnosesterské. V posledni fadzi se mohou probrat stromy
v semenném sadu [. generace (tzv. genetickd probirka), ponechat pouze ty, u kterych jsou
vybrané vlastnosti geneticky podminéné a ze semen téchto stromii zaloZit sad II. generace. Cim
vyssi stupent semennému sadu nalezi, tim vEtsi maji stromy genetickou hodnotu (Kanak, 2011;

Korecky 2012).
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Nejstarsi semenné sady v CR byly zakladany v 70. letech 20. stoleti, ale az od 80. let se
zacalo sledovat, aby vybrané stromy reprezentovaly konkrétni regionalni populace (Kandk,
2011). ProtoZe $lechténi borovice je dlouhodoby proces, viechny semenné sady v CR jsou
Vv soucasnosti I. generace (Kanak et al., 2009 in Korecky, 2012). V roce 2012 bylo semennych
sadii borovice lesni v CR 37, z nich 24 ve vlastnictvi Lestit Ceské republiky (Korecky, 2012).

Na dvou z nich (Doubrava a Silov) byl proveden vyzkum v experimentalni ¢ast této prace.

Obrazek 3.: Schéma Slechténi stromii v klonovych semennych sadech

Vybrané stromy (lesnické parametry)

|

l.generace Semenny’ sad roubovanci
A
Testovaci vysadba semenécky
Il. generace Semenn\’( sad

"

Testovaci vysadba
lll. generace Semenny sad

S

Testovaci vysadba

2.2.2 Genetické markery

Zmapovani genotypt stromi uréit¢tho druhu dieviny V testovacich vysadbach
a semennych sadech a nasledné sestrojeni rodokmenu se provadi pomoci genetickych markert.
Geneticky marker je vyjadien jakoukoli viditelnou vlastnosti nebo testovatelnym fenotypem,
u kterého se alely daného lokusu segreguji podle Mendelovych zakont. Genetické markery
se déli do nékolika skupin. Nejméné vyuzivané jsou morfologické markery, které zahrnuji
mutace, jako jsou naptiklad albinismus jehlic (Franklin, 1970) Na zacatku 70. let 20. stoleti se
zaCaly vyuzivat markery biochemické, jako je naptiklad slozeni a zastoupeni monoterpent
a alozymi (alelickych forem enzymi). Posledni skupinou genetickych markert, ktera se zacala
vyuzivat v 80. letech 20. stoleti, jsou molekularni markery, naptiklad mikrosatelity (White
etal., 2007). Mikrosatelity jsou kratké segmenty DNA, které se opakuji, fadi se mezi né
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tzv. kratka tandemova opakovani, (short tandem repeats (STRs)), simple sequences repeats
(SSRs), nebo simple sequence length polymorphisms (SSLPs) (Robinson a Harris, 1999).
Mikrosatelity piedstavuji jako genetické markery tu vyhodu, ze vykazuji vysokou variabilitu
anachazi se v kodujicich i nekddujicich sekvencich (Zane et al., 2002). Dulezité je, Ze
zmapovani genotypti pomoci mikrosatelitii odhali téz miru kontaminace pylem ze stromi
mimo semenny sad. Udrzet sad co nejméné kontaminovany pylem zvenéi je zasadni pro
zachovani genetické ,,Cistoty* Slechténé populace (Slavov et al., 2005).

Mikrosatelity pro zmapovani genotypu borovic lesnich vyuzivaji také prof. Milan
Lstibuirek a kolektiv, ktefi tuto metodu zasadili do kontextu originalni strategie S nazvem
»slechténi bez Slechténi (breeding without breeding, BwB) vyuzitelné ve Slechtitelskych
programech. Vyhodou metodiky BwB je pfedev§sim moznost vyhnout se kontrolovanému
opyleni a genetickému kiiZeni. Diky tomu je mozné uSetfit ¢as a ndklady v rdmci Slechténi
borovice lesni. U dfevin ptivodem ze subtropickych a mirnych klimatickych podminek totiz
trvd minimaln¢ 15 az 25 let nez dosdhnou reprodukéni zralosti. U druhi pochézejicich

ze severskych klimatickych podminek je to dokonce 30 az 80 let (Lstibirek et al., 2015).

2.2.3 Vyuiiti fyziologickych indikdtorit ve Slechténi lesnich dievin

Slechténi dfevin bylo vzdy zalozeno na vybéru stromi dle fenotypovych vlastnosti,
avsak diive se zaméfovalo pouze na znaky souvisejici s vynosem. V posledni dobé se zajmem
Slechtitelt stal 1 vybér stromt rezistentnich proti chorobam a abiotickym strestim, coz se jevi
dilezité obzvlasté v souvislosti s probihajicimi klimatickymi zménami. Novym trendem se tedy
stava propojeni lesnické genetiky a stresové fyziologie dfevin vyuzivajici metod, které¢ dokazi
monitorovat fyziologicky stav stromu. Fioranni a Schur (2013) napfiklad pfedstavuji méteni
fluorescence a reflektance jako mozné neinvazivni metody budoucnosti pro mapovani fenotypti
rostlin a selekci nadprimérnych genotypt. Praci na toto téma je ovSem zatim velmi malo.

Pro zahrnuti fyziologickych parametri do Slechtitelskych programt lesnich dfevin je
nutné zjistit, zdali jsou dané parametry geneticky podminéné. Napiiklad Cepl et al. (2016)
se zabyval dédivosti parametri odvozenych od rychlé kinetiky chlorofylu a (OJIP test)
v testovacich vysadbach borovice lesni au 15 fluorescen¢nich parametrt z 18 zjistil v ramci

konkrétni populace signifikantni dédivost.
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Vyuziti nespecifickych indikatorti stresu pro Slechténi (obzvlaste¢ meéteni odrazivosti
a fluorescence jako neinvazivnich metod) je velmi dilezitou oblasti vyzkumu s ohledem
k budoucnosti. V soucasné dob¢ je vSak tato metoda v pocatcich a jeji implementace

do slechtitelskych programu je stale novinkou.

2.3 Nespecifické indikatory stresu

Jako indikatory stresu jsou povazovany biochemické zmeény, které probihaji v dané
rostlin€ v reakci na urcity stres, jako je sucho, ptusobeni abnormalné vysokych nebo nizkych
teplot, zasoleni a podobné. Tyto zmény jsou bud’ nasledkem porouchani daného mechanismu
vlivem stresu (napiiklad rozklad chlorofylu), nebo obrana rostliny za nasledkem zmirnéni
ucinkt stresu (naptiklad syntéza prolinu) (Lhotadkova a Albrechtova, 2016). Dillezitymi kritérii
indikatort stresu jsou velikost umérnd velikosti daného stresu, méfitelnost (Ernst a Petersnon,
1994), stabilita béhem ro¢niho a diurnalniho cyklu a snadnost a dostupnost ziskani (Wild
a Schmitt, 1995). Protoze dany indikator vzdy reaguje na celou fadu stresii a je tézké urcit
konkrétni vliv prostiedi, ktery na rostlinu ptsobi, oznacuji se indikatory jako nespecifické.

Protoze kazdy rostlinny druh i jedinec v ramci druhu reaguje na neptiznivé podminky
Jinou mirou a nékdy 1 jinym zpiisobem, mohou nespecifické indikatory stresu slouzit pii vybéru
odolnych jedinct, ktefi se dokazi na dany stres aklimatizovat. Tyto parametry dokazi mnohem
vice vypovidat o schopnosti rostliny pfizplisobovat se extrémnim podminkam, nez pouze
lesnické parametry (jako je naptiklad tloustka, vyska a tvarnost kmene), které se pro Slechténi
borovic lesnich pouzivaly do dnesni doby.

V nésledujicich kapitolach nejprve predstavim nespecifické indikatory stresu, které
pouzivam v experimentalni ¢asti prace (obsah fotosyntetickych pigmentt, fenolickych latek,
ligninu, celuldzy, prolinu, vegetacni indexy odvozené z odrazivosti jehlic a fluorescencni
parametry) a poté bude nasledovat kapitola o studiu nespecifickych indikatora stresu na riznych

odradéch a genotypech jednoho druhu rostlin.

2.3.1 Fotosyntetické pigmenty

Vv

Nejbéznéjsim nespecifickym indikatorem stresu je obsah fotosyntetickych pigmenti

v listech. Fotosyntetické pigmenty v cévnatych rostlinach predstavuji chlorofyl a, chlorofyl b
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a karotenoidy. Chlorofyly a a b se nachazi ve svétlosbérném anténnim komplexu, ktery
vychytava fotony a ptesouva jejich energii do reakéniho centra fotosystému. Soucasti
svétlosbérného komplexu jsou i karotenoidy jako je B-karoten, lutein a xantofyl, které rozsituji
spektrum zafeni, které mutze byt svétlosbérnym komplexem pohlceno. Soucasné maji
karotenoidy ochranou funkci naptiklad proti vysoké ozarenosti, UV zafeni nebo mrazu (Ustin
et al., 2009). Piikladem je tzv. xantofylovy cyklus, pii kterém se nadbyte¢né svételné zafeni
prevadi na teplo (Demmig-Adams a Adams, 1996). Diky funkci fotosyntetickych pigmenti
muzeme pomoci jejich obsahu v listech zjistit fotosyntetickou kapacitu listu.

Obsah fotosyntetickych pigmentt v listech reaguje na rizné vlivy okolniho prostiedi,
jako je naptiklad sucho, nedostatek mineralnich zivin, znecisténé ovzdusi nebo extrémni
teploty. Daéle se soustfedim na reakci jehlicnant na stresové faktory prostiedi.

Bylo pozorovano, Ze u borovic halepskych (Pinus halepensis) stresovanych
nedostatkem vody se snizuje mnozstvi chlorofylu a, chlorofylu b i karotenoidi. Pii ptsobeni
zvySené koncentrace ozénu se v jehlicich borovic snizilo mnozstvi chlorofylu a, zatimco
mnozstvi chlorofylu b zlstalo stejné a mnozstvi karotenoidi se zvysilo. ZvySené mnozstvi
karotenoida v jehlicich pravdépodobné souviselo s tim, Ze karotenoidy pusobi jako zhéasece
volnych radikalt. Pii stresu suchem a zvySenym mnozstvim ozénu se mnozstvi chlorofylu a,
chlorofylu b a karotenoidi snizilo (Manes et al., 2001). Snizeni obsahu chlorofylu a karotenoidti
v jehlicich je obvykla reakce na stres z nedostatku vody (Ditamova et al., 2009; Pukacki
a Kaminska-Rozek, 2005). Presto muze byt nékdy reakce fotosyntetickych pigmentt na stres
z nedostatku vody opac¢na. Po 28 dnech stresu suchem se u borovic (Pinus tabuliformis a P.
yunnanensis) mirn¢ zvysilo celkové mnozstvi chlorofylu a karotenoidt (Gao et al., 2009).

Obsah fotosyntetickych pigmentil se méni také v reakci na nedostatek mineréalnich Zivin
v pidé. Naptiklad v reakci na snizené mnoZstvi dusiku v pidé se sniZuje obsah chlorofylu
V jehlicich (Pallardy, 2008). Puda deficientni na hoi¢ik spole¢né se zvySenou koncentraci
ozonu zpusobila snizeni chlorofylu a karotenoidd u smrku ztepilého (Picea abies L.)
(Siefermann-Harms et al., 2004).

V zimnich mésicich se u borovice lesni (P. sylvestris L.) snizilo v ramci mrazového
otuzovani mnozstvi chlorofylu a i b v jehlicich. Jednotlivé druhy karotenoidd reagovaly pfi
procesu otuzovani rizné. Mnozstvi zeaxantinu stoupalo, proteiny fotosyntetického aparatu
zacCinaly byt obohacené o lutein a neoxantin, zatimco mnozstvi B -karotenu klesalo. Zeaxantin
stejn¢ tak lutein a neoxantin slouZi v zimnich teplotach pravdépodobné jako antioxidanty

a pusobi fotoprotektivné. Klesajici mnoZstvi B-karotenu a chlorofylu souvisi s rozpojenim
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svétlosbérnych komplexii a zahrnutim B-karotenu do xantofylového cyklu (Sofronova et al.,
2016).
Z ptedchozich udaju je zfejmé, Ze obsahy a vzajemny pomér fotosyntetickych pigmenta

je citlivym nespecifickym indikatorem fyziologického stavu u dfevin rodu Pinus.

2.3.2 Fenolické latky

Fenolické latky patii mezi sekunddrni metabolity. Jak napovida nazev, tyto latky byly
diive povazovany jako odpady, nebo ,,chyba® primarniho metabolismu. Pozd¢ji se ovsem pitislo
na to, ze jsou sekundarni metabolity nezbytné pro Zzivot rostlin, pro vzajemnou kompetici,
ochranu proti patogentim nebo vnéjS$im vliviim prostiedi (Bennett a Wallsgrove, 1994).

Fenolické latky jsou strukturné odvozeny od fenolu (benzenové jadro, na které je
navazana hydroxylova skupina). Jsou tvofeny zadkladnimi fenylpropanovymi jednotkami nebo
jednotkami odvozenymi z Sikimatu (Pavlova, 2005). K fenolickym latkdm u jehlicnanti patii
naptiklad derivaty kyseliny hydroxyskoficové, flavonoidy a dalsi rozpustné fenoly (Héberle
et al., 2009).

Fenolické latky slouzi rostliné k ochrané proti patogentim (jako hmyz, houby, nematoda
a ostatni herbivoii) (Bennett a Wallsgrove, 1994), v procesu alelopatie (Li et al., 2010), ale také
k ochrang proti abiotickym stresiim. V této kapitole se zamé&fim pravé na funkei fenolickych
latek pti ochrané rostliny proti abiotickym strestim.

Syntéza fenolickych latek v reakci na sucho se velmi lisi podle druhu rostliny 1 dané¢ho
jedince. Jednotlivé genotypy borovice lesni se napiiklad vyrazné 1i$i v mnozstvi taxifolinu
Vv jehlicich (Laracine-Pittet a Lebreton, 1988). Odlisné€ na stres reaguji stromy, které rostou
ve venkovnim prostiedi, nez stromy, které rostou ve skleniku. Je to déno tim, Ze stromy
nachazejici se ve venkovnim prostiedi maji obecné vétsi mnozstvi fenolickych latek, a proto
nemusi na stres reagovat jejich syntézou oproti stromim v uzavienych prostorach (Turtola
et al.,, 2006). Mnozstvi fenolickych latek zavisi také na stafi jehlic, ve studii Réisénen et al.
(2008) bylo zaznamenano vyssi mnozstvi fenolickych latek v jehlicich letosniho roku nez
Vv jehlicich loniského roku.

Borovice smolna (Pinus recinosa) nakazena houbou Sphaeropsis sapinea pfi stresovani
suchem syntetizovala mén¢ fenolickych latek nez borovice nakazena houbou a nestresovana
suchem. Borovice, které byly nakaZené se mezi stresovanymi a nestresovanymi suchem

v mnozstvi fenolickych latek vyznamné nelisily (Blodgett a Stanosz, 1998).
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Studie Riisdnen et al. (2008) nezaznamenala zménu v mnozstvi fenolickych latek
Vv jehlicich pii zvySené teploté ani pii zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého u borovice lesni
(Pinus sylvestris L.).

Hnojeni (N:P:K) sniZilo mnozstvi fenolickych latek v jehlicich borovice smolné (Pinus
recinosa) (Blodgett et al., 2005). Naopak pfi nizkém mnozstvi dusiku v pudé se mnozstvi
fenolickych latek v smrku sitka (Picea sitchensis) zvysilo (Wainhouse et al., 1998).

Mnozstvi fenolickych latek u borovice lesni se v zavislosti na ozafeni niz§im nebo
vysSim UV zéfenim vyrazné nemeénilo. Prostiedi pod filtrem nepropoustéjicim zaieni UVA
a UVB ovlivnilo mnozstvi péti z 46 zkoumanych druhta fenolickych latek v jehlicich borovic
lesnich (Pinus sylvestris L.), tfi druhy fenolickych latek vykazovaly snizené mnozstvi oproti
kontrole a dva druhy naopak zvySené mnozstvi oproti kontrole. Borovice, které rostly pod
filtrem nepropoustéjicim pouze UVB zafeni, nemély oproti kontrole rozdilné mnozstvi
fenolickych latek. Celkové mnozstvi fenolickych latek nebylo ovlivnéno ani pfidanim filtru
nepropoustéjiciho zafeni UVB, ani pridanim filtru nepropoustéjiciho zareni UVA a UVB
(Martz et al. 2007). Semenacky borovice lesni a smrku ztepilého (Picea abies), které rostly po
dobu dvou (u borovice) a tfi (u smrku) vegetacnich obdobi pti zvySeném zéateni UVB (o 30%
vy$si nez u kontroly) neovlivnilo mnozstvi fenolickych latek v jehlicich (Turtola et al., 2006).

Fenolickeé latky jsou syntetizovany V reakci na znecisténé ovzdusi. U borovice halepské
(Pinus halepensis) i borovice lesni se zvySilo mnozstvi fenolickych latek pii zvysené
koncentraci oxidu sifi¢itého v okolnim prostiedi. Pti zvySené koncentraci oxidu dusicitého
a oxidu dusnatého se mnozstvi fenolickych latek u borovice halepské v jehlicich naopak sniZilo
(Pasqualini et al., 2003; Karolewski a Gietrich, 1995 in Pasqualini et al., 2003).

Nutné je miti na paméti, Ze jednotlivé druhy fenolickych latek mohou na dany stres
reagovat rizné, a proto je nemuizeme brat jako jednoznacny indikator stresu. Napiiklad
na hnojeni borovice smolné reagovala celkove snizenim fenolickych latek, ale jednotlivé druhy
fenolickych latek reagovaly rizné (n€které svoje mnoZzstvi snizily a nékteré zvysily) (Blodgett

et al., 2005).

2.3.3 Lignin

Mezi fenolické latky patii také lignin. Je to vysoce vétveny polymer sloZeny
z fenylpropanoidovych jednotek. V rostlinach je soucCasti bunécné stény a dodava pletivu

pevnost v tlaku 1 tahu. Po celuldze je to druha nejcetnéjsi organicka latka v rostlinach a tvofi
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ptiblizné 30 % organického uhliku v biosféfe (Boerjan et al., 2003 in Moura et al., 2010;
Pavlova, 2005).

Zménou syntézy ligninu rostliny reaguji na fadu biotickych a abiotickych stresi (Moura
et al., 2010). Ja se dale zam&fim na stres z nedostatku vody, vysokych teplot a z nedostatku
zivin, zejména dusiku, protoze jsou relevantni pro moji praci.

Vice praci na téma syntéza ligninu u rostlin stresovanych suchem se zabyva kotfeny
rostlin, kde se syntéza ligninu pfi stresu z nedostatku vody zvySuje (Moura et al., 2010). U listu
kukufice (Zea mays) se pii stresu z nedostatku vody piesune misto nejvyssi lignifikace (nad
elongacni zénou) smérem k bazi listu. Soucasné se celkové snizi lignifikace v celém listu.
Vysoka lignifikace pii zastaveni ristu listu by totiz mohla ohrozit rist listu po rehydrataci
rostliny (Vincent et al., 2005). Naopak u listu jetele plazivého (Trifolium repens) se pfi tézkém
nedostatku vody (kdy je vodni potencidl méné nez — 1,67 MPa) syntéza ligninu v buiikach
zvySuje soucasn¢ s inhibici rustu listu (Lee et al., 2007). Na prace tykajici se boroviC jsem
bohuzel nenarazila.

Borovice lesni (Pinus sylvestris), které rostly za vyssi teploty, mély ve kmeni vyssi
mnozstvi ligninu (Kilpeldinen et al., 2003).

Rostliny zménou syntézy ligninu reaguji na abnormalné€ vysoké nebo nizké koncentrace
prvka v pude€. Mnozstvi ligninu v jehlicich borovic lesnich, které rostly na ptidach s riznym
obsahem mineralnich Zivin, bylo mezi stanovisti rozdilné. Neprokazala se vSak korelace mezi
mnoZstvim ligninu v jehlicich a obsahem Zivin v piid€ (Sanger et al., 1996). Co se tyce vlivu
dusiku v ptidé na mnozstvi ligninu v rostlinach, nalezla jsem pouze prace tykajici se vlivu
dusikatych hnojiv. Jejich vliv se 1i$i podle druhu, ¢asti rostliny nebo podle jejiho stari. U
semenackt borovice bahenni (Pinus palustris) se po silném pohnojeni dusikem snizi mnoZzstvi
ligninu v kotenech, ale koncentrace ligninu v nadzemnich ¢astech zlstava stejna (Entry et al.,
1998 in Moura et al., 2010). Blodgett (2005) tika, Ze hnojeni (N:P:K) sniZuje mnoZzstvi ligninu
ve vétvich borovice smolné (Pinus recinosa) a zvySuje tak jeji nachylnost k houbovému
patogenu Sphaeropsis sapinea. Naopak po pohnojeni dusikem se u smrku ztepilého (Picea

abies L.) mnozstvi ligninu v kmeni zvysilo (Konstiainen et al., 2004).

2.3.4 Celuloza

Celuldza je polysacharid slozeny z jednotek glukozy. Je soucasti primarni i sekundarni
bunécné stény (mize tvofit az 90 % sekundarni bunécné stény) a je povazovana za nejcastejsi
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biopolymer na Zemi. Celul6za dava bunécné sténé pevnost a stalost v tvaru (Pavlova, 2005).
Celuldza neni tak citlivy nespecificky indikator stresu jako naptiklad fenolické latky, nicméné
je Casto do studii zatazovéana spolecné s uréovanim mnozstvi ligninu (Atwell et al., 2003;
Kilpeldinen et al., 2003; Kostiainen et al., 2004)

VétSina praci zabyvajicich se mnozstvim celuldzy v reakci na abioticky stres je
provadéna na kmenech borovic. Déale jsem vybrala prace zabyvajici se syntézou celuldzy
v reakci na stres z nedostatku vody, na vysoké teploty a mnozstvi dusiku v pudé€. Stinné jehlice
borovice t¢zké (Pinus ponderosa) obsahovaly mensi mnozstvi celulézy nez slunné jehlice,
a diky tomu byly méné tolerantni na stres z nedostatku vody (Vance a Zaerr, 1991). Pfi ristu
borovic lesnich za vyssich teplot se neménilo mnozstvi celuldézy ve kmeni (Kilpelédinen et al.,
2003). Ve studii Kostiainena et al. (2004) se mnozstvi celulozy ve kmeni smrku ztepilého
(Picea abies L.) po pohnojeni dusikem také nezménilo. Stejné vysledky byly i u borovice
montereyské (Pinus radiata) (Atwell et al., 2003). Mnozstvi celuldzy se neménilo ani ve kmeni

borovice lesni (Pinus sylvestris), pii rustu v pidé chudé na dusik (Kilpelédinen et al., 2003).

2.3.5 Prolin

Prolin je aminokyselina, ktera je nejen soucasti proteint, ale volny prolin ptisobi i proti
osmotickému stresu, predevSim proti suchu a zasoleni, ale i naptiklad proti extrémnim teplotam,
nedostatku Zivin, t€Zkym koviim a UV zafeni. Prolin plsobi jako organicky kompatibilni solut.
Tyto vysoce rozpustné nizkomolekularni latky nejsou ve vysokych koncentracich toxickeé.
Pti osmotickém stresu napiiklad deaktivuji kyslikové radikéaly, pomahaji udrzet membranovou
integritu a membranovy potencial a stabilizuji bunéc¢né proteiny (Ashraf a Foolad, 2007).

Diky tomu, Ze akumulace prolinu plisobi proti nékterym stresim, byly zaznamenany
uspéchy s transgennimi rostlinami, které syntetizuji vice prolinu, napiiklad u tabaku (Nicotiana
tabacum) (Hong et al, 2000) nebo huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) (Nanjo et al., 2003)
a uspéchy s exogenni aplikaci prolinu do rostlin (Ashraf a Foolad, 2007).

Ja se ted’ zaméfim na piipady, kdy prolin slouzil jako nespecificky indikator stresu
na borovicich nebo jinych jehli¢nanech.

Borovice (Pinus densata, P. tabuliformis a P. yunnanensis) mély po 28 dnech stresu
z nedostatku vody zvySené mnozstvi prolinu v jehlicich (Gao et al., 2009). Také u borovice

pinie (Pinus pinea L.) se po 21 dnech stresovani suchem prokazatelné zvysilo mnozstvi prolinu
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V jehlicich (Deligoz a Gur, 2015). Borovice montereyské, které se aklimatizovaly na sucho,
mély vétsi mnozstvi aminokyselin, pfedevsim prolinu (De Diego et al., 2015)

U borovice montereyské (Pinus radiata) se po tfech dnech stresu vysokymi teplotami
(40 °C) zvysilo mnozstvi prolinu v jehlicich. Po péti dnech stresu vysokymi teplotami
a naslednému vraceni k normélnim teplotdm se mnozstvi prolinu vratilo na ptivodni hodnotu.
Tento jev byl chapan jako aklima¢ni mechanismus borovice (Escandon et al., 2016).

Jehlice smrku ztepilého (Picea Abies), které byly poskozené (horskym Zzloutnutim
smrktl v Cerném lese, mély vys$si mnoZstvi prolinu neZ neposkozené stromy (Richter et al.,
1995).

Protoze nespecifické indikatory stresu reaguji zménou svého obsahu na rizné abiotické
stresy s jinou citlivosti, je vhodné pouzit vzdy vice nespecifickych indikatord stresu zaroven.
To dokazuji 1 vySe citované prace, napiiklad kombinace vlivu hnojeni na mnozstvi fenolickych
latek a ligninu (Blodgett et al., 2005), nebo vlivu stresu suchem na mnozstvi fotosyntetickych

pigmentu a prolinu (Gao et al., 2009).

2.3.6 Odrazivost

Zateni dopadajici na list je z urCité ¢asti listem pohlceno, odrazeno, nebo listem
prochazi. V oblasti fotosynteticky aktivniho zafeni, je podil odrazené ¢asti okolo 15 % (Gates
et al. 1965). Odrazivost (reflektance) rostliny 1ze métit na nékolika urovnich. Jednou moznosti
je snimani v ramci rostliny pfenosnym spektroradiometrem a druhou moznosti je snimani
Vv ramci celého porostu pomoci dalkového pruzkumu Zemé, z letadla nebo satelitu (Ustin et al.
2009).

2.3.6.1 Zdkladni principy odrazivosti

Odrazivost listu popisuje kiivka (Obrazek 4), ktera ukazuje procento odrazivosti pro
jednotlivé vinové délky spektra slunecniho zatfeni (nejcastéji od 400 nm do 2500 nm). Tyto
procenta se vztahuji k materidlu, ktery ma témét 100 % odrazivost (napf. tzv. lambertiansky
spektralon). Odrazivost vegetace je nejvySsi V blizkém infraerveném spektru (NIR)

a na zacatku kratkovinné infracervené oblasti (700 — 1200 nm). Tim, Ze rostliny toto zafeni
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nepohlcuji v tak velkém mnozstvi, pfedchazeji prehiivani (Gates et al. 1965). Tato cCast
reflektan¢ni kiivky zavisi na vnitini strukture mezofylu (Slaton et al., 2001).

Nejméné odrazené a nejvice absorbované zafeni je ve viditelné oblasti spektra,
predevsim tam, kde zaieni absorbuji chlorofyly, v cerveném (650 - 700 nm) a modrém spektru
(400 — 500 nm) (Gates et al. 1965). Karotenoidy, stejné jako chlorofyly, absorbuji v modrém
spektru zafeni a antokyany absorbuji také v podobnych vinovych délkach jako chlorofyly (Feild
etal. 2001). Pfitomnost karotenoidii a antokyanti mizeme tedy na kfivce poznat pouze zuZenim
kiivky v odrazené ¢asti zafeni v 500 — 650 nm. (Gates et al. 1965).

Ve vzdéaleném infracerveném spektru je zafeni pohlcovano pfedevsim vodou a poté
ligninem, taniny a celulézou. Diky tomu, Ze se vlnové délky odrazivosti téchto slozek

prekryvaji, je lepsi méfit obsah ligninu, celuldzy a taninti u suchych listti (Kokaly a Clark 1999).

2.3.6.2 Vegetacni indexy

Za ucelem hodnoceni fyziologického stavu vegetace nebo odhadu obsahu
biochemickych latek v listu jsou z reflektan¢ni kiivky odvozovany tzv. vegetaéni indexy.
sloZkou jsou hodnoty odrazivosti ptislusici k uréitym vlnovym délkam, vybranych podle toho,
jaky parametr listu chceme sledovat. Existuji vegetacni indexy popisujici obsah vody v listech,
obsah fotosyntetickych pigmentt, antokyani nebo napiiklad obsah dusiku v listech (Ollinger,
2010). Nejcasteji vyuzivané vegetacni indexy popisujici obsah vody v listech jsou Normalized
Difference Water Index (NDWI) (Gao, 1996) a Water Index (WI) (Penuelas et al., 1997).
Pro odhad obsahu fotosyntetickych pigmentt bylo vyvinuto mnoho vegeta¢nich indext (Ustin
et al., 2009). K indexiim popisujicim obsah chlorofylu je napiiklad Normalized Difference
Vegetation Index (NDVI) (Gamon et al, 1997), k indexiim popisujicim obsah karotenoidi patii
naptiklad Photochemical Reflectance Index (PRI) (Gamon et al., 1992) a k indexiim
popisujicim obsah antokyani patii naptiklad Red/Green Index (RGI) (Gamon a Surfus, 1999).
Dulezitym parametrem vypovidajicim o fyziologickém stavu rostliny je REIP (Red Edge
Inflection Point) (Guyot a Baret, 1988). Tento index odpovida pozici inflexniho bodu ¢erveného
okraje, kde v oblasti ¢erveného okraje elektronmagnetického spektra (Obrazek 4) je derivace
reflektan¢ni kiivky nulova (Rock et al., 1988). Protoze vztahy mezi indexy a biochemii
probihajici v listech mohou byt ¢asto druhove specifické, pro moji praci jsem vybrala vegetacni

indexy vyzkouSené na borovici lesni v testovacich vysadbach Skelnd Hut' a Nepomuk
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(na potomcich stromi v semenném sadu Doubrava a Silov) (Palovska, 2015). Jsou to kromé
vySe zminénych vegetacnich indext (WI, NDWI, REIP a PRI) také TCARI/OSAVI
(Haboudane et al. 2002), PSSRa (Blackburn, 1998), Datt99 (Datt, 1999), Macc01 (Maccioni
et al. 2001), NDVlre (Gitelson a Merzlyak, 1994), ROSAVI (Wu et al., 2008) a ZM (Zarco-
Tejada et al., 2001), které koreluji s mnozstvim chlorofylu a CRI700 (Gitelson et al., 2003) a

PRIm1 (Hernandez-Clemente et al., 2011), které koreluji s mnozstvim karotenoid.

Obrazek 4: Reflektanéni kiivka listu (upraveno podle Lhotakova 2009)

fotosyntetické
pigmenty bunééna struktura obsah vody
60 d—b- . >
i lignin a taniny

50 i
g 40 i
E ! absorpce vody
S 3p | Cerveny
™ okraj ! .
o ] celuldza
b=
o 20 -

-
[=]
i

0 . : . :
400 900 | 1400 1900 2400
. ! vinova délka (nm)
- o R | g
vidilelne spekirum  biiz ki infratervend krdtkovinnd infratervend oblast
400-T00 nm oblast { 700-1000 nm) [1000-2500 nrm)

2.3.6.3 Vyuziti vegetacnich indexii

Z vyse uvedeného vyplyva, ze z reflektance mizeme ziskat cenné informace o obsahu
vody, obsahu pigmenti, nepigmentovych slozek listt (jako naptiklad obsah dusiku) nebo
0 vnitini struktufe listil. Ja se ve své praci budu zabyvat pouze obsahem vody a fotosyntetickych
pigmentd.

Obsahu vody odpovida reflektanéni kiivka v oblasti spektra 1450 — 1950 nm. Cim mensi
je obsah vody v rostling, tim méné list v dané oblasti absorbuje zafeni a reflektance je
Vv té oblasti vy$si. Nutné je si uvédomit, Ze nizky obsah vody Vv listu s sebou nese i vedlejsi
efekty, jako je nizky obsah pigmentl nebo zména ve struktufe listu. Tyto efekty zvysuji
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reflektanci i ve viditelné ¢asti spektra a v oblasti NIR (Zygielbaum et al. 2009). Stimson et al.
(2004) porovnavali vlastnosti odrazené¢ho zéfeni u dvou druhii rostlin: borovice coloradské
(Pinus edulis) a jalovce Juniperus monosperma, které byly stresovany suchem. Vybrané
indexy, NDVI a NDWI, u borovice coloradské korelovaly s naméfenym vodnim potencidlem
a obsahem vody (v %). Reflektanéni kiivka borovice coloradské a jalovce s nizkym a vysokym
obsahem vody je v Obrazku 5.

Jak uz bylo zminéno vyse, fotosyntetické pigmenty absorbuji zafeni ve viditelné casti
spektra. Pii snizeném mmnozstvi chlorofylu v listu se odrazivost ve viditelné oblasti zvysi
a zaroven se smérem ke kratSim vlnovym délkam posouva REIP. Diky tomu mtzeme na
reflektancni kfivce pozorovat vliv rostlinnych strest, které zptisobuji zménu obsahu pigmentti
Vv listu (naptiklad chlorézu listd) (Gates et al. 1965). Vystaveni rostliny stresovym faktoram
muze mit na pohyb REIP i opacné, nez vySe zminéné, G€inky. Po plisobeni atmosferického
ozonu na borovici tézkou (Pinus ponderosa) se REIP posunul k del§im vinovym délkam,
namisto ke krat$im, které by mély naznacovat nizsi obsah chlorofylu. Tento efekt byl vysvétlen
jako dasledek zmény struktury chloroplastii, kterd probiha brzy po vystaveni rostliny ozénu

(Curtiss a Ustin 1989).

Obrazek 5.: Reflektanéni kiivky borovice coloradské (Pinus edulis) a jalovce Juniperus monosperma
s nizkym vodnim potenciilem (sucha/y) a vysokym vodnim potencialem (kontrola) (upraveno podle Stimson
et al. 2004)
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2.3.7 Fluorescence

V minulé kapitole bylo zminéno, ze svételné zareni dopadajici na list je z urcité Casti
listem pohlceno, odrazeno, nebo listem prochazi. V této ¢asti se budeme zabyvat zatenim, které
je listem pohlceno. V oblasti fotosyntetického zéieni je to okolo 75% (Gates et al., 1965). Zateni
je pohlceno pigmenty, jako jsou chlorofyly ¢i karotenoidy. Svételnd energie pohlcend
chlorofyly miize byt dale zpracovana tfemi zptisoby. Bud’ je pfeménéna na energii chemickych
vazeb v procesu fotosyntézy, nebo pfeménéna na teplo, nebo vyzatena zafenim o vyssi vinové
délce v procesu zvaném fluorescence (zafeni vydané fluorescenci ¢ini 2 — 10 % pohlcené¢ho
svétla) (Trissl et al., 1993). Tyto tii procesy jsou v neustalé rovnovaze. SniZeni u¢innosti
mnohé o zméndch v procesu svételné faze fotosyntézy nebo o distribuci tepla (Misra et al.,

2012).

2.3.7.1 Rychla kinetika fluorescence chlorofylu a

Metod méfeni fluorescence chlorofylu a je vice (Misra et al., 2012). V moji praci
se zam&fim na rychlou kinetiku fluorescence chlorofylu a, protoze ji dale vyuzivam
Vv experimentalni ¢asti prace.

Po zatemnéni vzorku a nasledném osviceni prudkym svétlem chlorofyl a vyzati zatreni
v podobé fluorescence. Zachyceni tohoto zareni v Case vytvaii charakteristickou kiivku,
nazvanou podle svého objevitele Kautskyho kiivka (Obrazek 6) (Kautsky a Hirsch, 1931
in Misra et al., 2012). V prvni ¢asti kiivky intenzita fluorescence prudce stoupa (tato ¢ast trva
méné nez sekundu) a v druhé c¢asti kiivky intenzita fluorescence pomalu klesé (tato ¢ast trva
nékolik minut). Prvni stoupajici ¢ast kiivky se nazyva OJIP kiivka. Tato ¢ast kiivky vypovida
0 procesu prenosu elektronu ve fotosyntetickém elektron-transportnim fetézci. Pomala faze
ktivky je oznaCovana jako SMT a vypovida o faktorech jako je syntéza ATP, fixace CO2 apod.

Pismeno O v OJIP kiivce je podle slova pocatek (origin) a vyznacuje intenzitu
fluorescence méfenou v 20 — 50 pus po ozafeni. Hodnota fluorescence v tomto bodé se oznacuje
jako Fo. Pismena J a I jsou mezistavy fluorescence méfené v 2 a 30 ms. Maximum nameétené
fluorescence je vbodé P (peak, vrchol). Fluorescence se v tomto bodé oznacuje jako
maximalni, Fm. Mezi O a J je tzv. fotochemicka faze a mezi J a I a mezi I a P jsou tzv. teplotné

senzitivni faze (Misra et al., 2012, Stirbet a Govindjee, 2011).
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Analyza OJIP kiivky vypovida pifedevsim o stavu fotosystému Il (PSII), v pozdéjsi fazi
(za bodem I) také o Casti elektron-transportniho fetézce za plastochinonovymi (PQ) akceptory.
Kdyz je vzorek zatemnény, reakéni centrum PSII je v zakladnim stavu a ¢eka na ptijem fotonu.
Tento stav odpovida mistu O na OJIP kiivce (Fo), kdy je fluorescence minimalni a veskera
piijatd svételnd energie mize byt vyuzita na fotochemické reakce (tzv. ,,oteviené* reakcni
centrum). Mezi body O a J se redukuji molekuly Qa a Qg. V misté J dochazi k doCasné
rovnovaze v rychlosti redukce Qaa Qg a odbérem elektront PQ. V bodé I je docasné vyrovnana
rychlost mezi redukci PQ a jeho oxidaci PSI skrz cytochrom bef (Stirbet a Govindjee, 2011).
Vmist¢ P (Fm) jsou vSechny molekuly PQ redukovany vV dasledku zablokovaného
akceptorového mista na fotosystému I (PSI) a elektron-transportniho fetézce plné saturovaného
elektrony. V tomto bodé nelze pouzit svételnou energii na fotochemické reakce (reakeni

centrum je ,,zaviené®) a fluorescence je tedy maximalni (Schansker et al., 2005).

Obriazek 6.: Kautskyho kfivka zdravého listu a OJIP k¥ivka (v semilogaritmickém méfitku) (Misra et al,

2012). Na ose y je intenzita fluorescence a na ose ¢as po ozafeni listu.
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2.3.7.2 Fluorescencni parametry popisujici OJIP kiivku

Hodnoty z OJIP kiivky lze vyuzit pro vypocet velkého mnozstvi fluorescencnich
parametra, které¢ vypovidaji o aktivit€¢ a ucinnosti jednotlivych slozek elektron-transportniho
fetézce. Tyto parametry byly vyvinuty na zakladé tzv. JIP testu (Strasser et al., 2000). Ten je
zalozen na zdkladnich tocich energie na membranach tylakoidii, nicméné v urcitych ohledech
je znacné zjednodusen. Napiiklad v ném neni zahrnuta konektivita mezi podjednotkami PSII
a pienos energie mezi nimi (Stirbet a Govindjee, 2011). Fluorescenéni parametry vychazeji ze
zékladnich fluorescenc¢nich hodnot OJIP ktivky, Fo, Fy (v mist¢ J OJIP kiivky), Fi (v misté
I OJIP kiivky) a Fm. Nejbéznéjsimi parametry, které slouzi pro sledovani vlivu okolniho
prostfedi na rostlinu, jsou variabilni fluorescence Fv, kterda udava rozdil mezi pocatecnim
stavem pied osvicenim a maximalni intenzitou fluorescence (Fm — Fo), a parametr Fv/Fm
(v experimentalni ¢asti prace oznacen jako ppro) (Stirbet a Govindjee, 2011). Dalsimi parametry
snimiz JIP test pracuje a vychdzi se z nich pii dalSich vypoctech jsou relativni variabilni
fluorescence V; a V) tedy normalizované intenzity fluorescence mezi misty O a J nebo O a |
na OJIP kiivee ((Fs — Fo)/(Fm — Fo) @ (Fi — Fo)/(Fm — Fo)) (Rensburg et al., 1996), piipadné
relativni variabilni fluorescence Vi (Vi = (Ft - Fo)/(Fm — Fo)), tento parametr udava pocet
zavienych reakcnich center v libovolném case t po ozafeni (Misra et al., 2012). Z téchto
parametrll 1ze napf. vypocitat Uc¢innosti/ pravdépodobnosti, SnimiZ je elektron prenasen
Vv riznych ¢astech elektron-transportniho fetézce (yeo = 1 — Vy — pfenos mezi Qaa Qs; dre10 =
(1—V1y)/(1 - V) —pienos mezi Qg a PSI elektronovymi akceptory; yreor = 1 — V| — pienos mezi
Qa a PSI elektronovymi akceptory). Jejich dalSimi kombinacemi spolu s parametrem Mo,
vyjadiujicim pocatecni sklon OJIP kiivky a pocitanym jako 4(F3ooms — Fo )/(Fm — Fo), 1ze dospét
napf. k odhadlim priimérného toku fotont absorbovanych svétlosbérnou anténou asociovanou
s jednim funkénim reakénim centrem PSII (ABS/RC = (Mo/V,)/(1/¢po)), maximalniho toku
energie zachyceného jednim reakénim centrem PSII (TRo/RC = Mo/ V), tokii elektronti z Qana
Qg (nebo az k akceptorim PSI), vyjadienym opét na jedno reakéni centrum PSII (ETo/RC =
(Mo/V)I(1 — Vy), resp. RE1o/RC = (Mo/V3)/(1 — V1)) nebo toku energie disipované jako teplo
(DIo/RC = ABS/RC — TRo/RC). Existuje ale i mnoho dal$ich parametra, které 1ze z OJIP kiivky

vypocitat a jsou piehledn€ uvedeny napft. ve Stirbet a Govindjee (2011).
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2.3.7.3 Vyuziti fluorescence pri mereni vlivu stresu na rostlinu

Mg¢feni fluorescence se mimo jiné vyuziva i pro detekci odezvy rostliny na stresové
prostiedi a na zjiSténi tolerance rostliny na stres. Mezi tyto environmentalni stresy patii
naptiklad znecisténé ovzdusi, sucho, vysoké a nizké teploty, vysoka ozafenost nebo nedostatek
Zivin.

Pti vysokych teplotach je inaktivovan PSII a dezorganizovany thylakoidy. To vede ke
zvySeni hodnoty Fo, sniZzeni parametru Fum, a tim i variabilni fluorescence a parametru Fv/Fum
(Havaux, 1994; Ranney a Peet, 1994; Srivastava et al., 1997). Kromé vySe jmenovanych zmén
se vlivem vysokych teplot (a nékdy i dalsich stresovych faktori) na OJIP kiivee mize objevit
novy bod nazyvany K, vznikla kiivka se nazyva OKJIP (Obrazek 7.). Tento bod se nachazi
v ¢ase 200 — 300 ps po osviceni a miize v ném byt 1 maximalni intenzita fluorescence. Tento
efekt je pravdépodobné dan nedostateCnym zdsobovanim elektrontransportniho fetézce
elektrony z komplexu uvolnujicim kyslik na PSIl a reorganizaci architektury svétlosbérného

komplexu (Srivastava et al., 1997)

Obrazek 7.: OKJIP kiivka (vliv vysokych teplot na OJIP kiivku u hrasku) (Srivastava et al., 1997).
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Na rozdil od vysledki u rostlin stresovanych vysokymi teplotami, rostliny stresované

suchem nemély oproti nestresovanym rostlinam jinou hodnotu parametru Fv/Fm, naptiklad
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u vrby (Ogren, 1990). Kultivary tabaku rezistentni na sucho mély pfi stresovani suchem oproti
kultivarm citlivym na sucho zvysenou hodnotu variabilni fluorescence V: a rozdilu F; — Fo.
Hodnota F;, Fm a Vi ve 2 ms po ozafeni u teplotné rezistentnich i senzitivnich kultivart pfi
stresovani suchem klesala (Rensburg et al., 1996).

Parametr Fv/Fm se snizil u jabloné Fuji (Malus sylvestris L.) pouze pii velmi nizkych
koncentracich dusiku v listech (kolem 1,5 g-m) (Cheng et al., 2000). Borovice montereyska
(Pinus radiata), ktera rostla na hadcové ptidé chudé na ziviny, méla nizsi parametr Fv/Fum, tento
parametr pozitivné koreloval s mnozstvim drasliku v jehlicich a pomérem mnoZzstvi drasliku
a hoi¢iku (K : Mg) a vapniku a hot¢iku (Ca : Mg) v jehlicich (Xue et al., 2013).

U borovice lesni (Pinus sylvestris L.) se v ramci roku pfi zimnich nizkych teplotach

snizuje fluorescencni parametr Fv/Fm (Salmela et al., 2011).

2.4 Vvznam vnitrodruhové variability fyziologickvch parametru pro

slechténi

Jednou z tloh nespecifickych indikatora stresu je vybér jedinct (genotypu ¢i odrud)
rezistentnich proti ur¢itému biotickému ¢i abiotickému stresu. Tyto vyzkumy se tykaji
piredev§$im hospodaisky vyznamnych rostlin, jako jsou zemédé€lské plodiny (obiloviny,
kukufice, s6ja apod.), ale i dfevin - borovic a jinych jehlicnand.

V disledku nadchazejicich klimatickych zmén je nejvétsi diiraz kladen na vybér odrid
rostlin, které jsou rezistentni proti suchu nebo vysokym teplotam. De Diego et al. (2015)
pomoci analyzy mnozstvi prolinu vybral odrudy borovice montereyské (Pinus radiata), které
se dokazi nejvice aklimatizovat na sucho. Borovice Pinus densata vznikla kiizenim dvou
borovic Pinus tabuliformis a Pinus yunnanensis. Pomoci nékterych indikatora stresu, mezi nimi
1 mnozstvi prolinu a fotosyntetickych pigmentt, se zji§tovala rezistence téchto druhti borovic
proti suchu (Gao et al., 2009).

Studie zamétené na reakce riznych genotypll borovic na abioticky stres se nejcastéji
zabyvaji bud’ morfologickymi znaky (jako je diametrdlni riist kmene, délka jehlic) nebo
fluorescenénim parametrem Fv/Fm.

U 40 rtiznych genotypt borovic montereyskych, které rostly na hadcové ptidé chudé na
ziviny, se zjiStovaly hodnoty fyziologickych parametrl, mezi nimi i fluorescen¢ni parametr
Fv/Fwm, které by pomohly vybrat genotyp nejlépe pfizptisobeny ristu v téchto podminkach.
Genotypy patfily do dvou skupin. V jedné skupiné byly genotypy, u kterych byly zndmy
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rodicovské stromy, které byly vybrany pro dobré vlastnosti ristu a kmene. V druhé skupiné
byly genotypy z polosesterského potomstva, a tedy s pomérné neznamymi vlastnostmi.
Rozdilnost v hodnotach fyziologickych parametrti se liSila mezi témito skupinami i mezi
jednotlivymi genotypy. VEtsi variabilita se ukazala mezi genotypy v rdmci jednotlivych skupin
nez mezi skupinami. Autor konstatuje, ze se daji dané fyziologické parametry vyuzit pro
Slechténi, a produktivita lesa se d4 zvysit nejen hnojenim, ale i vybérem genotypt, které
efektivnéji vyuzivaji ziviny z pudy (Xue et al., 2013).

U semenackt borovice lesni (Pinus sylvestris L.), které vyrostly ze semen 32
matefskych strom, byl na jednom misté ve Skotsku méten v ramci jednoho roku fluorescenc¢ni
parametr Fv/Fu. Mateiské stromy semenackt byly z osmi populaci z riznych mist ve Skotsku
liicimi se prumérnymi teplotami (kazda populace Citala 4 stromy z riiznych nadmotskych
vysek). V disledku zimnich nizkych teplot se v§em stromim parametr Fv/Fwm snizil. Stromy ze
semen matefskych stromu, které¢ byly z niz§ich nadmotskych vysek, které se vyznacuji vyssi
pramérnou teplotou a méné mrazivymi dny, mély nizsi fluorescen¢ni parametr, tedy horsi stav
PSII. Tento jev dokazuje jak genetickou variabilitu mezi borovicemi, ale i lokalni adaptaci
na dané podminky prostfedi (Salmela et al., 2011).

Marshall et al. (2001) rozdélil jedince borovice tézké (Pinus ponderosa), které
pochazely ze stejného mista, na skupinu s vysokym kmenem a skupinu s nizkym kmenem. Tyto
skupiny se poté lisily ve fluorescenénim parametru Fv/Fm naméfeném béhem celého roku.
Jedinci s niz§im kmenem méli béhem roku niz§i parametr Fv/Fm nez jedinci s vy$§im kmenem.
Autor tikd, Ze konkrétni odpovédi genotypli na teploty béhem roku, které se projevuji na
fotosyntetickém aparatu jedinct, souvisi s vySkou kmene genotypi. Vysledky studie tedy
naznacuji, ze muze byt fluorescen¢ni parametr Fv/Fm a ostatni parametry v této studii pouzity
jako selekéni marker pro Slechténi borovic.

O ostatnich nespecifickych indikatorech stresu, které jsou pfedmétem této prace, jsem
bohuZzel nenasla studie zabyvajici se borovicemi ¢i jinymi jehlicnany. Vybrala jsem ovSem par
praci, kde figuruji jiné druhy rostlin. Tyto prace ukazuji, Ze mohou byt tyto fyziologické
parametry vyuzity pii Slechténi, protoze v nich existuje geneticky vazana variabilita.

U 10 genotypt vrby (kiizence vrby Salix Viminalis L. a vrby Salix Dasyclados L.) byla
variabilita mezi genotypy v mnozstvi fenolickych latek vétsi nez variabilita zapti¢inéna reakci
na stres z nedostatku vody (Glynn et al., 2004).

Lignin byl jednim z parametrd pti hledani genotypu pSenice odolnému proti suchu

a vysokym teplotam (Bala et al., 2015).
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Vice praci vyuziva pro vybeér rezistentnich jedinct vegetacni indexy. Nemeskéri et al.
(2015) pouzil vegetacni index NDVI pii hledani odridy hrasku setého (Pisum sativum L.)
rezistentni proti suchu. Mezi Sesti odridami odpovédéla na stres z nedostatku vody pouze
jedina, a to zvySenim NDVI. To potvrzuje fakt, Ze tato varieta pouziva dostupnou vodu
pro produkci zelenych, fotosynteticky aktivnich ¢asti a ne pro produkci semen. Vegetacni index
NDVI téz slouzil jako jeden z faktori pti vybéru dvou elitnich variet pSenice rezistentnich na
sucho (Jain et al., 2014). Su et al. (2015) rozd¢lili 12 kultivart podzemnice olejné (Arachis
hypogaea L.) podle toho, jak tolerantni jsou na zelezo — deficientni prostfedi. Jednémi
z indikatort, pomoci nichz od sebe kultivary rozd€lovali, byly i vegeta¢ni indexy — PRI, Red
edge point a NDCI (Normalized Difference Chlorophyll Index). Praci, které by se zabyvaly
porovnavanim nebo identifikaci genotypli pomoci metody odrazivosti u dfevin zatim neni
mnoho. Vyhodou vyuziti metody odrazivosti pii zmapovani genotypil je moznost vyuZziti
dalkového prizkumu Zemé, diky kterému se za kratky ¢as zmapuje velka oblast. Tuto metodu
vyuzili napiiklad Cavender-Bares et al. (2016), ktefi se snazili ocharakterizovat populace
v ramci druhu Quercus oleoides a Madritch et al. (2014), kteti pomoci této metody rozlisili

genotypy druhu topolu Populus tremuloides.
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3 Material a metody

3.1

Material a stanovisté

3.1.1 Semenné sady

Jako materidl jsem pouzila jehlice na lofiskych vyhonech (ro¢nik 2014) borovice lesni
(Pinus sylvestris L.) ze dvou semennych sadl prvni generace, Doubrava a Silov. Tyto semenné
sady byly zaloZeny za Gi¢elem sbéru geneticky hodnotného materialu ve formé semen. Stromy
v t&chto semennych sadech byly naroubovany z vybranych stromi v zapadnich Cechéch, které
byly vybrany na zaklad¢ lesnickych parametri (jsou to vyska kmene, tloustka kmene a kvalitni
tvarnost kmene). Kazdy strom s ur¢itym genotypem (klon) je v semenném sadu zastoupen

nékolika roubovanci (rametami). Charakteristika sadli je v Tabulce 1 a fotografie ze semenného

sadu Silov na Obrazku 8.

Tabulka 1: Charakteristika a lokalizace semennych sadi Doubrava a Silov (pfevzato Kanak, 2011, upraveno

Palovska, 2015). LCR jsou Lesy Ceské republiky.

Semenny sad Doubrava Silov u Nepomuka
Evidencni ¢islo 79 43
LCR, lesni sprava Plasy Klatovy

GPS soufadnice

49°54°31.034"N, 13°26°33.605"E

49°28°52.587"N, 13°31°41.536"E

Piirodni lesni oblast

06 Zapadoceska pahorkatina

06 Zapadoceska pahorkatina

Soubar lesnich typi

31 dubovobukovy, pida kysela
uléhava

45 bukovy, plida Zivna stiedné
bohatd svezi

Hospodaisky soubor 8241 451

Pocet kloni 87 45

Pocet ramet 1165 410

Spon (rozestupy stromi) [m] |6 %6 6x6
Celkova plocha [ha] 6,48 2,24

Rok zaloZeni 1980 1975
LVS (lesni vegetacni stupefi) |2 4
Nadmoiska vyika [mn.m.] |380 480500
Testovan na plose Skelna Hut' Nepomuk
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Obrazek 8.: Fotografie ze semenného sadu Silov (rok 2014)

3.1.2 Studované Genotypy

Genotypy stromi semennych sadi Doubrava a Silov byly vybrany s ohledem
na predchozi vyzkum. Vybraly se takové genotypy, které jsou rodi¢ovské ke zpracovanym
genotypum z testovacich vysadeb Skelna Hut' a Nepomuk. 22 genotypu je shodnych v sadu
Doubrava i Silov, 49 genotypu se nachazi pouze v sadu Doubrava a 15 pouze v sadu Silov.
Odebiral se jeden strom (rameta) od kazdého genotypu. Za Gi¢elem porovnani variability mezi
genotypy a variability v ramci jednoho genotypu bylo vzdy u jednoho genotypu odebrano vice
ramet v jednom semenném sadu. Genotypu 2991 v semenném sadu Doubrava se odebralo 21
ramet a genotypu 2377 v semenném sadu Silov se odebralo 18 ramet. Rozlozeni genotypt

Vv sadu jsou na Obrazku 9 a 10.

3.1.3 Odbér pudy

Posledni tidaje o rozboru pudy ze semennych sadd Silov a Doubrava jsou z roku 1988
zhotovené Vyzkumnym utstavem lesniho hospodarstvi a myslivosti. Tyto idaje mi poskytl Jan
Kanak Ph.D. Z Tabulky 2 je patrny rozdil v pidnich vlastnostech mezi dvéma semennymi sady.
Pida v semenném sadu Doubrava je kyselej§i a chudsi na ziviny (dusik, fosfor, vapnik

a draslik), nez pida v semenném sadu Silov.

38



Obriazek 9: Planek rozloZeni ramet a mista odbéri pidy v semenném sadu Doubrava (upraveno podle dat
poskytnutych prof. Ing. Milanem Lstibiirkem MSc. Ph.D.). Cisla jsou oznageni pro jednotlivé genotypy.
Cervené jsou oznaéeny odebrané genotypy nachazejici se pouze v sadu Doubrava, modie jsou odebrané genotypy
nachazejici se v obou sadech a zelené je genotyp, u kterého se odebiraly vzorky z vice ramet. Hvézdou jsou

oznacena mista odbéru pudy.
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Obrazek 10: Planek rozloZeni ramet a mista odbéria pidy v semenném sadu Silov (upraveno podle dat
poskytnutych prof. Ing. Milanem Lstibirkem MSec. Ph.D.). Cisla jsou oznaéeni pro jednotlivé genotypy.
Cervené jsou oznateny odebrané genotypy nachazejici se pouze v sadu Silov, modie jsou odebrané genotypy
nachazejici se v obou sadech a zelené je genotyp, u kterého se odebiraly vzorky z vice ramet. Hvézdou jsou

oznacena mista odbéru pidy..
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Tabulka 2.: Vysledky odbéru piidy ze semennych sadit Doubrava a Silov z roku 1988 (sestrojeno podle dat

zhotovenych Vyzkumnym tstavem lesniho hospodaistvi a myslivosti)

Vlastnost pudy Doubrava Silov
Vyménna kyselost pH 3,3 3,6
Obsah vapniku (mg Ca/kg) [263 293
Obsah hot¢iku (mg Mg/kg) |50 41
Obsah fosforu (mg P/kg) 11 36
Obsah drasliku (mg K/kg) |20 43
Obsah dusiku (% N) 0,05 0,08
Obsah humusu (%) 1,7 1,61

V listopadu 2015 jsem odebirala ptidu v obou semennych sadech. Odebirala jsem na 6
mistech v semenném sadu Doubrava a na 6 mistech v semenném sadu Silov. Mista byla vybrana
podle umisténi ramet, které se nachazi v obou semennych sadech (na Obrazcich 9 a 10 jsou
oznaceny modre). Na Obrazcich 9 a 10 jsou mista, kde se odebirala piida, oznacena hvézdickou.
Piida byla odebrana pomoci pidni sondy. Sonda byla zavedena do hloubky 50 cm a pro analyzu

zivin byl odebran svrchni organicky horizont (Obrazek 11).

Obrazek 11. Odebirani organického horizontu pidy piidni sondou v semenném sadu Doubrava
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Vzorky pudy byly odeslany na zpracovani do laboratofi Vyzkumného ustavu melioraci
a ochrany pudy. S ohledem na odbér ptidy z roku 1988 jsem zazédala o analyzu vyménné
kyselosti, obsahu vapniku, hotciku, fosforu, drasliku, dusiku a humusu. Navic jsem zazadala
0 urceni zrnitosti pidy z divodu zjiSténi, jakou mirou zadrzuje ptida vodu. Piida na urceni
vyménné kyselosti, obsahu prvkii a obsahu humusu byla pfedsusena po dobu 5 dni na 60 °C
a preseta skrz jemné sito s otvory ve velikosti 0,02 mm. Pida na urceni zrnitosti byla pfedsusena
5 dni na 60 °C a pieseta skrz hrubé sito s otvory ve velikosti 2 mm. Vysledky rozboru pidy

a jejich statistické vyhodnoceni se nachazi v ¢asti Vysledky.

3.2 Terénni odbéry

Terénni odbéry vyhont borovice probéhly od 27. do 30. €ervence 2015. Odebiraly se 2
vétve ze slunné Casti z kazdého stromu (ramety) z jihovychodni strany. 24 hodin po odbérech
byla na jehlicich zméfena fluorescence a reflektance. Na jejich métfeni se odebiraly vzdy 2 ¢asti
z kazdé vétve stromu (dohromady 4 ¢asti), pouze loiiské vyhony (rocnik 2014). Zbytek vétvi
byl pouzit na pfipravu materialu pro biochemické analyzy (podrobnosti naleznete
u jednotlivych kapitol metod).

Z divodu ovéfteni, jestli se 24 hodinova pauza mezi oddélenim vétve od stromu
a zmrazenim jehlic neprojevi na vysledcich méteni fotosyntetickych pigmentd, jsem odebrala
a zpracovala 21 vzorkd genotypu 2991 jiz na misté semenného sadu Doubrava (na obrazku
1 oznaceny zeleng). Zmétené vysledky jsem posléze porovnalas vysledky vzorkd odebranych

ze stejnych ¢asti vétvi po 24 hodinach.

3.3 Metody vyzkumu — stanoveni fyziologickych parametrii jehlic

3.3.1 Rychla kinetika fluorescence PSII

Meéfteni rychlé kinetiky fluorescence se provadélo pristrojem FluorPen FP 100 (Photon
System Instruments, Brno, Ceska republika). Méfily se vzdy dvé vétve z kazdého stromu.
Z kazdé vétve byly odebrany 2 vzorky (2 mensi vétve). Dohromady tedy ndlezely kazdému

stromu 4 vzorky na méfeni fluorescence. Tyto vzorky byly pfed méfenim pil hodiny
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zatemnovany (umistény v temné mistnosti v pokojové teplot¢), aby prob¢hla temnotni aklimace
PSIIl. Poté byl na vzorky vyslan po dobu Is saturacni puls modrého zateni (A=455 nm)
s intenzitou 3000 pmol m 2 s™1. Vysledné hodnoty fluorescence byly snimany od 10 ps az 2
S po satura¢nim pulzu, a to kazdych 10 ps do ¢asu 600 ps, kazdych 100 ps do ¢asu 14 ms,
kazdou 1 ms do ¢asu 90 ms a kazdych 10 ms do ¢asu 2 s. Naméfena hodnota pro Fg je v Case
40 ps, Fk v ¢ase 300 ps, Fy v ¢ase 2 ms a F; v ¢ase 30 ms. Tyto parametry spolu s parametrem
Fwm (Fp) dale slouzily pro vypocet fluorescencnich parametr pouzitych v této praci (Tabulka
3). Vysledek méfeni kazdého stromu je vzdy prumér z hodnot uvedenych ¢tyi vzorki. Data
Z méfeni a vypocitané fluorescencni parametry jsem obdrzela od RNDr. Dany Holé Ph.D.
z Katedry genetiky a mikrobiologie PiF UK v Praze.

K této praci byly vybrany pro dalsi analyzu stejné fluorescenéni parametry, které byly
pouzity i ve studii provadéné na testovacich vysadbéach (potomcich stromil ze semennych sadii
Doubrava a Silov) a u kterych byla (az na parametry DIo/RC, @po and @po) prokazana statisticky
vyznamna dédivost (Palovska 2015, Cepl et al., 2016).

Tabulka 3.: Fluorescenéni parametry (Pfevzato a upraveno z Cepl et al., 2016). Fo je minimalni fluorescence
(v Case 40 ps), Fk je intenzita fluorescence v bodé K (v ¢ase 300 ps), F;je intenzita fluorescence v bodé J (v ¢ase
2 ms) Fy je intenzita fluorescence v bodé I (v ¢ase 30 ms), Fm (Fp) je maximalni fluorescence, PSI je fotosystém I,

PSII je fotosystém II a RC je reakéni centrum.

Parametr Definice Vzorec
4 Relativni variabilni fluorescence v bodé J (F)— Fall (F,—Fg)
Vv Relativni variabilni fluorescence vbodé | (Fi=Fo) /[ (Fm— Fo)

Mg Odhad smérnice relativni variabilni fluorescence V; v okoli bodu O A(Fx—Fo) I F—Fa)
Ppo Maximalni kvantowy wtéZek PS Il (F—Fo)IF,,

[ Kvantovy wtéZek transportu elektrondiz Qana Qs 1= (FiFR)

Prenn Kvantovy wtéZek transportu elektronli a2z k PS | 1 — (F/Fr)

Ppg Kvantovy wytéfek disipace zachycené energie FolF,

W Efektivita/pravdépodobnost, sjakou bude elektron pfenesen z Qana Qg 1-V

Wagny Efektivita/pravdépodobnost, sjakou bude elektron pfenesen az k PS |1 1-V

Opeos Efektivita/pravdé&podobnost, sjakou bude elektron pfenesen z Qg azk PS | (1-=-v/-v)

Yre Pravdépodobnost, ie chlorofyl v PS Il funguje jako RC 1/(ABS/RC + 1)
ABS/RC Primérny tok absorpce na RC, neboli zdanliva velikost antény PS Il (Mo V) (1/9a0)
TR,/RC Maximalni tok energie zachyceny PS Il MV,

ET,/RC Tok elektrond z Qs na Qp Mo/ Vi)

RE.,/RC  Tokelektronl z Q2% k PS| Mo/ V) Waeo,

Dlo/RC Tok disipované energie vyjddieny na jedno RCPS 11 (ABS/RC) — (TRy/RC)
Plags Performaéni index konzervace energie od fotond ke Qg [1/(ABS/RC)][ppa/ (1 — @) [Wea/ (1 — Weo)]
PhotaL Performacni index konzervace energie od fotonl azk PS | PlapelBaeas/ (1 — Spear)]

3.3.2 Reflektance a stanoveni vegetacnich indexii

Meéfteni se provadélo na stejnych vzorcich jako méteni fluorescence. Reflektance byla

meétena v intervalu 350 — 2500 nm spektroradiometrem ASD Fieldspec 4 Wide-Res s kontaktni
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sondou ASD Plant Probe. Tato sonda detekuje zafeni vychazejici ze sondy a odrazené od jehlic.
Hodnoty odrazivosti jsou udavany v procentech vztazenych k lambertianskému kalibraénimu
spektralonu, jehoz odrazivost se blizi k 100 % a ktery se pouziva jako reference.

Provadéla jsem vzdy pét méfeni ¢tyt vzorka jednoho stromu najednou, vzdy z jiného
mista. Ctyfi vzorky jsem vzdy naskladala na ¢erny podklad tak, aby bylo misto sondy, odkud
vychazi paprsek, zcela zaplnéno jehlicemi.

Spektralni data jsem zpracovala v programu View Spec, ktery je doddvany k tomuto

typu spektroradiometru, a pievedla do programu Excel. Vysledna data jsou vzdy medianem

Z péti naméienych reflektancnich kiivek z kazdého stromu.

Tabulka 4.: Vybrané reflektan¢ni indexy (Pfevzato a upraveno z Palovska, 2015). R je zkratkou pro

reflektanci naméfenou v uréité vinové délce.

Zkratka Cely nazev Korelace Vzorec Zdroj
relativni Penuelas et al,,
wi Water Index obsah vody |R900/R970 1997
Normalized Difference Water|vodni
NDWI Index potencial |{R860-R1240)/(R860+R1240) [Gao, 1996
Transformed Cab Absorption
in Reflectance Index / 3| (R~ Reny) _0.21 R~ R'-'v" Haboudane et al.,
Optimized SoilAdjusted obsah (Rw/Rex) | 12002; Meggio et al.,
TCARI/OSAVI |Vegetation Index chiorofylu  |116!Run~Ran)/(RuetRi*0,16 5919
Pigment Specific Simple obsah
PSSRa Ratio chlorofylu |R800/R680 Blackburn, 1998
obsah
Datt99 Datt 99 chlorofylu |(R850-R710 )/(R850-R680) |Datt, 1999
obsah
Macc0l Maccioni 2001 chlorofylu [(R780-R710 )/{R780-R680) Maccioni et al., 2001
Normalized Difference VI - obsah Gitelson a Merzlyak,
NDVire Red Edge chlorofylu |(R750-R705)/(R750 +R705) 1984
obsah 700+401R,W(,+le/2—R,m
REIP Red Edge Inflection Point chiorofylu R;i0— Rogg Guyot a Baret, 1988
obsah 1,16{R750-R705)/(R750+R705
ROSAVI Revised OSAVI chlorofylu |+0,16) Wu et al., 2008
obsah Zarco-Tejada et al.,
ZM Zarco and Miller chlorofylu |R750/R710 2001
obsah
Carotenoid Concentration karotenoid Gitelson et al., 2003,
CRI700 Index g 1/R515-1/R700 2006
obsah
Modified Photochemical karotenoid Hernandez-Clement
PRIm1 Reflectance Index ] (R515-R530)/(R515+R530) etal., 2011
Photochemical Reflectance |pomér
PRI Index Kar/Chl (R570-R530)/(R570+R530) Gamon et al., 1992

Z namé&fenych vinovych délek jsem dale vypocitala indexy. Vybrala jsem ty, které

vypovidaji o stavu vody v rostliné a ty, které vypovidaji o stavu fotosyntetickych pigmentt
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vrostliné. Zaroven byly tyto indexy vyzkouSeny na borovicich lesnich v testovacich
vysadbach, tedy na potomcich stromil v semennych sadech Doubrava a Silov (Palovska, 2015).

Vybrané indexy naleznete v Tabulce 4.

3.3.3 Analyza obsahu fotosyntetickych pigmentii

Jehlice na analyzu fotosyntetickych pigmentd byly nadrobno nastfihany bez koncovych
asti a zmraZzeny na -20 °C pro pozd&jsi zpracovani. Cerstva hmotnost jehlic se pohybovala
piiblizné od 0,1 do 0,5 g.

Na pozdé¢jsi vypocet suché hmotnosti vzorku bylo potieba odebrat nahrubo nastfihané
jehlice, u kterych se zvazila nejprve Cerstva hmotnost (pohybujici se piiblizné od 0,2 g do 0,7
g) a po vysuseni po dobu 5 dni na 60 °C i suchd hmotnost (pohybujici se pfiblizné od 0,09 g
po 0,3 g).

Pro extrakci fotosyntetickych pigmentd jsem kazdy vzorek jehlic ponofila do 10 ml
dimethylformamidu a nechala tyden ve tm¢ v teploté 4°C. Pro pozdéjsi méfeni absorbance
na spektrofotometru jsem vzorky natfedila dimethylformamidem v poméru 1 : 4. Absorbance
byla métena ve vlnové délce 750 nm, ktera kontrolovala ¢istotu vzorku, a vlnovych délkach
480 nm, 647 nm a 664 nm, které urCovaly mnozstvi fotosyntetickych pigment ve vzorku.
Rovnice pro vypocet obsahu fotosyntetickych pigmentt v ug/ml pomoci absorbance jsou
zobrazeny v Tabulce 5 (Wellburn, 1994). Vysledny obsah pigmentu je vyjadien jako mg

pigmentd ve vzorku na mg suché hmotnosti jehlic.

Tabulka 5.: Rovnice vypoftu mnozZstvi fotosyntetickych pigmenti v pg/ml z absorbance (Wellburn, 1994) A

je zkratkou pro absorbanci v ur¢ité vinové délce.

Fotosyntetické pigmenty PouZité vinové délky Rovnice vypoctu pigmentd ( ug/ml)

Chlorofyl A 664 nm, 647 nm Cha=11,65* A (664) —2,69 * A (647)

Chlorofyl B 664 nm, 647 nm Chb =20,81 * A (647)—4,53 * A (664)

Karotenoidy a xantofyly 480 nm ¢ =(1000 * A (480)— 0,89 Cha — 52,02 * Chb) /245
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3.3.4 Analyza obsahu fenolickych latek

Jehlice na analyzu fenolickych latek byly nejprve piedsuSeny po dobu 5 dni na 60 °C
a poté rozemlety na prasek. Pro extrakci fenolickych latek jsem navazila vzdy 0,1 g rozemletych
jehlic od kazdého vzorku a dosusila po dobu 3 dni na 65 °C.

Stanoveni celkového obsahu rozpustnych fenolickych latek jsem provedla pomoci
Folin-Ciocalteau ¢inidla podle Singleton a Rossi (1965). Samotnou extrakci jsem provadéla
80% metanolem. Proces probihal ve tfech cyklech a kazdy cyklus se skladal z n€kolika fazi.
V prvni fazi jsem k namletym jehlicim pfidala 4 ml metanolu. Poté jsem nechala vzorky
po dobu 30 minut pii 55 °C ve vodni lazni. Poté jsem vzorky dala odstfedit pti 5000 otac¢kach
za minutu na 5 minut a nakonec odséla supernatant, do kterého se extrahovaly fenolické latky.
Tento postup jsem opakovala dohromady 3 krat. Poprvé jsem na zacatku ptidavala 4 ml
metanolu a v dalsich dvou ptipadech pouze 3 ml. Dohromady byl tedy vzorek jehlic extrahovan
v 10 ml metanolu.

Za 3 dny po extrakci jsem stanovila mnozstvi fenolickych latek ve vzorku pomoci
spektrofotometru (Evolution 201, Thermo Scientific,). Pfed méfenim jsem vzorky odstredila
pii 5000 otackach za minutu po dobu 5 minut, abych se vyvarovala ptfipadnych necistot
Vv prubé¢hu méteni. Dale jsem 0,5 ml vzorku nafedila 10 ml roztoku C (pfipravu roztoku C
naleznete v Tabulce 6) a nechala za ob¢asného michani 10 minut pasobit. Poté jsem piidala 0,2
ml Folin-Ciocalteanova ¢inidla, ktery barvi fenolické latky do modra a nechala 30 minut
pusobit. Vzorek jsem do kyvety pred méfenim natedila roztokem C v poméru 1 : 8. Absorbance

roztoku byla métena pfi vlnové délce 750 nm.

Tabulka 6.: Priprava roztoku C

oznaceni
roztoku |slozeni

A Na 100 ml H,0 20 g Na,CO3 a 4 g NaOH
Na 200 ml H,0 2 g vinanu

sodnodraselnéhoa 1 g CuSO, x 5 H,0
C 1 ml roztoku B v 50 ml roztoku A
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Vysledky jsou vyjadieny v mg fenolickych latek na g suché hmotnosti jehlic. Hmotnost
fenolickych latek z hodnot absorbance jsem vypocitala pomoci rovnice kalibracni kiivky

kyseliny gallové.

3.3.5 Analyza obsahu ligninu

Pro stanoveni obsahu ligninu ve vzorcich byla pouzita metoda extrakce v kyseling
thioglykolové (Lange et al. 1995).

Jehlice na analyzu fenolickych latek byly nejprve predsuseny po dobu 5 dni na 60 °C
a poté¢ rozemlety na prasek. Vzorky byly jest¢ pied extrakci vysuseny po dobu dvou dni
Vv teploté 80 °C. Suchd hmotnost vzorku se pohybovala okolo 0,03 g.

V prvni fazi se ze vzorku vyextrahuji bunécné stény. Nejprve se ke kazdému vzorku
ptidal 1 ml 1M NacCl, poté se vzorek vlozil na 20 minut do sonikatoru, nasledné dal odsttedit
na 5 minut do centrifugy na 8000 ota¢ek za minutu a nakonec se odsal supernatant. Poté
se vzorek proplachl v nékolika slouceninach. Jednotlivé kroky byly vzdy oddéleny
dvacetiminutovym tfepanim, centrifugaci a odsatim supernatantu. Tyto slouceniny po sobé¢
nasledovaly takto: 1 ml 1% dodecylsiranu sodného, 2 x 1 ml vody, 1 ml 100% metanolu, 1 ml
roztoku chloroformu a metanolu (1:1) a 1 ml 100% metanolu. Vznikly pelet (bunécné stény)
se dal na den do suSarny na 50 °C.

V druhé fazi se extrahuje lignin pomoci kyseliny thioglykolové. Do piedsuSenych
bunéénych stén se ptidal 1 ml 2M HCl a 0,2 ml thioglykolové kyseliny, tato smés se nechala 4
hodiny inkubovat pti 95 °C, po zchladnuti se dala odstiedit po dobu 10 minut na 10 000 otacek
za minutu (déle jen 10 000/10) a nakonec se ze smési odsal supernatant. Poté se vzorek tfikrat
proplachl vodou, po kazdém proplachnuti se dal vzdy odstfedit a odsél se supernatant. Poté
se ke vzorkiim pfidal 1 ml 0,5M NaOH a dal se tfepat na 12 hodin. Poté se vzorek cetrifugoval
(10 000/10), odsal se supernatant, pelet se proplachnul 0,5 ml 0,5M NaOH, nechal se 5 minut
protfepat a 5 minut sonikovat a odsal se supernatant. Vznikly extrakt (odsaty supernatant)
se okyselil 0,3 ml 36% HCI a nechal se po dobu 4 h v 4 °C. Pelet byl dale pouzit pro stanoveni
celulozy (viz nize). Extrakt se poté odstiedil (10 000/10), odstranil se supernatant, a pelet se dal
vysusit po dobu 12 hodin na 50 °C.

Pro spektrofotometrické stanoveni se pelet rozpustil v 1 ml1 0,5 M NaOH (ten byl pouzit

jako standard). Méfila se absorbance pifi A=280 nm.
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Vysledna hodnota je vzdy pramérem ze dvou extrakcei a je vyjadiena bud’ v procentech
(hmotnost ligninu k suché hmotnosti jehlic) nebo v miligramu ligninu na gram susiny.

Na statistickou analyzu jsem pouzila data od Mgr. Drahomiry Bartakové.

3.3.6 Analyza obsahu celulozy

Obsah celuldzy jsem stanovovala podle Loadera (1997) z peletu zbylym po stanoveni
ligninu. Nejprve jsem ke kazdému vzorku pfidala 1,5 ml 10% NaOH a dala na 45 minut
pii teploté 80 °C do sonikatoru. Poté jsem vzorek dala odstfedit po dobu 5 minut na 7000 otacek
za minutu a nakonec odsala supernatant. Ke zbylému peletu jsem pridala 1,5 ml 17% NaOH
a dala na 45 minut do sonikatoru pii pokojové teploté. Poté jsem vzorek odstiedila a odsala
supernatant. Nakonec jsem pelet dvakrat promyla vodou a pfed odsatim supernatantu vzdy dala
odstiedit. Zbylou usazeninu (celulozu) jsem dala na tii dny susit do teploty 60 °C a nakonec
zvazila. Vysledna hodnota je vzdy primérem ze dvou extrakci a je vyjadiena procentudlné

hmotnosti celul6zy ku suché hmotnosti jehlic.

3.3.7 Analyza obsahu prolinu

Stanoveni obsahu prolinu jsem provedla pomoci upravené metodiky vychazejici z prace
Batese (1973). Jehlice pro stanoveni mnozstvi prolinu byly nahrubo nastfihany a zmrazeny
na — 20 °C pro ucely pozd&jsiho uZivani obdobné jako jehlice na stanoveni fenolickych latek.

Pted extrakci prolinu, byly jehlice homogenizovany pomoci tekutého dusiku na prasek
a uskladnény v teploté — 20 °C maximaln& po dobu jednoho tydnu. Cerstva hmotnost jehlic se
pohybovala zhruba od 0,3 g po 1g.

Pro extrakci prolinu jsem ke kazdému vzorku jehlic pfidala do 8 ml destilované vody
a2ml 15% roztoku kyseliny sulfosalycilové. Za stalého michani jsem nechala 30 minut
kyselinu se vzorkem plisobit a poté jsem vzorek odstiedila po dobu 5 minut pii 5000 otackach
za minutu. Dale jsem vZzdy 1 ml vzorku smichala s 1 ml kyseliny octové a 1 ml roztoku
ninhydrinu s kyselinou octovou a kyselinou fosforecnou (postup pfipravy je v Tabulce 7).
Vysledny roztok jsem dala vafit ve vodni 14zni po dobu jedné hodiny. Nakonec jsem kazdy

vzorek pfevrstvila 3 ml toluenu a zamichala.
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Tabulka 7.: SloZeni roztoku ninhydrinu s kyselinou octovou a kyselinou fosforeénou

latka mnozstvi (pro 80 ml roztoku)
kyselina octova 48 ml

kyselina fosfore¢na|12,192 ml

ninhydrin 2g

destilovanavoda 19,808 ml

Hned dalsi den jsem méfila absorbanci toluenové slozky vzorku, do které ptes noc
vyvzlinal prolin. Vzorky jsem nechala vzdy 10 minut pfed méfenim pfizptisobit se laboratorni
teploté a méfila absorbanci pii vinové délce 520 nm.

Vysledek je vyjadien v jednotkach pmolech prolinu na 1g Cerstvé hmotnosti jehlic. Mnozstvi
prolinu v pg bylo zjisténo z absorbance na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky. Postup pfi sestrojovani
kalibra¢ni kiivky byl stejny jako pti postupu zpracovani vzorki. Posléze jsem mnozstvi prolinu

pfepocitala na pmolech prolinu na 1g ¢erstvé hmotnosti jehlic.

3.4 Meteorologicka data

Denni thrny srazek byly poskytnuty Ceskym hydrometeorologickym titadem (CHMU)
z automatizované klimatologické stanice I typu v Nepomuku (ID stanice je LINEPOO1),
vzdalené od semenného sadu Silov vzduSnou €arou pfiblizn€ 4 km, a z manuélni sraZkomérné
stanice v Plasech (ID stanice je L2ZPLASO1), vzdalené¢ od semenného sadu Doubrava vzdu$nou

¢arou priblizn€ 4,5 km. Pfesné stanovisté sadii Doubrava a Silov jsou na Obrazku 12.

3.5 Statistické metody

Statistickou analyzu jsem provadéla v programu NCSS 9. Sloupcové grafy jsem vytvoiila
v programu Excel 2016. Krabicové grafy jsem vytvorila v programu NCSS 9. Testovani
fyziologickych parametrii mezi sady jsem provadéla dvouvybérovym t-testem na hladiné
pravdépodobnosti 0,05. Pokud nemély data normalni rozdéleni a shodnost rozptylu, pouzila
jsem neparametricky dvouvybérovy t-test. Pro porovnani rozdilu varianci mezi stejnym
a rozdilnym genotypem jsem pouzila variance ratio equal variance test a modified Levene equal

variance test, které testuji shodu rozptylu studovanych dat na hlading pravdépodobnosti 0,05.
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Obrazek 12.: Lokalita semennych sadii Doubrava a Silov (pfevzato z mapy.cz)

'f.", menny sad Doubrava ,
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4 Vysledky

4.1 Meteorologicka data

Z porovnani souctu srazek z mésict kvéten, ¢erven a cervenec z let 1985, 1995, 2005
a 2015 z Plzenského kraje a soucti srazek z mésici kvéten, Cerven, Cervenec z roku 2015
z meteorologickych stanic Nepomuk a Plasy (Tabulka 8) je vidét, Ze v roce 2015 bylo v téchto
mésicich celkové velmi sucho. Kromé mésice cervna bylo vice srazek v meteorologické stanici
Nepomuk nez meteorologické stanici Plasy (Obrazek 13). Pfesto se hodnoty naméfenych
dennich srazek mezi sady statisticky vyznamné nelisi. Na Obrazcich 14 a 15 jsou denni uhrny

srazek z meteorologickych stanic Nepomuk a Plasy.

Tabulka 8: Mési¢ni soucet ihrni srazek Plzeiniského kraje a meteorologickych stanic Nepomuk a Plasy (data

jsou poskytnuta CHMU)

Meési¢ni Uhrny srazek (soucet v mm)

Mésic Plzerisky kraj (1985) |Plzerisky kraj (1995) |Plzerisky kraj (2005) |Plzensky kraj (2015) [Nepomuk (2015) Plasy (2015)

kvéten 49 73 79 52 54,5 38,6
Cerven 74 76 66 62 54,4 46,8
cervenec 71 121 114 28 16,4 20,1

Obriazek 13.: Mé&si¢ni a celkovy primér srazek v meteorologickych stanicich Nepomuk a Plasy (data byla
poskytnuta CHMU) Sloupce vyjadiuji primérnou hodnotu. Chybové usedky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
Rozdilna pismena nad sloupci urcuji statisticky vyznamny rozdil, ktery byl prokazén na hladiné¢ p=0,05
dvouvybérovym t-testem, n=31 za kvéten a ¢ervenec u sadii Doubrava a Silov, n=30 za ¢erven u obou sadl a n=
92 u obou sadut.

Prumér dennich srazek (mm)

5,0 q a @

T a a a
4-'0 = =
3,0

d

2,0 S
0,0

kvéten cerven cervenec celkové

m Silov ®m Doubrava

51



CHMU)

stanice Nepomuk (data poskytnuta od C

é

2015 z meteorologick

¢erven a €ervenec

3

Obrazek 14.: Denni uhrny srazek (v mm) za mésice kvéten,
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Obrazek 15.: Denni uhrny sraZek (v mm) za m
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4.2 Rozbor pudy

Vysledek rozboru pidy (vyménna kyselost pH a obsah piistupnych zivin) z roku 1988
semennych sadti Doubrava a Silov a vysledek rozboru piady (vyménna kyselost pH a obsah
pristupnych Zivin) z listopadu 2015 jsou v tabulce 9. Hodnoty rozboru pudy z roku 2015 jsou
vzdy primérem z 6 vzorkl pid ze semenného sadu Silov a 7 vzorkl pid ze semenného sad
Doubrava. Z Tabulky 9 je ziejmé, Ze se obsah dostupnych zivin v ptidé od roku 1988 zvysilo,
az na mnozstvi fosforu v padé v Silové, které se naopak snizilo. pH v ptadach se v obou sadech
nepatrné zvysilo. Statistickou analyzu porovnani pudnich rozbori mezi sady v roce 2015 jsem
provadéla dvouvybérovym t-testem (Obrazek 16). Pomoci grafi miizete vidét, ze se pidy
v semennych sadech mezi sebou 1isi obsahem hoi¢iku, dusiku a pomérem uhliku a dusiku.
Obsah hoi¢iku a dusiku je vyssi v piidé semenného sadu Silov. Pomér uhliku a dusiku je naopak
vy$§i u semenného sadu Doubrava. Podle Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho tstavu
zemédglského (UKZUZ) spadaji hodnoty rozboru pudy zroku 2015, podle tabulek pro
organomineralni horizont ptidy pod jehlicnatym porostem, do takovychto kategorii: pida je
v obou sadech velmi siln¢ kysela, mnozstvi vapniku je u obou sadi vyhovujici, mnozstvi
hot¢iku je v sadu Doubrava nizké a v sadu Silov vysoké, mnozstvi fosforu je v sadu Doubrava
vyhovujici a v sadu Silov nizké, mnozstvi drasliku je v obou sadech vyhovujici a mnozstvi
dusiku je v semenném sadu Doubrava nedostacujici a v semenném sadu Silov nizké (eagri.cz,
2011). Na zéaklad¢ vysledkl rozboru zrnitosti je piida podle Novéakovy klasifikac¢ni stupnice

v sadu Doubrava stiedni pis¢itohlinita a pida v sadu Silov je lehka hlinitopiscita.

Tabulka 9: Vysledky rozboru piidy ze semennych sadii Doubrava a Silov z roku 1988 a 2015. Data z roku
1988 jsou zhotovené Vyzkumnym tustavem lesniho hospodafstvi a myslivosti. Pro udaje z roku 2015 plati n=6

(Silov), n=7 (Doubrava). Pismeno x znaci, ze dany rozbor nebyl vyhotoven.

Rok 1988 Rok 2015

Vlastnost pldy Doubrava Silov Doubrava Silov

Vyménna kyselost pH 3,3 3,6 3,7 3,8
Obsah vapniku (mg Ca/kg) 263 293 441 660
Obsah hotciku (mg Mg/kg) 50 41 53 121
Obsah fosforu (mg P/kg) 11 36 19 9
Obsah drasliku (mg K/kg) 20 43 83 92
Obsah uhliku (% C) X X 1,7 1,3
Obsah dusiku (% N) 0,05 0,08 0,11 0,16
Obsah humusu (%) 1,7 1,61 3 2,2
Pomér C:N 20 8 14 8
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Obrazek 16: Statistické vysledky porovnani ptidnich rozborii z roku 2015 mezi semennymi sady Doubrava
a Silov. Sloupce vyjadiuji pramérnou hodnotu pH (A), primérnou hodnotu ptistupnych Zivin (B-H) a pomér
uhliku a dusiku (). Hodnoty pod ¢ervenou ¢arou znaéi nedostateéné mnozstvi Ziviny v pidé. Chybové tisecky
vyjadiuji smérodatnou odchylku. Rozdilnéd pismena nad sloupci urcuji statisticky vyznamny rozdil, ktery byl

prokazan na hladiné p=0,05 dvouvybérovym t-testem, n=6 (Silov), n=7 (Doubrava).
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Obsah dusiku v padé (%)
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4.3 Vysledky prvniho cile

Cil: Porovnat fyziologické parametry u jedinci se stejnym genotypem ve dvou prostiedich

S riznymi plidnimi podminkami v semennych sadech Doubrava a Silov.

Porovnavala jsem 22 stromi (22 genotyptl) v semenném sadu Doubrava s 22 stromy (22
genotypy) v semenném sadu Silov. Stromy se v ramci jednoho semenného sadu mezi sebou 1isi
svymi genotypy, ale genotypy v jednom semenném sadu se shoduji s genotypy v druhém
semenném sadu.

V disledku toho, Ze jsem zpracovavala jehlice na biochemickou analyzu pigmentii az za
24 hodin po oddéleni vétve od stromu, porovnala jsem mnozstvi fotosyntetickych pigmentt pro
21 vzorki od 21 stromi stejného genotypu ze semenného sadu Doubrava zpracovanych hned
po oddéleni vétve od stromu s mnozstvim fotosyntetickych pigmentti 21 vzorkl ze stejnych
stromtl zpracovanych az po 24 hodinach. Na Obrazku 17 mizeme vidét, ze vzorky zpracované

po uplynuti 24 hodin po odd€leni vétve od stromu vykazuji vét§i mnozstvi chlorofylu a i b,
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ale mnozstvi karotenoidli se neméni. Z téchto vysledku je patrné, Ze pii 24 hodinové prodlevé
mezi oddélenim vétve a zpracovanim jehlic nedochézelo k rozkladu chlorofylu. To, ze bylo
ve vzorcich zpracovanych na misté mén¢ chlorofylu, mohlo byt zptisobeno metodickou chybou

vzniklou pii odbéru. Podrobnosti budou dale probrany v diskuzi.

Obrazek 17: Vysledky biochemické analyzy pigmentd vzorkid zpracovanych na misté a po 24 hodinach.
Sloupce vyjadiuji primérnou hodnotu. Hodnoty jsou vyjadfeny v miligramech na gram suché hmotnosti. Chybové
usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. Rozdilna pismena nad sloupci urcuji statisticky vyznamny rozdil, ktery
byl prokazan na hlading p=0,05 dvouvybérovym t-testem, pocet n je 21. Kar/chl je zkratkou pro pomér mnozstvi

karotenoidl a chlorofylu.
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Z vysledkd biochemické analyzy jehlic (Obrazek 18) mizeme vidét, ze se mnozstvi
fotosyntetickych pigmentt, sekundarnich metabolitii (tedy ligninu a fenolickych latek), prolinu

a celulozy mezi sady nelisi.
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Obrazek 18: Vysledky biochemické analyzy jehlic. Sloupce vyjadiuji primérnou hodnotu. Pigmenty, fenolické
latky a lignin jsou vyjadieny v miligramech na gram suché hmotnosti (A-G), prolin je vyjadien v mikromolech na
gram &erstvé hmotnosti (J) a celuldza a lignin jsou vyjadieny v procentech suché hmotnosti (H,I). Chybové tise¢ky
vyjadiuji smérodatnou odchylku. Rozdilnd pismena nad sloupci urcuji statisticky vyznamny rozdil, ktery byl
prokazan na hladiné p=0,05 dvouvybérovym t-testem, n = 22 (Doubrava), n = 22 (Silov). Kar/chl je zkratkou pro

pomér karotenoidti a chlorofylu.
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I pfesto, Ze se podle biochemické analyzy mnozstvi fotosyntetickych pigmenti
Vv jehlicich mezi semennymi sady nelisi, analyza reflektancnich vegetacnich indext ukazala
néco jiného (Tabulka 10). Indexy korelujici s obsahem chlorofylu v jehlicich prokazaly az
najeden pfipad (index PSSRa) statisticky vyznamny rozdil mezi sady. Hodnota indexu
TCARI/OSAVI klesa s mnozstvim chlorofylu v jehlicich (Haboudane et al. 2002). Hodnoty
ostatnich indexu (Datt99, Macc0l1, NDVIre, REIP, ROSAVI a ZM) stoupaji s mnozstvim
chlorofylu v jehlicich (Datt, 1999; Maccioni et al., 2001; Gitelson a Merzlyak, 1994; Guyot
a Baret, 1988; Wu et al., 2008; Zarco-Tejada, 2001). Indexy korelujici s obsahem karotenoida
a pomérem karotenoidii ke chlorofylu se mezi sady nelisi. Indexy korelujici s vodnim
potencialem a relativnim obsahem vody se mezi semennymi sady nelisi. Z toho, Ze se vysledky
biochemické analyzy a hodnoty vegetacnich indexli rozchazi, miZeme usuzovat, Ze je
ve vegetacnich indexech integrovana jesté jina pfidatna informace, kterd se pii biochemické

analyze neuplatfiuje. Podrobnosti budou dale probrany v diskusi.
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Tabulka 10: Vysledky hodnot vegeta¢nich indexti mezi semennymi sady. Statisticky vyznamny rozdil byl
prokazan dvouvyb&rovym t-testem na hlading p= 0,05, n = 22 (Silov), n=22 (Doubrava). WI je zkratka pro Water
Index, NDWI je zkratkou pro Normalized Difference Water Index, TCARI/OSAVI zkratkou pro Transformed Cab
Absorption in Reflectance Index/Optimized Soil Adjusted Vegetation Index, PSSRa je zkratkou pro Pigment
Specific Simple Ratio, Macc01 je zkratkou Maccioni 01, NDVIre je zkratkou pro Normalized Difference VI — Red
Edge, REIP je zkratkou pro Red Edge Inflection Point, ROSAVI je zkratkou pro Revised OSAVI, ZM je zkratkou
pro Zarco a Miller, CRI700 je zkratkou pro Carotenoid Concentration Index, PRIm1 je zkratkou pro Modified

Photochemical Reflectance Index a PRI zkratkou pro Photochemical Reflectance Index.

Silov Doubrava Statisticky
Prdmérna Smérodatna Primérna Smérodatna vyznamny rozdil
Index Korelace hodnota odchylka hodnota odchylka (p=0,05)
relativni obsah
Wi vody 1,063 0,007 1,063 0,006|ne
NDWI vodni potencial 0,080 0,011 0,079 0,008(ne
TCARI/OSAVI obsah chlorofylu 0,225 0,026 0,262 0,042(ano
PSSRa obsah chlorofylu 8,932 0,642 8,609 0,631|ne
Datt99 obsah chlorofylu 0,733 0,020 0,702 0,030(ano
Macc01 obsah chlorofylu 0,724 0,021 0,693 0,031|ano
NDVlre obsah chlorofylu 0,542 0,021 0,514 0,032(ano
REIP obsah chlorofylu 0,211 0,006 0,203 0,010(ano
ROSAVI obsah chlorofylu 0,503 0,018 0,480 0,031|ano
M obsah chlorofylu 2,642 0,136 2,462 0,172|ano
obsah
CRI700 karotenoid 3,165 0,637 2,884 0,573|ne
obsah
PRIm1 karotenoidu 0,122 0,012 0,127 0,012|ne
PRI pomér Kar/Chl 0,037 0,006 0,036 0,010|ne

Stejné jako nckteré vegetacni indexy 1 hodnoty nékterych fluorescen¢nich parametrti
se lisi mezi semennymi sady (Tabulka 11). Parametry @ro, Yrec, Pl ABs @ Pl ToTAL jsou nizsi u
stromt v semenném Sadu Doubrava. Pl ags popisuje celkovou u¢innost PSII od absorpce fotonu
svétlosbérnou anténou po redukci Qs, zatimco Pl toraL popisuje totéz pro cely
elektrontransportni fetézec (az k PSI akceptorim elektronli). Parametr yrc ukazuje
pravdépodobnost, Ze chlorofyl v PSII funguje jako reak¢ni centrum. V sadu Silov byly niz$i

fluorescenéni parametry Mo, oo, ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, DIo/RC nez v sadu Doubrava.
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Tyto parametry souviseji pfedevsim se schopnosti PSII a jeho svétlosbérnych antén zachytit
excitony a iniciovat po¢ate¢ni pienos elektronl v reakénim centru PSII, ptipadné (¢po, DIo/RC)

schopnost zbavit se pfebytecné excitacni energie disipaci ve formé tepla.

4.4 Vysledky druhého cile:

Cil: Porovnat, jak se 1isi mira variability fyziologickych parametrt u riznych stromu Se stromy

stejného genotypu v semennych sadech Doubrava a Silov.

Pti feSeni tohoto cile jsem porovnédvala u semenného sadu Doubrava 71 stromt razného
genotypu (jeden genotyp odpovida jednomu stromu) s21 stromy stejného genotypu.
U semenného sadu Silov jsem porovnavala 37 stroml rizného genotypu (jeden genotyp
odpovidd jednomu stromu) s 18 stromy stejného genotypu. Pro vysledek mezi sebou
porovnavam rozptyl (varianci) fyziologickych parametri u riznych genotypt s rozptylem
fyziologickych parametri u stejného genotypu. Vysledky varianci u riznych fyziologickych
parametrd jsou v Tabulce 12. Parametry, které se signifikantné li§i ve variabilité vyjadiené
rozptylem mezi stejnym a riznym genotypem jsou graficky znazornény na Obrazku 19,20 a 21.

Na prvni pohled se rozptyly mezi riznymi a stejnymi genotypy li§i vice v semenném
sadu Doubrava nez v semenném sadu Silov. V semenném sadu Doubrava neni patrny rozdil
Vv rozptylu mnozstvi chlorofylu a karotenoidl, rizné genotypy maji ovSem vétsi rozptyl
vV poméru karotenoidii a chlorofylu. Co se tyce sekundarnich metabolitl, rGzné genotypy
v semenném sadu Doubrava maji vétsi rozptyl v mnozstvi fenolickych latek, v rozptylu
mnozstvi ligninu se uz ovsem nelisi. Riizné genotypy maji dale vétsi rozptyl v mnozstvi prolinu
a celulozy. I kdyz se rozptyly mnozstvi fotosyntetickych pigmentli mezi riznymi a stejnymi
genotypy podle biochemické analyzy nelisi, vegetacni indexy ukazuji opét néco jiného. U péti
indext, které koreluji s obsahem chlorofylu a jednoho indexu, ktery koreluje s obsahem
karotenoidi je vétsi rozptyl hodnot u stejnych genotypl nez u genotypt raznych. Rozptyly
hodnot indext korelujicich s relativnim obsahem vody a vodnim potencidlem se neli§i. Dvé
tretiny studovanych fluorescen¢nich parametri maji vétsi rozptyl hodnot u riiznych genotypii
nez u stejnych genotypu, jsou to parametry Fo, Vi, Mo, @ro, ®e0, ©po, Yeo, Yre, ABS/RC,
TPo/RC, ETo/RC, DIo/RC, Pl ass a Pl toTaL.
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Tabulka 11.: Vysledky hodnot fluorescenénich parametri mezi semennymi sady. Statisticky vyznamny rozdil
byl prokazan dvouvybérovym t-testem na hladiné p= 0,05, n = 22 (Silov), n=22 (Doubrava). U parametrt, které
se mezi sady statisticky vyznamné 1isi, je ¢ervené vyznaéena vy$si hodnota. Fo minimalni fluorescence, Fum je
maximalni fluorescence, Fvje variabilni fluorescence, V;je relativni variabilni fluorescence v bodé J, Vi je relativni
variabilni fluorescenci v bodé I, My je odhad smérnice relativni variabilni fluorescence Vv okoli bodu O na OJIP
kiivce, Oreo1 je efektivita/ pravdépodobnost, sjakou bude elektron pienesen z Qg az kPSI, yrc je
pravdépodobnost, ze chlorofyl v PSII funguje jako RC, @po je kvantovy vytézek disipace zachycené energie, @go
je kvantovy vytézek transportu elektrontt z Qa do Qg, @po je maximalni kvantovy vytézek PSII, @reo: je kvantovy
vytézek transportu elektront az k PSI, yeo je efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron pienesen z Qa do
Qe, Yreo je efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron pienesen az k PSI, ABS/RC je primérny tok
absorpce na RC, neboli zdanliva velikost antény PSII, TR¢/RC je maximalni tok energie zachyceny PSII, ETo/RC
je tok elektronti z Qa na Qg, DIo/RC je tok disipované energie vyjadieny na jedno RC PSII, REn/RC je tok

elektronti z Qa az na PSI, PI ags je performacni index konzervace energie od fotoni ke Qg, Pl TotaL je performacni

index konzervace energie od fotonti az k PSI.

Silov Doubrava Statisticky
Prdmérna Smérodatna Primérna Smérodatnd | vyznamny
Parametr hodnota odchylka hodnota odchylka rozdil (p=0,05)
Fo 6297,167 711,5555 6490,813 745,6477 | ne
Fm 35892,19 3277,339 35636,62 3598,47 | ne
Fv 29614,62 2713,764 29145,8 3018,62 | ne
\ 0,464414 0,02474167 0,466282 0,02198048 | ne
V, 0,7778584 0,01970577 0,7800707 0,02116596 | ne
Mo 0,8686688 0,09706918 0,9160836 0,07602537 | ano
@ pro 0,8246421 0,01107157 0,81773 0,01187008 | ano
() 0,4418021 0,02448039 0,4366146 0,02259023 | ne
P Reo1 0,1830966 0,01655184 0,1798205 0,01726329 | ne
® po 0,1753438 0,01104587 0,18227 0,01187008 | ano
U o 0,5355669 0,024748 0,533718 0,02198048 | ne
U reo1 0,2220194 0,0195936 0,2199293 0,02116596 | ne
0 reo1 0,4141663 0,02948661 0,4122576 0,03808759 | ne
Y RrC 0,3072136 0,01786511 0,2944953 0,01221892 | ano
ABS/RC 2,265137 0,1916799 2,401568 0,1449666 | ano
TRo/RC 1,866222 0,1398668 1,962686 0,1002906 | ano
ETo/RC 0,9975631 0,01386891 1,046602 0,05323154 | ano
REo1/RC 0,413647 0,03931832 0,4308077 0,03798915 | ne
Dlo/RC 0,3988418 0,05581919 0,4388827 0,05217532 | ano
Pl ass 2,462865 0,5313994 2,185349 0,3999783 | ano
Pl roraL 1,750234 0,4429743 1,540599 0,3454504 | ano
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Jak uz bylo feceno v semenném sadu Silov je méné¢ rozdili v rozptylech nez
v semenném sadu Doubrava. Stejné jako v sadu Doubrava se u semenného sadu Silov rozptyly
u stejnych a riznych genotypt neli$i v hodnotach mnozstvi fotosyntetickych pigmenti, az
na pom¢r karotenoida a chlorofylu, ktery ma ovsem na rozdil od sadu Doubrava vétsi rozptyl
u stejnych genotypti. Kdyz se podivame na rozptyl hodnot mnozstvi sekundarnich metabolita,
stejn¢ jako u sadu Doubrava v sadu Silov je rozptyl hodnot mnozstvi fenolickych latek vétsi
U rznych genotypt a rozptyly u mnozstvi ligninu se neli$i. V semenném sadu Silov se nelisi
rozptyly mnozstvi prolinu a celulézy v jehlicich. Stejné tak jako u sadu Doubrava, indexy
odpovidajici o stavu vody v rostliné maji stejné rozptyly u raznych a stejnych genotypti.
Rozptyly hodnot indexti korelujicich s mnozstvim chlorofylu se lisi pouze u dvou indext, kdy
ma, na rozdil od sadu Doubrava, vétsi rozptyl rizny genotyp. Rozptyly u index, které koreluji
s mnozstvim karotenoidi, se neli§i. Rozptyly hodnot se v semenném sadu Silov li§i pouze u Ctyt
fluorescen¢nich parametrd. U parametrl Vj, ¢eo, Weo a Plass je vétsi rozptyl u rliznych genotypt

nez u stejnych genotypt.

Tabulka 12: Variance fyziologickych parametri. V tabulce jsou hodnoty variance biochemické analyzy,
vegetaénich indexl a fluorescenénich parametrti riznych genotypd a stejnych genotypti v semennych sadech
Doubrava a Silov. Statisticky vyznamny rozdil mezi variancemi je otestovan Variance Ratio Equal Variance testem
a Modified Levene Equal Variance testem na hladiné p = 0,05. V tabulce jsou zobrazeny p hodnoty. Modie je
oznaden rozptyl, ktery je ze dvojice rozptyla vyssi. Cervené je vyznacena p hodnota, kterd je niz$i nez 0,05. V tom
pripadé se shodnost rozptylu zamita. Car/chl je zkratkou pro pomér karotenoidd a chlorofylu. WI je zkratka pro
Water Index, NDWI je zkratkou pro Normalized Difference Water Index, TCARI/OSAVI zkratkou pro
Transformed Cab Absorption in Reflectance Index/Optimized Soil Adjusted Vegetation Index, PSSRa je zkratkou
pro Pigment Specific Simple Ratio, MaccOl je zkratkou Maccioni 01, NDVIre je zkratkou pro Normalized
Difference VI — Red Edge, REIP je zkratkou pro Red Edge Inflection Point, ROSAVI je zkratkou pro Revised
OSAVI, ZM je zkratkou pro Zarco a Miller, CRI700 je zkratkou pro Carotenoid Concentration Index, PRIm1 je
zkratkou pro Modified Photochemical Reflectance Index a PRI zkratkou pro Photochemical Reflectance Index. Fo
minimalni fluorescence, Fm je maximalni fluorescence, Fy je variabilni fluorescence, V; je relativni variabilni
fluorescence v bodé¢ J, V| je relativni variabilni fluorescenci v bodé I, Mg je odhad smérnice relativni variabilni
fluorescence Vv okoli bodu O na OJIP kiivce, dreor je efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron
ptenesen z Qg az k PSI, yrc je pravdépodobnost, ze chlorofyl v PSII funguje jako RC, opo je kvantovy vytézek
disipace zachycené energie, @eo je kvantovy vytézek transportu elektronli z Qa do Qg, @po je maximalni kvantovy
vytézek PSII, oreo1 je kvantovy vytézek transportu elektronti az k PSI, yeo je efektivita/ pravdépodobnost, s jakou
bude elektron pienesen z Qa do Qs, yreo je efektivita/ pravdépodobnost, s jakou bude elektron pfenesen az k PSI,
ABS/RC je primérny tok absorpce na RC, neboli zdanliva velikost antény PSII, TRo/RC je maximalni tok energie
zachyceny PSII, ETo/RC je tok elektronti z Qa na Qg, DIo/RC je tok disipované energie vyjadieny na jedno RC
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PSII, REo/RC je tok elektronl z Qa az na PSI, PI ags je performacni index konzervace energie od fotoni ke Qsg,

Pl toraL je performaéni index konzervace energie od fotont az k PSI.

Biochemicka analyza

Doubrava Silov
Variance Variance Ratio |Modified Variance Variance Ratio |Modified
Equal Variance |Levene Equal Equal Variance |Levene Equal
Fyziologicky parametr [Rlzny genotyp |Stejny genotyp [Test Variance Test |RUzny genotyp [Stejny genotyp |Test Variance Test
Chlorofyl a (mg/g) 0,13918260 0,23967700 0,10010600 0,27014000 0,10482270 0,11504440 0,78518700 0,68438100
Chlorofyl b (mg/g) 0,02010615 0,03537507 0,08737200 0,26920500 0,01452816 0,02131168 0,32700000 0,48402000
Chlorofyl (mg/g) 0,26049310 0,45811070 0,08762300 0,24960400 0,19324930 0,23269210 0,61953500 0,59592300,
Karotenoidy (mg/g) 0,00386855 0,00696282 0,07532100 0,23893800 0,00276599 0,00326232 0,65536300 0,68286100
Pomér Car/Chl 0,00002969 0,00001015 0,00916900 0,00304200 0,00002425 0,00000539 0,00170200 0,07649900
Fenolické latky (mg/g)| 594,19350000|  63,68221000 0,00000100 0,00009100| 527,75810000(  88,73997000 0,00027300 0,07663800,
Ligniny (mg/g) 6,28258400 7,02479600 0,70454100 0,67927300 7,48909200 8,27821600 0,77203100 0,94826000)
Ligniny (%) 0,46647180 0,42075700| 0,82872700 0,82192300 1,18258300 0,70476780 0,25459500 0,36438700|
Celuldza (%) 5,51429100 1,32580700 0,00078700 0,00250600 6,62449500 4,89874400 0,51301700 0,92766000,
Prolin (umol/g) 0,16963400 0,04696075 0,00218700 0,17914300 0,05795896 0,04376455 0,54428100 0,86026200
Vegetacni indexy
Doubrava Silov
Variance Variance Ratio |Modified Variance Variance Ratio |Modified
Equal Variance [Levene Equal Equal Variance |Levene Equal
Fyziologicky parametr [Rizny genotyp |Stejny genotyp [Test Variance Test |RGzny genotyp [Stejny genotyp |Test Variance Test
WiI 0,00005093 0,00007769 0,20041500 0,39043700 0,00003957 0,00004693 0,64551100 0,91667600
NDWI 0,00013526 0,00018682 0,32347300 0,43178400 0,00011782 0,00016353 0,39879200 0,55256400
TCARI/OSAVI 0,00119419 0,00399751 0,00019000 0,14567900 0,00080908 0,00026049 0,01509600 0,09374600|
PSSRa 0,48638000 0,98399210 0,03258800 0,05609100 0,53510390 0,68894260 0,50951300 0,94230900
Datt99 0,00078172 0,00167286 0,02082200 0,37531500 0,00040896 0,00016494 0,04835900 0,16495900
Macc01 0,00081244 0,00172574 0,02213000 0,36359800 0,00042273 0,00017982 0,06236800 0,19163900
NDVlre 0,00082256 0,00175257 0,02158400 0,55218300 0,00044255 0,00028905 0,34965400 0,70355500|
REIP 0,00007590 0,00012845 0,11146500 0,78802700 0,00004021 0,00001678 0,05702100 0,22393200,
ROSAVI 0,00077616 0,49585030 0,10494300 0,89591400 0,00032198 0,00023199 0,47558200 0,41830600|
M 0,02793757 0,05029571 0,07520000 0,48612800 0,01876290 0,01171715 0,30042500 0,64165900|
CRI700 0,36156160 0,34345430 0,94022400 0,91019000 0,57079150 0,42952900 0,53908500 0,65326500,
PRIm1 0,00013933 0,00030258 0,01842400 0,02590300 0,00019583 0,00012068 0,28682800 0,14860500
PRI 0,00008225 0,00009411 0,65678300 0,66967400 0,00004349 0,00008221 0,10701100 0,60013700
Fluorescenéni prametry
Doubrava Silov
Variance Variance Ratio [Modified Variance Variance Ratio [Modified
Equal Variance |Levene Equal Equal Variance |Levene Equal
Fyziologicky parametr [Rlzny genotyp |Stejny genotyp |Test Variance Test |Ruzny genotyp [Stejny genotyp |Test Variance Test
Fo 614892,50 237895,20 0,02 0,05 503910,90 552044,40 0,79 0,49
Fu 13104170,00  11866110,00 0,84 0,57  13821900,00 8833459,00 0,33 0,39
Fy 9106824,00 8962535,00 1,00 0,75 9849214,00 5518888,00 0,20 0,21
V, 0,00058837 0,00009619 0,00003800 0,00108900 0,00048202 0,00016190 0,01898300 0,03507000
V, 0,00046585 0,00032075 0,35187400 0,18912400 0,00049827 0,00055958 0,74298700 0,69161000
Mo 0,00656328 0,00158942 0,00083000 0,00821400 0,00830025 0,00612156 0,50908900 0,48709200
@ po 0,00015940 0,00004875 0,00436600 0,14054500 0,00011383 0,00010337 0,85879800 0,40814600
(O3 0,00061824 0,00009496 0,00002300 0,00207300 0,00047859 0,00019649 0,05270400 0,03330000
@ reor 0,00031272 0,00018615 0,19353900 0,07332000 0,00032980, 0,00038188 0,68788200 0,72690200,
P 0o 0,00015940 0,00004875 0,00436600 0,14054500 0,00011351 0,00010337 0,86409400 0,40998000
(U 0,00058837 0,00009619 0,00003800 0,00108900 0,00048225 0,00016190 0,01893500 0,03481800
U reor 0,00046585 0,00032075 0,35187400 0,18912400 0,00049596 0,00055958 0,73451000 0,67809600
6 reo1 0,00153715 0,00101292 0,29670000 0,22850400 0,00128695 0,00163330 0,53228300 0,50584400
Y re 0,00016127 0,00004589 0,00265500 0,07365600 0,00028455 0,00022214 0,59624900 0,63718600,
ABS/RC 0,02295697 0,00553796 0,00080600 0,05468000 0,03250014 0,03448475 0,84812400 0,78674400
TRo/RC 0,01080957 0,00354056 0,00691300 0,06578600 0,01838839 0,01659778 0,84760900 0,92980800
ETo/RC 0,00324655 0,00079462 0,00089800 0,01122400 0,00394094 0,00339682 0,76403200 0,66903200
REy,/RC 0,00158535 0,00094096 0,19104500 0,21685600 0,00143777 0,00174617 0,60488900 0,40994100|
Dly/RC 0,00308018 0,00054330 0,00007100 0,02272900 0,00253297 0,00349824 0,40564700 0,69086300
Pl ags 0,18532220 0,04274948 0,00057700 0,01181100 0,22917350 0,10320940 0,08114900 0,03370700
Pl roraL 0,12730410 0,05273328 0,02985900 0,02583800 0,19653440 0,17758190 0,84953200 0,80308500,
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Obrazek 19.: Variance hodnot biochemické analyzy u riznych a stejnych genotypu semennych sadi
Doubrava a Silov (pouze ty, u kterych byl prokazan signifikantni rozdil). Uprostfed boxu se nachzi median,
do okraje boxu nalezi hodnoty spadajici do oblasti + 25 percentil, vousy jsou znaceny hodnoty spadajici do oblasti

+ 15 percentil a odléhlé hodnoty spadaji do oblasti + 5 percentil. Kar/chl je zkratkou pro pomér karotenoidid a

chlorofylu.
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Obrazek 20.: Variance hodnot reflektancnich indexi u riznych a stejnych genotypi semennych sadi
Doubrava a Silov (pouze ty, u kterych byl prokazan signifikantni rozdil). Uprostied boxu se nachazi median,
do okraje boxu nalezi hodnoty spadajici do oblasti + 25 percentil, vousy jsou znaceny hodnoty spadajici do oblasti
+ 15 percentil a odléhlé hodnoty spadaji do oblasti + 5 percentil. TCARI/OSAVI zkratkou pro Transformed Cab
Absorption in Reflectance Index/Optimized Soil Adjusted Vegetation Index, PSSRa je zkratkou pro Pigment
Specific Simple Ratio, MaccO01 je zkratkou Maccioni 01, NDVIre je zkratkou pro Normalized Difference VI — Red
Edge a PRImL1 je zkratkou pro Modified Photochemical Reflectance Index.
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Obrazek 21.: Variance hodnot fluorescenénich parametri u riznych a stejnych genotypti semennych sadu
Doubrava a Silov (pouze ty, u kterych byl prokazan signifikantni rozdil). Uprostfed boxu se nachazi median,
do okraje boxu nalezi hodnoty spadajici do oblasti & 25 percentil, vousy jsou zna¢eny hodnoty spadajici do oblasti
+ 15 percentil a odlehlé hodnoty spadaji do oblasti + 5 percentil. V;je relativni variabilni fluorescence v bode¢ J,
opo (Fi D0) je kvantovy vytézek disipace zachycené energie, ¢eo (Fi E0) je kvantovy vytézek transportu elektrond
z Qado Qg, ¢ro (Fi PO) je maximalni kvantovy vytézek PSIL, yeo (Psi 0) je efektivita/ pravdépodobnost, s jakou
bude elektron pienesen z Qa do Qg, Fo minimalni fluorescence, Mo je odhad smérnice relativni variabilni
fluorescence, , Plags je performaéni index konzervace energie od fotonti ke Qg, Pl toraL je performaéni index
konzervace energie od fotont az k PSI, TRo/RC (TPO/RC) je maximalni tok energie zachyceny PSII, ETo/RC je
tok elektronti z Qa na Qg, DIo/RC je tok disipované energie vyjadieny na jedno RC PSII, ABS/RC je primérny
tok absorpce na RC, yrc (Gamma RC2) je pravdépodobnost, Ze chlorofyl v PSII funguje jako RC.
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5 Diskuse

Na nésledujicich strankach nejprve diskutuji pouzité metodické postupy a navrh
experimentu. V dalsi ¢asti se zaméfim na diskusi experimentalnich vysledkt své prace. Diskuse
vysledkii prace bude rozdélena na podkapitolu popis stanovist’ (protoze znalost stanovist’ je
nezbytna pro dalsi pochopeni vysledki prace) a diskusi samotnych vysledki, ktera je rozdélena

podle cilii mé prace.

5.1 Diskuse pouziti metodickych postupu

Nespecifické indikatory stresu, které jsou pouzity v této praci, byly uz nespocetnékrat
vyuzity pro zjisténi, jestli neni dana rostlina v urcitém stresu (abiotickém i biotickém). Nutné
je miti na paméti, ze jednotlivé indikatory mohou reagovat na vice druht stresu. Proto, kdyz
vyzkum neprobihd v pecliveé kontrolovanych laboratornich nebo sklenikovych podminkéch, je
tézké s jistotou urcit, na jaky stres rostlina pomoci nespecifickych indikatort stresu reaguje.
Z pouzitych metod bych polozila diraz na metody méteni odrazivosti a fluorescence. Vyhoda
metod méfeni odrazivosti a fluorescence oproti metoddm biochemické analyzy je, Ze jsou
mnohem Setrng&j$i. Tim, Ze odrazivost a fluorescence mohou byt méfeny pfimo na misté, na
jehlicich vétve neoddé€lené od stromu, se minimalizuji ptipadné metodické chyby a predchazi
se neSetrnym zachazenim se vzorkem, pii kterém by mohlo dojit ke ztrat€ né€kterych informaci.
Soucasné jsou metody méfeni odrazivosti a fluorescence oproti biochemickym metoddm méné
¢asove narocné a obsdhnou mnohem vice informaci (metoda méteni fluorescence dokonce urci
konkrétni d¢j v elektron-transportnim fetézci). Ptfi méfeni fluorescence v terénu ovsem dochazi
ke komplikaci se zatemnovanim vzorku, se kterou se potykala napiiklad Palovska (2015).
Z diivodu komplikace se zatemmnovanim vzorkli jsem nakonec zvolila praci s vétvemi
oddélenymi od stromu v laboratornich podminkach. U hodnot fluorescencnich parametra
naméfenych na vétvich neoddélenych od stromu a naméfenych na vétvich oddélenych od
stromu nebyl prokazan rozdil napiiklad ve studii Cepl et al. (2016) nebo ve studii Richardson
a Berlyn (2002).

Prekvapivy je vysledek biochemického stanoveni pigmentli mezi jehlicemi odebranymi
hned po oddéleni vétve od stromu a jehlicemi odebranymi za 24 hodin oddéleni vétve od
stromu. Tento pokus byl proveden pro kontrolu, jestli se chlorofyl v jehlicich, pfi 24 hodinové

pauze mezi odd¢lenim vétve od stromu a zpracovanim jehlic, nerozklada. Piekvapivé bylo
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zjisténi, ze obsah chlorofylu naméfeny v jehlicich zpracovavanych po 24 hodinach od oddéleni
vétve od stromu byl signifikantné vyssi, nez u vétvi zpracovavanych na misté. Jehlice odebirané
na misté¢ a po 24 hodinach byly vzdy ze stejné ¢asti vétve, proto se da predpokladat minimalni
vliv pozice jehlice na vétvi na vysledné mnozstvi chlorofylu. Moznou odpovédi na snizené
mnozstvi pigmentt pii odbéru na misté je to, ze pii odbéru jehlic v sadu mirn€ prselo a voda,
ktera se mezi jehlice dostala, mohla zkreslit hmotnosti navazek pouzitych pro vysledné vypocty
pigmentd. O této moznosti miizeme ovsem pouze spekulovat. Dilezitym faktem zlstava, ze se
pigmenty po 24 hodinach oddéleni vétve od stromu nerozkladaly a vysledky biochemické

analyzy pigmentl tedy mizeme povazovat za spravné.

5.2 Diskuse navrhu experimentu

Porovnavani vlivu dvou odli$nych prostiedi na rostliny je slozité z toho divodu, Ze neni
presné zndm geneticky podklad téchto stromii. Genotypy rostlin mohou byt znacné variabilni
a variabilni mize byt také jejich reakce na dané prostiedi. Toto plati zejména u borovice lesni,
protoZe je jeji areal ptirozené¢ho vyskytu Siroky, a tim se i reakce na urc€ity stres odviji naptiklad
od toho, z jaké oblasti pochazi a jak jsou na dany stres stromy adaptované (Salmela et al., 2011).
Porovnavani mnoZstvi latek slouZzicich jako nespecifické indikétory stresu v jehlicich borovic
mezi dvéma semennymi sady je vyhodou pravé diky zmapovanému genetickému podkladu
stromi, kdy miZeme vyloucit specifické chovani genotypii a soustfedit se pouze na reakci
stromtll na dané prostiedi.

Porovnanim variability fyziologickych parametrii u stejného genotypu s riznymi
genotypy muzeme zjistit za prvé, jestli jsou fyziologické parametry geneticky podminéné, a za
druhé, jestli a jakym zpiisobem genotypy pomoci téchto parametrii reaguji na dané prostiedi.
Ve studii v testovacich vysadbach (na potomcich stromt semennych sadi Silov a Doubrava)
byly genotypy ve studovanych fluorescencnich parametrech zna¢n¢ variabilni, ale neprokazala
se interakce genotypu s prostiedim (Cepl et al., 2016).

Vyzkum nespecifickych indikatorii stresu na rtiznych genotypech méd budoucnost
pfedevS§im ve Slechtitelstvi borovice, protoze mnozstvi nespecifickych indikatort stresu
v jehlicich prozradi o fyziologické zdatnosti stromu vic, neZ prozradi klasické lesnické
parametry, zmétené piedevSim na kvalitu a kvantitu dieva. Fyziologické parametry pouzité
V této praci, byly jiz n€kolikrat pouzity pii vybéru genotypu rezistentniho proti urcitému stresu

napt. sucho (De Diego et al., 2015; Xue et al., 2013; Bala et al., 2015) nebo stres z nedostatku
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zivin (Su et al., 2015; Xue et al., 2013). Nicméné vyzkumu probihajicich pfimo v semennych
sadech nebo v testovacich vysadbach a které by krom¢ molekularnich marker do programu
Slechténi zafadily i markery fyziologické, jsem nasla pouze malo. Napiiklad Hawkins a Stoehr
(2009) zmapovali rychlost riistu, fenologii a rezistenci proti mrazu u genotypt plnosesterského
potomstva testovacich vysadeb douglasky tisolisté (Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco var.
menziesii) s timyslem zaloZzeni semenného sadu Ctvrté generace. Rezistence proti mrazu byla
méfena v zimnich mésicich a byla vyjadiena fluorescenénim parametrem Fm/Fv. Nekteré
genotypy se chovaly na obou zkoumanych stanovistich jako nejvice aklimatizované na zimu
a nckteré genotypy jako nejméné aklimatizované na zimu. Pfesto autofi nenasli souvislost
mezi rychlosti ristu, fenologii a rezistenci proti mrazu a vyskou stromu, ktera slouzila v tomto
Slechtitelském programu jako selekéni znak pro vybér elitnich jedincii. Korelaci nasli mezi
rezistenci proti mrazu a nadmoiskou vySkou mista, odkud pochazely ,,prarodice* zkoumanych
stromul. Parametr Fm/Fv v zimnich mésicich klesal s rostouci nadmoiskou vy$kou mista ptivodu
,prababicek zkoumanych stromu.

Pro potvrzeni, jestli se daji zkoumané fyziologické parametry pouzit pro Slechténi
borovic v semennych sadech Silov a Doubrava, by bylo zajimavé mezi sebou porovnat hodnoty
fyziologickych parametrii jednotlivych genotypli a vybrat jedince, ktefi jsou nejvice odolni
proti stresim. S ohledem na vybrané genotypy, které byly vybrany po konzultaci s kolektivem
z Ceské zemé&délské univerzity vedenym prof. Milanem Lstibiirkem na zakladé kompromisu
mezi poctem genotypll a ramet jednotlivych genotypii, jsem od tohoto cile ustoupila, protoze
by nebyl na daném datovém souboru statisticky zpracovatelny (kazdy genotyp je zastoupen
pouze jednou rametou). Porovnani hodnot fyziologickych parametri mezi genotypy tedy
zlstava jako zajimavy cil vyzkumu do budoucna.

ProtoZe jsou stromy v semenném sadu roubovanci, geneticky podklad je zmapovany
u roubtl, ale u podnozi zlistdvd neznamy. Proto mizeme jen odhadovat, jak velky vliv mél
genotyp podnoze na kone¢né vysledky. ProtoZe prvnim cilem bylo porovnat reakci stejnych
genotypl na rozdilné pidni podminky, mohl by genotyp podnoze zvySovat efektivitu vyuzivani
zivin z pudy u nékterych jedinct naptiklad rozvétvengj$im kofenovym systémem, a tim by
stejné genotypy mezi semennymi sady nemusely reagovat stejn€. Dale by mohly genotypy
podnoZi zvétSovat rozptyl hodnot fyziologickych parametrl stejnych genotypti a tim ovliviiovat
vysledky druhého cile. Také diky tomu by mohlo byt zajimavé porovnat hodnoty
fyziologickych parametrii genotypti v semennych sadech shodnotami fyziologickych
parametrQ jejich potomki v testovacich vysadbach. Protoze potomci stroml ze semennych

sadl pochazeji z jejich semen, podobné fyziologické reakce potomki a rodi¢i by mohly byt
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znakem, ze dand reakce stromu v semenném sadu je ddna genotypem roubu a ne podnoze.
Protoze u 15 z 18 fluorescencnich parametri byla zjiSténa signifikantni dédivost (Cepl et al.,
2016), zda se, Ze u fluorescencnich parametrti jsou aspon z ur€ité miry individualni reakce

genotypu dany roubem.

5.3 Diskuse experimentalnich vysledku

5.3.1 Popis stanovist’

Oba semenné sady se nachazi v jedné oblasti, v Plzeiiském kraji v oblasti Zapadoceské
pahorkatiny, a jsou od sebe vzdaleny cca 50 km vzduSnou ¢arou. Jejich nadmoiska vyska se
zasadné nelisi (semenny sad Silov je poloZzen o 100 — 120 m. n. m. vySe neZ semenny sad
Doubrava). Nejvyssi odliSnost prostiedi v sadech je tady dana vlastnosti pidy a konkrétnimi
meteorologickymi podminkami, které bohuzel nebyly méteny piimo v sadech, ale na cca 4 km
vzdalenych meteorologickych stanicich.

Pida vsemenném sadu Doubrava se prokizala byt chud$i na Ziviny nez plda
v semenném sadu Silov, a to v mnozstvi dusiku a hot¢iku. MnoZstvi dusiku je dokonce podle
UKZUZ v sadu Doubrava nedostaéujici. Pada v sadu Silov je na zakladd rozboru zrnitosti lehké
(hlinitopiscita), tedy ptda, ktera snadnéji vysychd, oproti ptidé v sadu Doubrava, kterd byla
urcena jako stfedni (pisCitohlinitd). Pida v sadu Doubrava byla ov§em mnohem kamenité&;jsi,
coz do rozboru zrnitosti nebylo zahrnuto (zatfazeni do plidnich druht se provadi pro zrna nizsi
nez 0,01 mm), a proto i ptfes pudni druh mize mit ptida v semenném sadu Doubrava nizsi
schopnost zadrzovani vody. V dob& odbéru jehlic byly celkové velmi suché podminky,
VvV porovnani s dlouhodobym sraZkovym normalem zjisténym za obdobi 1961 — 1990 pro
plzenisky kraj byl mésic cervenec pouze 36 % normalu, cely rok byl potom 76 % normalu
(CHMU, 2016). Tyto podminky by mohly fakt, Ze je ptda v sadu Doubrava sussi, jeste
umociovat. Zaroven bylo v mésici kvétnu a Cervnu a celkové v sadu Doubrava naméfeno méné

pramérnych srazek nez v sadu Silov.
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5.3.2 Vysledky prvniho cile

Cilem této Casti prace bylo porovnat reakci na okolni prostiedi, které se mezi sady lisi
pudnimi podminkami u 22 genotypli stroml zastoupenych v obou sadech. Pokud
predpokladame, ze stejné genotypy reaguji na okolni prostfedi stejnym (nebo asponn velmi
podobnym) zptisobem, mizeme také predpokladat, ze stromy v obou sadech reagovaly stejnym
zpusobem, a zmény ve fyziologickych parametrech jsou dany odliSnosti prostiedi.

Vysledky biochemické analyzy (mnozstvi fotosyntetickych pigmentt, fenolickych
latek, ligninu, celulozy a prolinu) se mezi semennymi sady neliSily. Tento fakt je zcela logicky,
kdyz si uvédomime, Ze pro tcely semennych sadll neni Zadouci, aby stromy rostly ve stresovém
prostfedi. To, Ze zkoumané stromy pravdépodobné nebyly stresované, mohou ukazovat
I naméfené hodnoty zkoumanych parametri, které jsou Casto srovnatelné s tdaji, které jsem
nasla v literatufe u kontrolnich stromti borovice lesni ¢i dalsich druhti borovice. Avsak pti tomto
srovnani jsem si védoma, Ze absolutni hodnoty obsahti latek vyuzitych jako nespecifické
indikatory stresu nejsou piimo vypovidajici o fyziologickém stavu rostliny napt. tak, jako
pfesnd rozmezi fyziologickych hodnot pro rizné parametry u clovéka (napt. glykémie, obsah
cholesterolu v krvi, krevni obraz, koncentrace Na a K iontii v Krvi a obsah hormonti).

Mnozstvi fotosyntetickych pigmentti u borovice lesni (mg/g suché hmotnosti) mezi 14,
¢ervencem az 5. srpnem, tedy i v obdobi kdy se odebiraly jehlice ze semennych sadi Doubrava
a Silov, bylo ve studii Sofronove et al. (2016) nasledujici: mnozstvi chlorofylu a 1, 76 + 0,14;
mnozstvi chlorofylu b 0,58 + 0,08; celkové mnozstvi chlorofylu 2,34 + 0,22 a mnozstvi
karotenoidt 0,46 + 0,05. Naméfené hodnoty v semennych sadech Doubrava a Silov (mg/g
suché hmotnosti) jsou dokonce vyssi, pro Doubravu: mnozstvi chlorofylu a je 2,34 + 0,49;
mnozstvi chlorofylu b je 0,86 + 0,19; celkové mnozstvi chlorofylu je 3,20 + 0,68 a mnozstvi
karotenoidt je 0,40 + 0,08 a pro Silov: mnozstvi chlorofylu a je 2,51 + 0,37, mnoZstvi
chlorofylu b je 0,87 +0,14; celkové mnozstvi chlorofylu je 3,38 + 0,51 a mnozstvi karotenoidu
je 0,42 +0,06. Sice byly stromy ve studii Sofronove et al. (2006) stejné staré jako stromy ze
semennych sadll, ale nachazely se ve vysSsi zemépisné Sifce a byly u nich odebrany prvni
ro¢niky jehlic, proto se neda z hodnot fotosyntetickych pigmenti s piesnosti uréit, jestli byly
stromy v semennych sadech ve stresu. Niz§i hodnoty fotosyntetickych pigmentt u stromil ve
studii Sofronove et al. (2006) by mohly ukazovat na vyssi severni §itku, a tedy i niz§i primérné

rocni teploty.
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Pasqualini et al. (2003) namétil u borovice halepské na nékolika mistech s riznym
znecisténim ovzdusi hodnoty mezi 20 az 40 mg/g suché hmotnosti celkovych fenolickych latek.
Primér hodnot naméfenych na stromech v Silové byl 80,48 + 20,39 a naméfenych na stromech
Vv Doubravé byl 76,04 + 28,51, tedy dvakrat vice nez naméfil Pasqualini et al. (2003). Protoze
pouzita metoda u této studie byla stejnd jako u t€ moji a pouzity byly loniské jehlice (jako
U stromd v moji praci) predpokladam, Ze niz$i hodnoty u této studie jsou dany jinou pozici
studovanych jehlic v koruné stromu nebo jinym druhem stromu (Lhotdkova a Albrechtova,
2016).

Mnozstvi ligninu u slunnych jehlic nestresovanych borovic tézkych se pohybovalo
okolo 30 - 31 mg/g suché hmotnosti ve studii Vance a Zaerra (1991). Tato hodnota se shoduje
u naméfenych hodnot v moji praci (u sadu Silov je to 31,05 + 2,97 mg/g suché hmotnosti a sadu
Doubrava 29,76 + 2,23 mg/g suché hmotnosti).

Ve studii Deligoze a Gura (2015) hodnoty mezi 1 — 2 pumol/g prolinu v jehlicich
borovice pinie vystoupaji po 21 dnech stresovani suchem az na hodnoty mezi 6 — 7 umol/g
prolinu. Hodnoty v semennych sadech (0,98 umol/g prolinu v sadu Doubrava a 1,07 pmol/g
prolinuv sadu Silov) ukazuji, Ze stromy v sadech nemusely byt vyrazné stresované i kdyz jsem
vzorky odebirala v pritbéhu sussi sezony oproti dlouhodobému normélu.

I presto ze u biochemické analyzy fyziologickych parametri nebyl prokazéan rozdil mezi
sady, analyza vegetacnich indexi odvozenych z reflektance ukazala u vétSiny indext
korelujicich s obsahem chlorofylu statisticky vyznamny rozdil mezi sady. Stejné tak i nékteré
fluorescenéni parametry prokézaly statisticky vyznamny rozdil mezi sady. To znamena, Ze je
ve vegetaCnich indexech a fluorescen¢nich parametrech zakomponovano vice informaci
o0 fyziologickém stavu jehlic nez jen informace o samotném obsahu pigmentt ¢i stavu
fotosystému II. Podobny jev zaznamenal i Cavender-Bares et al. (2016), ktery se snazil
charakterizovat blizce ptibuzné druhy dubu a jednotlivé populace v ramci druhu dubu Quercus
oleoides pomoci odrazivosti listu. V této studii zjistili, Ze pro charakteristiku stejného druhu
stromu 1 stejné populace stromu je piesnéjsi pouzit celé spektrum odrazeného zareni, nez pouze
jeho ¢asti a vegetacni indexy, praveé proto, ze celé spektrum odrazeného zafeni mé diky vyssi
dimenzionalité dat lepsi vypoveédni hodnotu o fyziologickych i chemickych parametrech listovi.

Hodnota indexu TCARI/OSAVI se se zvySujicim mnozstvim chlorofylu snizuje
(Haboudane et al. 2002). Hodnota indexu REIP se se zvySujicim mnozstvim chlorofylu
Vv jehlicich zvySuje (Guyot a Baret, 1988), stejn¢ tak hodnota indexu Datt99 (Datt, 1999),
Macc01 (Maccioni et al. 2001), NDVIre (Gitelson a Merzlyak, 1994), ROSAVI (Wu et al.,
2008) a ZM (Zarco-Tejada et al., 2001). Vysledky vSech vegetacnich indext, u kterych byl
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prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi sady (TCARI/OSAVI, Datt99, MaccO1, NDVlre,
REIP, ROSAVI a ZM) ukazuji na vys$i mnozstvi chlorofylu v semenném sadu Silov. Tyto
vysledky podporuji teorii, Ze i kdyz stromy nebyly ani v jednom sadu stresované, reaguji na
mensi dostupnost Zivin a vody v semenném sadu Doubrava zménou hodnoty vegetacnich
indexti vazanych na obsah chlorofylu. Protoze vegetaéni indexy popisujici stav vody v listu (WI
a NDWI) se mezi sady neméni, miizeme ptredpokladat, Ze rozdily mezi sady, na které stromy
pomoci vegetacnich indexti popisujicich mnozstvi chlorofylu reaguji, se tykaji spise rozdilného
mnozstvi zivin v piidach semennych sadli nez v rtizné schopnosti zadrzovat vodu padou.

Fluorescen¢ni parametr Plags popisuje celkovou ucinnost PSII od absorpce fotonu
svétlosbérnou anténou po redukci Qg, a fluorescenéni parametr PlroTaL popisuje celkovou
ucinnost pro cely elektrontransportni feté¢zec (az k PSI akceptorim elektront) (Stirbet
a Govindjee, 2011). To, Ze byly tyto parametry niz§i v semenném sadu Doubrava, nez
v semenném sadu Silov, pravdépodobné ukazuje na niZsi efektivitu primarni fotosyntézy
stromi v semenném sadu Doubrava nez v semenném sadu Silov. Fluorescencni parametry Mo,
ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC souvisi piedev§im se schopnosti PSII a jeho svétlosbérnych antén
zachytit excitony a iniciovat pocatecni pienos elektronti v reakénim centru PSII a parametry
oo, DIo/RC souvisi se schopnosti zbavit se piebytecné excita¢ni energie disipaci ve formé tepla
(Stirbet a Govindjee, 2011). Tyto dva parametry jsou Vv sadu Doubrava vyss$i. Parametr yrc
ukazuje pravdépodobnost, ze molekula chlorofylu v PSII funguje jako reak¢ni centrum (Stirbet
a Govindjee, 2011). Tento parametr byl v sadu Doubrava niz8i. Pfi spojeni téchto informaci
dohromady muizeme fici, Ze stromy v sadu Doubrava maji pravdépodobné vétsi svétlosbérné
antény nez stromy v semenném sadu Silov, ale maji méné funkénich reakénich center, a proto
musi také vice piijaté svételné energie disipovat ve forme tepla. Tyto informace opét nahrévaji
tvrzeni, Ze maji stromy vsemenném sadu Doubrava pravdépodobné méné efektivni
fotosynteticky aparat.

V reakci na nedostatek zivin v padé (Cheng et al., 2000; Xue et al., 2013) a stresu
suchem (Manes et al., 2001) se v piedeslych pracich snizoval fluorescenéni parametr Fv/Fm.
Tento parametr (v experimentalni ¢asti prace oznacen jako ¢pro) je niz§i u semenného sadu
Doubrava. Dalo by se tedy fici, Ze to je v reakci na niz§i mnoZzstvi zivin v pid¢ a na vyssi stres
z nedostatku vody v sadu Doubrava. Ptesto absolutni hodnoty parametru Fv/Fm (vyssi nez 0,8)
ukazuji, ze studované stromy nebyly stresované. Ve studii Manes et al. (2001) zamétené na
reakci borovice halepské (Pinus halepensis) na nedostatek vody, mély nestresované kontrolni
rostliny hodnotu parametru Fv/Fm shodnou s hodnotami borovic u obou mnou studovanych

sadu (okolo 0,8). U borovic stresovanych suchem v této studii klesla hodnota Fv/Fm témét az
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k 0,4. Stejné tak u jabloné (Malus sylvestris L.) se hodnota Fv/Fm pohybovala okolo 0,85 a az
pfi velmi nizkych koncentracich dusiku v listech hodnota klesla pod 0,75 (Cheng et al., 2000).
Ptestoze vétSina praci zabyvajicich se vlivem stresu na fluorescenci chlorofylu a vyuziva praveé
parametr Fv/Fm, pii Slechténi borovic lesnich bohuzel vhodny neni, protoze se u ného
neprokézala statisticky vyznamna dédivost (Cepl et al., 2016).

Dal8imi studovanymi fluorescen¢nimi parametry se ve spojeni se stresem uz tolik praci
nezabyva. Parametr ETo/RC a ABS/RC byl vyssi v semenném sadu Doubrava. U borovice
halepské se pii stresovani suchem zvySovala hodnota parametru ABS/RC a ETo/RC (Manes et
al., 2001). Diky tomu mtzeme predpokladat, Ze i tyto fluorescencni parametry reagovaly na
sniZzenou dostupnost Zivin a vody v pudé semenného sadu Doubrava. Parametr ETo/RC se pfi
stresovani suchem se pfi vySe zminéné studii zvysil z hodnoty 1,6 az na hodnotu 2,0 a parametr
ABS/RC se pfi stresovani suchem zvysil z hodnoty 2,5 na hodnotu 5. Hodnota parametru
ABS/RC byla naméfena v sadu Doubrava 2,4 a vsadu Silov 2,2, hodnota ETo/RC byla
naméiena v sadu Doubrava 1,04 a v sadu Silov 0,997. Tyty hodnoty naznacuji, ze i ptes rozdil
hodnot parametri mezi sady, stromy v semennych sadech Doubrava a Silov nebyly ve stresu
(Manes et al., 2001).

U parametru TRo/RC jsem bohuzel nenalezla praci zabyvajici se stresem z nedostatku
vody nebo mineralnich zivin. Pfi zimnich teplotach se ovsem parametr TRo/RC lehce snizi
u borovice limba (Pinus cembra) a borovice kle¢ (Pinus mugo) (Lehner a Lutz, 2002). Parametr
TRo/RC se ukazal nizs$i v semenném sadu Silov. I pfesto jsou hodnoty parametru TRo/RC
v obou sadech (1,8 pro sad Silov a 1,9 pro sad Doubrava) srovnatelné s kontrolami v jinych
studiich a poukazuji na nestresové podminky. Naptiklad pramér hodnot pro parametr TRo/RC
pro borovici lesni ve studii Cepla et al. (2016) je 2,22.

Hodnoty fluorescenénich parametrii opét ukazuji, Ze borovice nebyly ve stresu. Je to
jednak v souladu s logikou zakladani semennych sadu (které by nemély byt zalozeny na vyrazné
stresovaném mist¢) a zaroven to mize byt dané tim, ze je borovice lesni odolny druh, ktery se
dokaze ptizpusobit Siroké Skale prostiedi. V praci Pollastriny et al. (2013) studovali kompetici
riznych druhti stromt, bfizy bélokoré (Betula pendula), olse lepkavé (Alnus glutinosa), smrku
ztepilého (Picea abies), modiinu sibifského (Larix sibirica) a borovice lesni (Pinus sylvestris),
pomoci fluorescen¢nich parametrti (mezi nimi i Fv/Fm @ PlroTaL). Borovice lesni méla mezi
druhy stromti takové hodnoty fluorescencnich parametrli, které ukazovaly na nejvyssi

schopnost kompetice.

78



5.3.3 Vysledky druhého cile

Cilem této casti prace bylo, porovnat variabilitu u stejného a raznych genotypt
v semennych sadech Doubrava a Silov.

To, ze jsou genotypy borovice variabilni v reakci na ur€ité stresové prostredi, bylo jiz
prokazano v nékolika studiich a vyuziva se pro vybér odolnych jedinct proti danému stresu
(napiiklad Xue et al., 2013; De Diego et al., 2015). Variabilitou fyziologickych parametri
ruznych genotypti za podminek, které nejsou pro rostliny stresové, se zatim moc praci
nezabyvalo (Cepl et al., 2016).

To, Ze byl u nékterych fyziologickych parametri prokdzan nizsi rozptyl u stejnych
genotypl, nez u ruznych genotypi dokazuje, Ze v téchto parametrech existuje skute¢né
geneticky podminéna variabilita mezi genotypy, kterd se projevuje i v podminkach, které
nejsou pro stromy stresoveé.

Zajimavy je fakt, ze v semenném sadu Doubrava se statisticky vyznamné lisil rozptyl
mezi rozdilnymi a stejnymi genotypy u 24 sledovanych fyziologickych parametrii, zatimco
u semenného sadu Silov se statisticky vyznamné liSil rozptyl mezi rozdilnymi a stejnymi
genotypy pouze u 8 sledovanych fyziologickych parametrii. Citlivéjsi na tento jev se zdaji byt
metody reflektance a fluorescence, u kterych byl vétsi rozdil v prokazanych rozdilech rozptyld
mezi Doubravou a Silovem, nez u pouZitych biochemickych metod. U fluorescencnich
parametril se dokonce v semenném sadu Doubrava statisticky vyznamné liSil rozptyl mezi
rozdilnymi a stejnymi genotypy u dvou tietin sledovanych fluorescencnich parametri, na rozdil
od sadu Silov, kde se vyznamné liSily rozptyly pouze u Ctyt parametrii. VEtsi citlivost téchto
metod miize byt ddna divodem probranym v diskusi prvniho cile préce.

To, ze bylo v semenném sadu Doubrava zjiSténo vice rozdila v rozptylu fyziologickych
parametrii mezi stejnymi a riznymi genotypy, miize mit nékolik vysvétleni. Prvni moznosti je,
niz8i dostupnost vody a je chudsi na Ziviny, a tim se vice projevuje jejich individualita, nez
Vv prostiedi semenného sadu Silov. ProtoZe byl jako ,,stejny genotyp* zastoupeny vice rametami
zvolen jiny genotyp pro kazdy semenny sad, druhou moZnosti mize byt individudlni projev
»stejného genotypu®. Tedy ze ,,stejny genotyp* vybrany pro sad Doubrava se chova vice
individualisticky nez ,,stejny genotyp* vybrany pro sad Silov. Tato druhd moZnost je neméné
zajimava, nebot’ ukazuje, Ze se genotypy nelisi pouze v hodnotach parametrt ale i mirou své

individuality (kolik studovanych parametri ma sviyj specificky projev). Protoze jsou obecné
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rozptyly hodnot u stejnych a riznych genotypii vyssi v semenném sadu Silov, neZ v semenném
sadu Doubrava, nejpravdépodobnéjsi je posledni moznost, tedy Ze je tato situace dana v sadu
Silov vétsi variabilitou podminek, nez v sadu Doubrava.

V¢étsi variabilita podminek v semenném sadu Silov mtize mit dvé pticiny. Prvni je déna
tim, Ze je semenny sad poloZen ve svahu, v jehoz spodni ¢asti se nachazi mrazova kotlina. Tato
mrazova kotlina vytvaii v sadu Silov gradient teploty (s nejnizsi teplotou ve spodni ¢asti svahu),
ktery naptiklad ovliviiuje fenologii kveteni (Kandk, 2011). Pfi porovnani mezi v§emi osmnacti
stromy stejného genotypu nachazejicimi se v rozsahu celého sadu Silov a Sesti stromy stejného
genotypu nachézejiciho se pouze ve spodni ¢asti sadu, ovSem nebyl prokazan rozdil mezi
rozptyly fyziologickych parametri. Dal$i moznosti mize byt vétsi variabilita v mnozstvi zivin
Vv pudé v ramci sadu Silov (tim, Ze je sad ve svahu, mohou byt ziviny splavovany do dolni ¢asti
sadu). Rozptyly u naméfenych hodnot mnozstvi zivin se ov§em zdaji byt stejné velké nebo nizsi
v sadu Silov nez v sadu Doubrava. Ani jedna z moznosti tedy nejde s jistotou prokazat.

V disledku kompromisu v poctech vybranych genotypi (byly vybrany takové
genotypy, aby byly matefské stromlim v testovacich vysadbach, na kterych se testovala
dédivost fluorescenénich parametrii (Cepl et al., 2016)) se nevybral dostateény pocet ramet, aby
se mezi sebou mohly porovndvat jednotlivé genotypy. Kdybych mohla porovnat hodnoty
fyziologickych parametrti u jednotlivych genotypti, mohla bych Iépe urcit, pro¢ bylo
v semenném sadu Doubrava zjisténo vice rozdild v rozptylu mezi stejnymi a riznymi genotypy.
Kdyby to bylo dano pfedpokladanou nizsi dostupnosti vody a Zivin v sadu Doubrava, méla by
mit vét§i rozdily v rozptylu mezi stejnymi a riznymi genotypy v sadu Doubrava vétSina
genotypt. Kdyby to bylo dano individualni reakci genotypu, pfi otestovani stejnych genotypti
v obou sadech, by se tento jev nemél objevit. A pokud by to bylo dano vétsi variabilitou
podminek v semenném sadu Silov méla by mit vétSina genotypu vétsi rozdily v rozptylu mezi
stejnymi a riznymi genotypy v sadu Doubrava a zaroven vétsi rozptyly u stejnych a riznych

genotypu v sadu Silov, nez v sadu Doubrava.

5.4 Prinos prace

Velky vyznam ma jednak Slechténi lesnich dfevin pro lesnické parametry, které
postihuji a zvySuji kvalitu a vynosnost dfeva, ale i Slechténi pro parametry fyziologické, které
monitoruji rezistenci stroml proti biotickému a abiotickému stresu a které maji vyznam

ptedevsim v probihajicich klimatickych zménach.
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U $lechténi stromt doslo v posledni dob¢ k vyraznému posunu, piedevsim diky novym
metoddm vyuzivajicim molekuldrni genetiku a pokrocilé statistické metody (Lstibarek et al.,
2015). Spojeni téchto metod s metodami, které odhaduji fyziologicky stav stromu, je logicky
krok, ktery vede k lepSimu zmapovani fenotypt stromt v semennych sadech a k presnéjSimu
vybéru elitnich jedinct (Fioranni a Schur, 2013).

Tim, ze byl prokdzan u nékterych fyziologickych parametrti rozdil mezi stejnymi
artiznymi genotypy, se ukdzalo, Ze maji stromy v téchto parametrech geneticky vézanou
variabilitu. Variabilita v ur¢itém fenotypovém znaku je zakladem pro to, aby mohly byt stromy
na dany znak selektovany, a je tedy zédkladem Slechténi (Kanak, 2011). Dulezité je, ze borovice
ukazaly geneticky vazanou variabilitu u nékterych fyziologickych parametri za nestresovych
podminek. Je znamé, ze genotypy rostlin projevi variabilitu v mnozstvi nespecifickych
indikatort stresu za podminek, které jsou pro né stresové napft. pti vybéru rezistentnich odrad
pomoci navozeni suchych podminek (De Diego et al., 2015) nebo vysokych teplot (Bala et al.
2015). Semenné sady se ovSem obvykle nachazeji v nestresovych podminkach, jak bylo
dokazano i zde u semenného sadu Doubrava a Silov. Proto je potfeba vybrat parametry, které
jsou citlivé 1 na malé zmény fyziologického stavu borovic a dokazi odhalit variabilitu ve znaku
1 za podminek, které nejsou pro stromy stresové. Jako idedlni se k témto uceliim jevi metody
meéfeni odrazivosti listu a fluorescence, které zachytily rozdily ve slozeni pidy mezi semennymi
sady, na které metody biochemické analyzy nebyly citlivé. Téméf polovina vegetac¢nich indexti
a dvé tretiny fluorescencnich parametri mély niz$i rozptyl u stejnych genotypid nez
u rozdilnych, tim poukdzaly na moZnou variabilitu borovic v téchto parametrech, a tedy
moznost Slechténi na tyto fenotypové znaky. Vyhoda metod méfeni reflektance a fluorescence
neni pouze v jejich citlivosti, ale také v tom, Ze to jsou metody neinvazivni, asoveé nenarocné,
obsdhnou mnoho informaci o dané rostliné, ale také jdou pouZit ve vétsim méfitku v dalkovém
pruzkumu Zemé, jak méteni odrazivosti (Ustin et al, 2009) tak i méteni fluorescence (Zarco-
Tejada et al., 2016). I kdyz nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi sady, velky
rozdil mezi rozptyly u stejnych a rtznych genotypti mélo i mnozstvi fenolickych latek
Vv jehlicich a déle také mnoZzstvi prolinu, celuléozy a pomér karotenoidii a chlorofylu. Tyto
fyziologické parametry tedy povazuji za nejvhodnéjsi z parametrii zjisténych biochemickou
analyzou, pouZzitelnych pfii Slechténi.

Dalsi dilezitou vlastnosti fenotypového znaku, aby byl pouzitelny pro Slechténi, je
kromé variability také dédivost. Aby byl dany fyziologicky parametr pouZzitelny pii Slechténi,
je tedy potieba prokézat, jestli se dany parametr piendsi z rodi¢e na potomka. Pro vétSinu zde

zkoumanych fluorescenénich parametrii byla zjisténa statisticky vyznamna dédivost (Cepl et
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al., 2016). Dalsim cilem by mohlo byt otestovani dédivosti u vegetacnich indexi a né¢kterych
fyziologickych parametrii zjisténych biochemicky, které ukazaly moznou variabilitu mezi
genotypy (naptiklad mnozstvi fenolickych latek). Zajimavé by také mohlo byt porovnani
fyziologickych parametrii mezi genotypy a vybrani jedinct, ktefi by mohli byt vice odolni proti

uréitému stresu.
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6 Zavéry

6.1 Cill a hypotéza 1:

Cil 1: Porovnat fyziologické parametry u souboru jedincii se stejnym genotypem ve dvou

prostiedich s riznymi ptidnimi podminkami v semennych sadech Doubrava a Silov.

U 7 z13 zkoumanych vegetacnich indexi a 10 z21 zkoumanych fluorescencnich
parametru se projevila reakce na rozdilnou dostupnost zivin mezi semennymi sady Doubrava
a Silov. Fyziologické parametry reagovaly na niz§i dostupnost zivin v semenném sadu
Doubrava, coz bylo v souladu s uskute¢nénym rozborem pudy. Protoze se semenné sady
nenachazi ve stresovém prostiedi, fyziologické parametry métfené biochemickou analyzou
nereagovaly na rozdily mezi prostfedimi. Nékteré vegetacni indexy a fluorescencni parametry
na odlisné prostiedi reagovaly, ukazaly se byt tedy citlivéj$im indikatorem pro rtizné prostiedi.
Tento fakt je dilezity z toho hlediska, Ze Slechténi borovic lesnich neprobiha ve stresovém
prostiedi, a je tedy potieba vybrat indikator, ktery dokaze rozdélit jednotlivé stromy podle jejich
zdatnosti a odolnosti proti stresu, aniz by byly vyraznému stresu vystaveny. Protoze metoda
meéfeni odrazivosti a fluorescence reaguje 1 na citlivé zmény, které v jehlicich stromt probihaji,

jsou na to tyto metody vhodnéjsi nez metody biochemické.

Hypotéza 1: U stromd v semenném sadu Doubrava se projevi zména sledovanych
fyziologickych parametri reagujici na nizsi dostupnost Zivin (zejména dusiku a hot¢iku) oproti

stromum ze semenného sadu Silov.

Hypotézu 1 jsem potvrdila.
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6.2 Cil 2 a hypotéza 2:

Cil 2: Porovnat, jak se lisi mira variability fyziologickych parametra u riznych genotypt stromt

se stromy stejného genotypu v semennych sadech Doubrava a Silov.

U poméru karotenoidd a chlorofylu (Kar/Chl), mnozstvi fenolickych latek, celulozy
aprolinu v jehlicich, u 6 z 13 zkoumanych vegetacnich indexti a 14 z21 zkoumanych
fluorescencnich parametri jsem potvrdila, Ze maji nizsi rozptyl hodnot u stromil stejnych
genotypi nez u skupiny stromu riznych genotypt. Tento fakt dokazal, ze v téchto parametrech
existuje geneticky podminénd variabilita, ktera je zdkladem pro Slechténi rostlin. Citlivéjsi na
rozdil mezi rozptyly se opét ukdzaly metody méteni fluorescence a odrazivosti a opét tim
ukazuji, Ze jsou vhodné&jsi pro Slechténi borovic v semennych sadech nez metody biochemické
analyzy. Zajimavé bylo zjisténi, Ze genotypy v semenném sadu Silov maji vétsi rozptyl hodnot
fyziologickych parametrii nez genotypy v semenném sadu Doubrava. Pravdépodobné je to tim,
ze genotypy v sadu Silov reaguji prostiedi, které je vice variabilni nez v sadu Doubrava. Tento

jev dokazuje, jak dilezité je do Slechténi zahrnout 1 interakce genotypl s prostiedim.

Hypotéza 2: Stromy stejného genotypu budou mit na daném stanovisti niz$i variabilitu ve

sledovanych fyziologickych parametrech nez skupina stromu s riznymi genotypy.

Tuto hypotézu jsem také potvrdila.

84



7 Seznam literatury

Ashraf, M., and Foolad, M.R. (2007). Roles of glycine betaine and proline in improving plant
abiotic stress resistance. Environmental and Experimental Botany 59, 206-216.

Atwell, B.J., Henery, M.L., and Whitehead, D. (2003). Sapwood development in Pinus radiata
trees grown for three years at ambient and elevated carbon dioxide partial pressures. Tree
Physiol. 23, 13-21.

Bala, S., Asthir, B., and Bains, N.S. (2016). Activities of cell wall peroxidases in relation to
lignification in six wheat (Triticum aestivum L.) genotypes under heat and drought stress.
Journal of Environmental Biology 37, 437-442.

Bates, L.S., Waldren, R.P., and Teare, 1.D. Rapid determination of free proline for water-stress
studies. Plant Soil 39, 205-207.

Bennett, R.N., and Wallsgrove, R.M. (1994). Tansley Review No. 72. Secondary Metabolites
in Plant Defence Mechanisms. The New Phytologist 127, 617—633.

Blackburn, G.A. (1998). Quantifying Chlorophylls and Caroteniods at Leaf and Canopy Scales:
An Evaluation of Some Hyperspectral Approaches. ResearchGate 66, 273-285.

Blodgett, J.T., and Stanosz, G.R. (1998). Monoterpene and Phenolic Compound Concentrations
in Water-Stressed Red Pine Inoculated with Sphaeropsis sapinea. Phytopathology 88, 245-251.

Blodgett, J.T., Herms, D.A., and Bonello, P. (2005). Effects of fertilization on red pine defense
chemistry and resistance to Sphaeropsis sapinea. Forest Ecology and Management 208, 373—
382.

Boerjan, W., Ralph, J., and Baucher, M. (2003). Lignin biosynthesis. Annu Rev Plant Biol 54,
519-546.

Cavender-Bares, J., Meireles, J.E., Couture, J.J., Kaproth, M.A., Kingdon, C.C., Singh, A.,
Serbin, S.P., Center, A., Zuniga, E., Pilz, G., et al. (2016a. Associations of Leaf Spectra with
Genetic and Phylogenetic Variation in Oaks: Prospects for Remote Detection of Biodiversity.
Remote Sensing 8, 221.

Cepl, J., Hola, D., Stejskal, J., Korecky, J., Kocovd, M., Lhotdkova, Z., Tomaskova, 1.,
Palovskd, M., Rothova, O., Whetten, R.W., et al. (2016). Genetic variability and heritability of
chlorophyll a fluorescence parameters in Scots pine (Pinus sylvestris L.). Tree Physiol. 36, 883—
895.

Cheng, L., Fuchigami, L.H., and Breen, P.J. (2000). Light Absorption and Partitioning in
Relation to Nitrogen Content in "Fuji’ Apple Leaves. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 125, 581-587.

Costanza, R., d’Arge, R., Groot, R. de, Farber, S., Grasso, M., Hannon, B., Limburg, K.,
Naeem, S., O’Neill, R.V., Paruelo, J., et al. (1997). The value of the world’s ecosystem services
and natural capital. Nature 387, 253-260.

Critchfield, W.B., and Little, E.L., Jr., (1966). Geographic distribution of the pines of the world:
U.S. Department of Agriculture Miscellaneous Publication 991, 1-97.

85



Curtiss, B., and Ustin, S.L. (1989). Parameters Affecting Reflectance Of Coniferous Forests In
The Region Of Chlorophyll Pigment Absorption. In Geoscience and Remote Sensing
Symposium, 1989. IGARSS’89. 12th Canadian Symposium on Remote Sensing., 1989
International, pp. 2633-2636.

Datt, B. (1999). Visible/near infrared reflectance and chlorophyll content in Eucalyptus leaves.
International Journal of Remote Sensing 20, 2741-27509.

De Diego, N., Saiz-Fernandez, 1., Rodriguez, J.L., Pérez-Alfocea, P., Sampedro, M.C., Barrio,
R.J., Lacuesta, M., and Moncalean, P. (2015). Metabolites and hormones are involved in the
intraspecific variability of drought hardening in radiata pine. J. Plant Physiol. 188, 64-71.

Deligoz, A., and Gur, M. (2015). Morphological, physiological and biochemical responses to
drought stress of Stone pine (Pinus pinea L.) seedlings. ResearchGate 37.

Demmig-Adams, B., and Adams, W.W. (1996a). The role of xanthophyll cycle carotenoids in
the protection of photosynthesis. Trends in Plant Science 1, 21-26.

Demmig-Adams, B., and Adams, W.W. (1996Db). The role of xanthophyll cycle carotenoids in
the protection of photosynthesis. Trends in Plant Science 1, 21-26.

Ditmarova, L., Kurjak, D., Palmroth, S., Kmet, J., and Stielcova, K. (2010). Physiological
responses of Norway spruce (Picea abies) seedlings to drought stress. Tree Physiol 30, 205-
213.

Entry, J.A., Runion, G.B., Prior, S.A., Mitchell, R.J., and Rogers, H.H. Influence of CO2
enrichment and nitrogen fertilization on tissue chemistry and carbon allocation in longleaf pine
seedlings. Plant and Soil 200, 3-11.

Ernst, W.H.O., and Peterson, P.J. (1994). The role of biomarkers in environmental assessment
(4). Terrestrial plants. Ecotoxicology 3, 180-192.

Escandén, M., Canal, M.J., Pascual, J., Pinto, G., Correia, B., Amaral, J., and Meijon, M.
(2016). Integrated physiological and hormonal profile of heat-induced thermotolerance in Pinus
radiata. Tree Physiol tpv127.

Feild, T.S., Lee, D.W., and Holbrook, N.M. (2001). Why Leaves Turn Red in Autumn. The
Role of Anthocyanins in Senescing Leaves of Red-Osier Dogwood. Plant Physiol. 127, 566—
574.

Fiorani, F., and Schurr, U. (2013). FutureScenariosfor Plant Phenotyping. AnnualReviewof
Plant Biology 64, 267-291.

Franklin, E.G. (1970).Surveyof mutant forms and inbreedingdepression in species
ofthefamilyPinaceae.ForestServiceResearchPaper61.

Gamon, J.A., Pefiuelas, J., and Field, C.B. (1992). A narrow-waveband spectral index that
tracks diurnal changes in photosynthetic efficiency. Remote Sensing of Environment 41, 35—
44

86



Gamon, J.A., Serrano, L., and Surfus, J.S (1997). The photochemical reflectance index: an
optical indicator of photosynthetic radiation use efficiency across species, functional types, and
nutrient levels. Oecologia 112, 492-501.

Gamon, J.A., and Surfus, J.S. (1999). Assessing leaf pigment content and activity with a
reflectometer. New Phytologist 143, 105-117.

Gao, B. (1996). NDWI—A normalized difference water index for remote sensing of vegetation
liquid water from space. Remote Sensing of Environment 58, 257—266.

Gao, D., Gao, Q., Xu, H.-Y., Ma, F., Zhao, C.-M., and Liu, J.-Q. (2009). Physiological
responses to gradual drought stress in the diploid hybrid Pinus densata and its two parental
species. Trees 23, 717.

Gates, D.M., Keegan, H.J., Schleter, J.C., and Weidner, V.R. (1965). Spectral Properties of
Plants. Appl. Opt., AO 4, 11-20.

Gitelson, A., and Merzlyak, M.N. (1994). Quantitative estimation of chlorophyll-a using
reflectance spectra: Experiments with autumn chestnut and maple leaves. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology 22, 247-252.

Gitelson, A.A., Gritz T, Y., and Merzlyak, M.N. (2003). Relationships between leaf chlorophyll
content and spectral reflectance and algorithms for non-destructive chlorophyll assessment in
higher plant leaves. Journal of Plant Physiology 160, 271-282.

Gitelson, A.A., Keydan, G.P., and Merzlyak, M.N. (2006). Three-band model for noninvasive
estimation of chlorophyll, carotenoids, and anthocyanin contents in higher plant leaves.
Geophys. Res. Lett. 33, L11402.

Glynn, C., Ronnberg-Wistljung, A.-C., Julkunen-Tiitto, R., and Weih, M. (2004). Willow
genotype, but not drought treatment, affects foliar phenolic concentrations and leaf-beetle
resistance. Entomologia Experimentalis et Applicata 113, 1-14.

Guyot, G., Baret, F., (1988). Utilisation de la Haute Resolution Spectrale Pour Suivre I’etat des
Couverts Vegetaux. Proceedings, 4th international colloquium *‘spectral signatures of objects
in remote sensing. ESA Publication, SP-287, Paris, 279-286.

Héberle, K., Nunn, A.J., Reiter, LM., Werner, H., Heller, W., Bahnweg, G., Gayler, S., Liitz,
C., and Matyssek, R. (2009). Variation of defence-related metabolites in the foliage of adult
beech and spruce: a conceptual approach to approximating traded-off carbon. European Journal
of Forest Research 128, 99-108.

Haboudane, D., Miller, J.R., Tremblay, N., Zarco-Tejada, P.J., and Dextraze, L. (2002).
Integrated narrow-band vegetation indices for prediction of crop chlorophyll content for
application to precision agriculture. Remote Sensing of Environment 81, 416-426.

Havaux, M. (1995). Temperature Sensitivity of the Photochemical Function of Photosynthesis
in Potato (Solanum tuberosum) and a Cultivated Andean Hybrid (Solanum X juzepczukii).
Journal of Plant Physiology 146, 47-53.

Hawkins, B.J., and Stoehr, M. (2009). Growth, phenology, and cold hardiness of 32 Douglas-
fir full-sib families. Can. J. For. Res. 39, 1821-1834.

87



Hernandez-Clemente, R., Navarro-Cerrillo, R.M., Suarez, L., Morales, F., and Zarco-Tejada,
P.J. (2011). Assessing structural effects on PRI for stress detection in conifer forests.
ResearchGate 115, 2360-2375.

Hong, Z., Lakkineni, K., Zhang, Z., and Verma, D.P. (2000). Removal of feedback inhibition
of delta(1)-pyrroline-5-carboxylate synthetase results in increased proline accumulation and
protection of plants from osmotic stress. Plant Physiol. 122, 1129-1136.

Jain, N., Singh, G.P., Singh, P.K., Ramya, P., Krishna, H., Ramya, K.T., Todkar, L.,
Amasiddha, B., Kumar, K.C.P., Vijay, P., et al. (2014). Molecular approaches for wheat
improvement under drought and heat stress. ResearchGate 74, 578.

Kanak, K. (1982). Zhodnoceni proveniencnich ploch borovice lesni v CSR. (Etapa
03 vyzk. tkolu Slechténi a introdukce lesnich dfevin, dil¢i kol 01: Provenienc¢ni
vyzkum a $lechténi rodu Pinus.) - VULHM lJiloviste - Strnady, 52 s.

Kanak, J. (2008). Metodika zakladani semennych sadi: recenzovana metodika. Lesnicky
pravodce. Vyzkumny ustav lesniho hospodafstvi a myslivosti, Strnady, 24 s.

Kanak, J., Klapste, J., Lstibarek, M. (2009). Uvodni genetické hodnoceni semennych
sadt borovice lesni v zapadich Cechach (InitialEvaluationofSeedOrchardsofScots Pine in the
Western Czech Republic). Zpravylesnického vyzkumu (ReportsofForestryResearch), 189-204.

Kanak, J. (2011). Navrh Slechtitelskych postupii pro borovici lesni v zdpadnich a jiZnich
Cechach. Diserta¢ni prace. Ceska zemédélska univerzita v Praze. Fakulta lesnicka a dievaiska.
148 s.

Kareolewki, P., and Giertych, M.J. (1995). Change in the level of phenols during needle
development in Scots-pine populations in a control and polluted environment. ResearchGate
25, 297-306.

Kautsky, H. and Hirsch, A. (1931). Neue Versuche zur Kohlensaure assimilation,
Naturwissenschaften 19, 964

Kilpeldinen, A., Peltola, H., Ryyppd, A., Sauvala, K., Laitinen, K., and Kellomiki, S. (2003).
Wood properties of Scots pines (Pinus sylvestris) grown at elevated temperature and carbon
dioxide concentration. Tree Physiol. 23, 889-897.

Kokaly, R.F., and Clark, R.N. (1999). Spectroscopic Determination of Leaf Biochemistry Using
Band-Depth Analysis of Absorption Features and Stepwise Multiple Linear Regression.
Remote Sensing of Environment 67, 267-287.

Korecky, J., (2012). Establishment of the second-generation seed orchards of Scots pine. Ph.D.
Thesis. Ceska zemédélska univerzita v Praze. Fakulta lesnicka a dievaiské
Katedra dendrologie a Slechténi lesnich dievin. 128 s.

Kostiainen, K., Kaakinen, S., Saranpid, P., Sigurdsson, B.D., Linder, S., and Vapaavuori, E.
(2004). Effect of elevated [CO2] on stem wood properties of mature Norway spruce grown at
different soil nutrient availability. Global Change Biology 10, 1526-1538.

88



Lange, B.M., Lapierre, C., and Jr, H.S. (1995). Elicitor-Induced Spruce Stress Lignin
(Structural Similarity to Early Developmental Lignins). Plant Physiol. 108, 1277-1287.

Laracine-Pittet, C., and Lebreton, P. (1988). Flavonoid variability within Pinus sylvestris.
ResearchGate 27, 2663-2666.

LCR, (2016). Lesy Ceské republiky. Oficidlni webova stranka. Dostupné online:
<http://www.lesycr.cz >.

Lee, B.-R., Kim, K.-Y., Jung, W.-J., Avice, J.-C., Ourry, A., and Kim, T.-H. (2007).
Peroxidases and lignification in relation to the intensity of water-deficit stress in white clover
(Trifolium repens L.). J. Exp. Bot. 58, 1271-1279.

Lehner, G., and Liitz, C. (2003). Photosynthetic functions of cembran pines and dwarf pines
during winter at timberline as regulated by different temperatures, snowcover and light. Journal
of Plant Physiology 160, 153-166.

Lhotakova, Z. a Albrechtova, J. (2016). Nespecifické indikatory fyziologického stavu listovi:
laboratorni biochemické analyzy. In: Albrechtova, J., Kupkova, L. a Campbell, P. (eds.).
Hodnoceni stavu smrkovych porosti. Pfipadové studie sledovani vyvoje fyziologického stavu
smrkovych porostt v Krusnych horach v letech 1998 — 2013. Nakladatelstvi Ceské geografické
spolecnosti, Praha, s. 146 — 164.

Li, J., Ren, Z., and Zhou, Z. (2006). Ecosystem services and their values: a case study in the
Qinba mountains of China. Ecol Res 21, 597-604.

Li, Z.-H., Wang, Q., Ruan, X., Pan, C.-D., and Jiang, D.-A. (2010). Phenolics and plant
allelopathy. Molecules 15, 8933-8952.

Loader, N.J., Robertson, 1., Barker, A.C., Switsur, V.R., and Waterhouse, J.S. (1997). An
improved technique for the batch processing of small wholewood samples to a-cellulose.
Chemical Geology 136, 313-317.

Lstiburek, M., Hodge, G.R., and Lachout, P. (2015). Uncovering genetic information from
commercial forest plantations—making up for lost time using “Breeding without Breeding.”
Tree Genetics & Genomes 11, 55.

Maccioni, A., Agati, G., and Mazzinghi, P. (2001). New vegetation indices for remote
measurement of chlorophylls based on leaf directional reflectance spectra. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology 61, 52—61.

Madritch, M.D., Kingdon, C.C., Singh, A., Mock, K.E., Lindroth, R.L., and Townsend, P.A.
(2014). Imaging spectroscopy links aspen genotype with below-ground processes at landscape
scales. Philosophical Transactions of the Royal Society of London B: Biological Sciences 369,
20130194.

Manes, F., Donato, E., and Vitale, M. (2001). Physiological response of Pinus halepensis
needles under ozone and water stress conditions. Physiol Plant 113, 249-257.

Mapy.cz (2016) Mapova aplikace spolecnosti seznam.cz

Marshall, J.D., Rehfeldt, G.E., and Monserud, R.A. (2001). Family differences in height growth
and photosynthetic traits in three conifers. Tree Physiol 21, 727-734.

89



Matero, J., and Saastamoinen, O. (2007). In search of marginal environmental valuations —
ecosystem services in Finnish forest accounting. Ecological Economics 61, 101-114.

Meggio, F., Zarco-Tejada, P.J., Nufiez, L.C., Sepulcre-Canto, G., Gonzalez, M.R., and Martin,
P. (2010). Grape quality assessment in vineyards affected by iron deficiency chlorosis using
narrow-band physiological remote sensing indices. Remote Sensing of Environment 114,
1968-1986.

Misra, A.N., and Singh, M.M. and R. (2012). Chlorophyll Fluorescence in Plant Biology
(InTech). In Biophysics. A. N. Misra, ed. (InTech), pp. 171 - 192

Morin, X., Viner, D., and Chuine, 1. (2008). Tree species range shifts at a continental scale: new
predictive insights from a process-based model. Journal of Ecology 96, 784—794.

Moura, J.C.M.S., Bonine, C.A.V., de Oliveira Fernandes Viana, J., Dornelas, M.C., and
Mazzafera, P. (2010). Abiotic and biotic stresses and changes in the lignin content and
composition in plants. J Integr Plant Biol 52, 360-376.

Nemeskéri, E., Molnar, K., Vigh, R., Nagy, J., and Dobos, A. (2015). Relationships between
stomatal behaviour, spectral traits and water use and productivity of green peas (Pisum sativum
L.) in dry seasons. Acta Physiol Plant 37, 34.

Ogren, E. (1990). Evaluation of Chlorophyll Fluorescence as a Probe for Drought Stress in
Willow Leaves. Plant Physiol. 93, 1280-1285.

Ollinger, S.V. (2011). Sources of variability in canopy reflectance and the convergent properties
of plants. New Phytologist 189, 375-394.

Pallardy, S.G. (2008). Physiology of woody plants (Burlington: Elsevier Academic Press).

Palovskd M., (2015). Analyza primarnich fotosyntetickych procesti u jehli¢nanti: srovnani
vybranych metod a mozné vyuziti pfi studiu genetické variability. Diplomova prace. Univerzita
Karlova v Praze. Piirodovédecka fakulta. Katedra genetiky a mikrobiologie. 110 s.

Pasqualini, V., Robles, C., Garzino, S., Greff, S., Bousquet-Melou, A., and Bonin, G. (2003).
Phenolic compounds content in Pinus halepensis Mill. needles: a bioindicator of air pollution.
Chemosphere 52, 239-248.

Pavlova, L. (2005). Fyziologie rostlin (Praha: Karolinum).

Penuelas, J., Pinol, J., Ogaya, R., and Filella, I. (1997). Estimation of plant water concentration
by the reflectance Water Index W1 (R900/R970). International Journal of Remote Sensing 18,
2869-2875.

Pollastrini, M., Holland, V., Briiggemann, W., Koricheva, J., Jussila, 1., Scherer-Lorenzen, M.,
Berger, S., and Bussotti, F. (2014). Interactions and competition processes among tree species
in young experimental mixed forests, assessed with chlorophyll fluorescence and leaf
morphology. Plant Biol J 16, 323-331.

Pukacki, P.M., and Kaminska-Rozek, E. (2005). Effect of drought stress on chlorophyll a
fluorescence and electrical admittance of shoots in Norway spruce seedlings. Trees 19, 539—
544,

90



Réisédnen, T., Ryyppo, A., Julkunen-Tiitto, R., and Kellomaki, S. (2008). Effects of elevated
CO2 and temperature on secondary compounds in the needles of Scots pine (Pinus sylvestris
L.). Trees 22, 121-135.

Ranney, T.G., and Peet, M.M. (1994). Heat Tolerance of Five Taxa of Birch (Betula):
Physiological Responses to Supraoptimal Leaf Temperatures. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 119,
243-248.

van Rensburg, L., Kriiger, G.H.J., Eggenberg, P., and Strasser, R.J. (1996). Can screening
criteria for drought resistance in Nicotiana tabacum L. be derived from the polyphasic rise of
the chlorophyll a fluorescence transient (OJIP)? South African Journal of Botany 62, 337-341.

Richardson, A.D., and Berlyn, G.P. (2002). Changes in foliar spectral reflectance and
chlorophyll fluorescence of four temperate species following branch cutting. Tree Physiol 22,
499-506.

Richter, C.M., Kranig, S., and Wild, A. (1995). Contents of free amino acids in needles of
Norway Spruce trees in relation to novel forest decline. Studies on trees from a site in the
northern Black Forest. Environ. Pollut. 87, 303-312.

Robinson, J. P. andHarris, S. A. (1999). Microsatellitemarkers as a toolforthedetection

of intra- and interpopulationalgeneticstructure. in Which DNA MarkerforWhichPurpose?
FinalCompendiumoftheResearch Project Development, optimisation and
validationofmoleculartoolsforassessmentof biodiversity in foresttrees in theEuropean Union,
Research ProgrammeMolecularToolsfor Biodiversity.

Rock, B.N., Hoshizaki, T., and Miller, J.R. (1988). Imaging SpectrometryComparison of in situ
and airborne spectral measurements of the blue shift associated with forest decline. Remote
Sensing of Environment 24, 109-127.

Salmela, M.J., Cavers, S., Cottrell, J.E., lason, G.R., and Ennos, R.A. (2011). Seasonal patterns
of photochemical capacity and spring phenology reveal genetic differentiation among native
Scots pine (Pinus sylvestris L.) populations in Scotland. Forest Ecology and Management 262,
1020-1029.

Sanger, L.J., Cox, P., Splatt, P., Whelan, M.J., and Anderson, J.M. (1996). Variability in the
quality of Pinus sylvestris needles and litter from sites with different soil characteristics: Lignin
and phenylpropanoid signature. Soil Biology and Biochemistry 28, 829-835.

Schansker, G., Toth, S.Z., and Strasser, R.J. (2005). Methylviologen and
dibromothymoquinone treatments of pea leaves reveal the role of photosystem | in the Chl a
fluorescence rise OJIP. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics 1706, 250-261.

Siefermann-Harms, D., Boxler-Baldoma, C., von Wilpert, K., and Heumann, H.-G. (2004). The
rapid yellowing of spruce at a mountain site in the Central Black Forest (Germany). Combined
effects of Mg deficiency and ozone on biochemical, physiological and structural properties of
the chloroplasts. Journal of Plant Physiology 161, 423-437.

Singleton, V.L., and Rossi, J.A. (1965). Colorimetry of Total Phenolics with Phosphomolybdic-
Phosphotungstic Acid Reagents. Am J Enol Vitic. 16, 144-158.

91



Slaton, M.R., Hunt, E.R., and Smith, W.K. (2001). Estimating near-infrared leaf reflectance
from leaf structural characteristics. Am. J. Bot. 88, 278-284.

Slavov, G. T., Howe, G. T. and Adams, W. T. (2005). Pollencontamination and matingpatterns
in a Douglas-firseedorchard asmeasured by  simplesequencerepeatmarkers.
CanadianJournalofForestResearch-Revue CanadienneDe RechercheForestiere35, 1592-1603.

Sofronova, V.E., Dymova, O.V., Golovko, T.K., Chepalov, V.A., and Petrov, K.A. (2016).
Adaptive changes in pigment complex of Pinus sylvestris needles upon cold acclimation. Russ
J Plant Physiol 63, 433-442.

Srivastava, A., Guiss¢, B., Greppin, H., and Strasser, R.J. (1997). Regulation of antenna
structure and electron transport in Photosystem Il of Pisum sativum under elevated temperature
probed by the fast polyphasic chlorophyll a fluorescence transient: OKJIP. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics 1320, 95-106.

Stimson, H.C., Breshears, D.D., Ustin, S.L., and Kefauver, S.C. (2005). Spectral sensing of
foliar water conditions in two co-occurring conifer species: Pinus edulis and Juniperus
monosperma. Remote Sensing of Environment 96, 108-118.

Stirbet, A., and Govindjee (2011). On the relation between the Kautsky effect (chlorophyll a
fluorescence induction) and Photosystem II: Basics and applications of the OJIP fluorescence
transient. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 104, 236-257.

Strasser, R.J., Srivastava, A., Tsimilli-Michael, M. (2000). The fluorescence transient as a tool
to characterize and screen photosynthetic samples. In Probing photosynthesis: Mechanism,
regulation and adaptation, Yunus, M., Pathre, U., Mohanty, P. eds.,

(London, Taylor and Francis), pp. 445-483.

Su, Y., Zhang, Z., Su, G, Liu, J., Liu, C., and Shi, G. (2015). Genotypic Differences in Spectral
and Photosynthetic Response of Peanut to Iron Deficiency. Journal of Plant Nutrition 38, 145
160.

Svoboda, P., and Pokorny, J. (1953). Lesni dfeviny a jejich porosty : skripta z dendrologie pro
technicky smér (Praha Statni pedagogické nakladatelstvi, 1953).

Trissl, H.-W., Gao, Y., and Wulf, K. (1993). Theoretical fluorescence induction curves derived
from coupled differential equations describing the primary photochemistry of photosystem II
by an exciton-radical pair equilibrium. Biophys J 64, 974-988.

Turtola, S., Sallas, L., Holopainen, J.K., Julkunen-Tiitto, R., and Kainulainen, P. (2006). Long-
term exposure to enhanced UV-B radiation has no significant effects on growth or secondary
compounds of outdoor-grown Scots pine and Norway spruce seedlings. Environmental
Pollution 144, 166-171.

Ustin, S.L., Gitelson, A.A., Jacquemoud, S., Schaepman, M., Asner, G.P., Gamon, J.A., and
Zarco-Tejada, P. (2009). Retrieval of foliar information about plant pigment systems from high
resolution spectroscopy. Remote Sensing of Environment 113, Supplement 1, S67-S77.

Vance, N.C., and Zaerr, J.B. (1991). Influence of drought stress and low irradiance on plant
water relations and structural constituents in needles of Pinus ponderosa seedlings. Tree
Physiol. 8, 175-184.

92



Vincent, D., Lapierre, C., Pollet, B., Cornic, G., Negroni, L., and Zivy, M. (2005). Water
deficits affect caffeate O-methyltransferase, lignification, and related enzymes in maize leaves.
A proteomic investigation. Plant Physiol. 137, 949-960.

Wainhouse, D., Ashburner, R., Ward, E., and Rose, J. (1998). The effect of variation in light
and nitrogen on growth and defence in young Sitka Spruce. Functional Ecology 12, 561-572.

Wellburn, A.R. (1994). The Spectral Determination of Chlorophylls a and b, as well as Total
Carotenoids, Using Various Solvents with Spectrophotometers of Different Resolution. Journal
of Plant Physiology 144, 307-313.

White, T. L., Adams, W. T. and Neale, D. B.(2007). ForestGenetics, CAB International 681 p.

Wild, A. a Schmitt, V. 1995. Diagnosisofdamage to Norwayspruce (Piceaabies)
throughbiochemicalcriteria. PhysiologiaPlantarum, 93, 375-382.

Wu, C., Niu, Z., Tang, Q., and Huang, W. (2008). Estimating chlorophyll content from
hyperspectral vegetation indices: Modeling and validation. Agricultural and Forest
Meteorology 148, 1230-1241.

Xia, S., Wang, X., Su, G., and Shi, G. (2015). Effects of drought on cadmium accumulation in
peanuts grown in a contaminated calcareous soil. Environ Sci Pollut Res 22, 18707-18717.

Xue, J., Clinton, P.W., Davis, M.R., Siddiqui, T., Beets, P.N., and Leckie, A.C. (2013).
Genotypic variation in foliar nutrient concentrations, 613C, and chlorophyll fluorescence in
relation to tree growth of radiata pine clones in a serpentine soil. Z. Pflanzenerndhr. Bodenk.
176, 724-733.

Zane, L., Bargelloni, L. andPatarnello. T. (2002). Strategiesformicrosatelliteisolation a
reviewMolecularEcologyl1, 1-16.

Zarco-Tejada, P.J., Miller, J.R., Noland, T.L., Mohammed, G.H., and Sampson, P.H. (2001).
Scaling-up and model inversion methods with narrowband optical indices for chlorophyll
content estimation in closed forest canopies with hyperspectral data. IEEE Transactions on
Geoscience and Remote Sensing 39, 1491-1507.

Zarco-Tejada, P.J., Gonzalez-Dugo, M.V., and Fereres, E. (2016). Seasonal stability of
chlorophyll fluorescence quantified from airborne hyperspectral imagery as an indicator of net
photosynthesis in the context of precision agriculture. Remote Sensing of Environment 179,
89-103.

Zygielbaum, A., Gitelson, A., Arkebauer, T., and Rundquist, D. (2009). Non-Destructive
Detection of Water Stress and Estimation of Relative Water Content in Maize. Papers in Natural
Resources.

93



