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Abstrakt

Cilem prace bylo 1) zjistit moZnosti péstovani a hodnoceni genotypli ciroku
dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench) pochazejicich zIndie v klimatu stfedni
Evropy a 2) zhodnotit moZnosti vyuziti vybranych nedestruktivnich a destruktivnich metod
zaloZzenych pfedev§im na méfeni fluorescence chlorofylu a a stanoveni obsahu
fotosyntetickych pigmentli pro rozliSeni genotypti Ciroku na zaklad€ jejich ptedpokladané
suchovzdornosti. Ve dvouletych polnich pokusech bylo analyzovéno patnact genotypt
tohoto rostlinného druhu (dvé stay-green rodicovské linie, dvé senescentni rodiCovské linie a
jedenact introgresnich linii s vnesenymi sfay-green lokusy), dva genotypy byly dale
analyzovany ve sklenikovych podminkdch, kde byl stres suchem navozen dvanéctidennim
vysazenim zalivky. U rostlin péstovanych v polnich podminkich byly sice pozorovany
rozdily mezi nékterymi genotypy ve vSech méfenych parametrech, ale pro vétSinu genotypi
tyto rozdily nebyly statisticky prikazné. Vyznamné se v nékterych parametrech v obou
pokusnych sériich lisil pouze rodiCovsky stay-green genotyp B35, avSak mezi senescentnimi
genotypy a ostatnimi stay-green genotypy rozdily vétSinou nebyly. V podminkéach skleniku
prukazné rozdily mezi obéma genotypy, které se mely liSit svou suchovzdornosti, také nebyly
nalezeny v zadném z méfenych parametr. Vyuzitelnost metod zkoumanych v této préaci pro

detekci suchovzdornosti je tudiz u ¢iroku sporna.
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Abstract

The aims of this work were 1) to assess whether sorghum (Sorghum bicolor (L.)
Moench) genotypes originating from the India can be grown and analyzed in the climatic
conditions of central Europe and 2) to find out the utilization potential of selected non-
destructive and destructive methods based mostly on the chlorophyll a fluorescence
measurements and the determination of photosynthetic pigments” content for the
differentiation of sorghum genotypes based on their presumed drought tolerance. Field
experiments made during 2 years compared 15 genotypes of this species (2 stay-green
parental lines, 2 senescent parental lines and 11 introgression lines with stay-green loci), 2 of
these genotypes were further analyzed in greenhouse conditions where the water deficit was
induced by a cessation of watering for 12 days. The field-grown plants showed some
differences between individual genotypes in all measured parameters; however, for the
majority of the genotypes these differences were not statistically significant. The stay-green
parental genotype B35 differred the most from the other ones in both field seasons, but the
other stay-green genotypes usually did not differ from the senescent genotypes. No
significant differences between both greenhouse-tested genotypes (presumably contrasting in
their drought tolerance) were found. The possible utilization of the methods analyzed in this

study for the determination of sorghum drought tolerance is thus questionable.

Key Words

Carotenoids; chlorophyll fluorescence; chlorophylls; drought; drought tolerance; OJIP curve,

photosynthesis; proline; Sorghum bicolor; spectral reflectance indices; stay-green; stress



Obsah

Lo V.t 8
B o ()11 (16 B V17S) 1 AU PPUR PP 10
2.1 Cirok dvoubarevny — zakladni charakteristiKy ..............ooeveveeeeeeeeieeeeeeeeeeene. 10
2.1.1 Botanickd a zemeéde€lskd klasifikace ............ooooviiiiiiiiiiiiinie, 10
2.1.2 (€ 153110 1 | EO O U OO PP PPPPRRRRUPPPPN: 11
2.1.3 Morfologie, anatomie a fyZIoloZI€ ........eevieeeeriiiiiiiiieeeeeeeeiieeee e 14
2.1.4 Zemédglské vyuziti a Slechtitelstvi ve svété a v Ceské republice.................. 16

2.2 Selekce a Slechténi ¢iroku na odolnost V€1 suchu........occeeeeiiiiiiiii, 18
2.2.1 Susina a jeji akumulace a remobilizace v rostling ............cccceeeevviiiniiiennennn. 18
2.2.2 MoTfOlogie KOTENTL.....c.eeiiiiiiiieeeeeeeiiieee e e e e e e 19
2.2.3 Vodni 1€ZIm TOStINY......evviiiiiiiieeiiieee e e 19
2.2.3.1  TTANSPITACE....eeeeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeetteeeeeeeeeesseaaraeaeeeeeeessasnnseeeaeeseeesnnnsnnseeees 19

2.2.3.2  Efektivita VYUZItT VOAY ..ooeereeeiiiiiiiiiieeeeeeeeee e e 20

2.2.3.3  Dalsi parametry popisujici vyuziti vody rostlinou.............ccccceeeeeerinnnnnnn. 21

2.2.3.4  Teplota POTOSLU....ccccueiiiiiieeeeeeeeeiiiiiieee e e e e e ettt e e e e e e eesseaarraaaeeeeeeennnnnseees 21

2.2.4 Fotosyntéza a stay green fenotyp ......cccveeeeeeeeeiiciiiiieee e 22
2.2.4.1  Primarni fotoSyntetiCKE PrOCESY ... uuuriireeeeeriiiiiiiiieeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeneeneeeens 22
2.2.4.2  Fotosyntetick€ pIgMENtY........cccccuviiriieeeeeiiiiiiiiieeeeeeeesiiireeeeeeeeeesneenraeees 22

2.2.4.3  Stay-green feNOLYP..ccuuriiiieeeeeeeeiiiiieee e e e e eeee e e e e e e e e e e e e nanraees 22
2.2.4.4  FotosyntetiCK€ €NZYMY ......cceeeriiiuriiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeesnirrrreeeeeeeeennnenraees 26

2.2.5 Ochrana pred poSkozenim bun€k ...........cccoeeviiiiiiiiiiiiiiiie e, 27
2.2.5.1  AntioXidatni @NZYMY .....ceeeieeeeiiiiiiiiieeeeeeeeriiiiieeeeeeeeesrarrrreeeeeeeeenneanreees 27

2.2.5.2 PIOIN.cciiiiiiiiee e e 27

2.2.53  MANIOL. i 28
2.2.5.4 Dehydriny a jiné LEA Proteiny..........cceeeeereiiiiiiieeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeesenvneeens 28

2.2.6 Transkripeni faktory ....c.evvviiiiiiieeeee e 29
2.2.7 Obsah biogennich PrvKil........ccoeeiiiiiiiiiiiieeeee e 30
2.2.8 21137 (<) | DO USRI 31
229 ) 11511015 SRR 31

R T O3 1 (o) ¢ 1o USSR PPPRPR 33
4. Material @ METOAY ......uuuiiiiiiiiiieeiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e neaaraaes 34
4.1 Pouzity rosthinny material...........cooeiiiiiiiiiiiieiiieee e 34
4.2 Organizace pokusil a pestovani rOStln...........c..uvvviiiieiiiiiiiiieeeeeee e, 35
4.3 1\ (<1106 | S U U 39
4.3.1 Morfologické a vyvojove charakteristiky.........cccvvveeeeeeeniiiiiiiiiiieeeeeeeee, 39
4.3.2 Relativni obsah vody v listu a specificka listova hmotnost..............cccuvuneeee. 40
4.3.3 ODbSAh PIOINU....ceiiiiiiiiiiiiecee e e e e e e e e e e e e eeaaaeeeas 40
4.3.4 Obsah fotosyntetickych barviv.............eeeeeeieiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e, 41
4.3.5 Indexy spektralni odrazivosti HStl .........eeeeeeeeeiciiiiiieeieeeeeeee e, 42
4.3.6 OJIP c¢ast kiivky indukce fluorescence chlorofylu a a parametr Qy............... 42
4.3.7 StatistiCka analyzZa .........coeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeee e 47

B T YA 3 (574 | USSR PURPR 48
5.1 Prvni pOKUSNA SETIC ....c.eeiiiiiiieeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e 48
5.2 Druhd POKUSNA SETIC.....uuiiiiieeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeieeeee e e e e e et eeeeeeeesssneraraaaeeeeeesnnnns 52
5.3 TTEt] POKUSNA SETIC ..ceeeiiiiiiiiieee et e et e e e e e et e e e e e e e e eneebaaeaeeeeeeas 64

0. DISKUZE..coiiieiiie ettt 84
A 10101 115 s D PP PPRUPPPPTN 91
8. Seznam POUZILE IIEETATUTY.......uuviiiiiieeeeiiiiiiiiieee e e et e e e e e e e e e e e e e e nnnerraeaeeeeeens 92



Seznam zkratek

ABA
ANOVA
ARDM
CAT
cDNA
CMS
cpDNA
DFI
DSR
EDXRF
F
ICRISAT
IL

LAI
LEA

ME
MITE

NDVI
NIR
NIRS

OEC
OJIP

PEPC
PI

PO
PPDK
PRI
PiF UK
PS
PSMT

QTL
Qy

REE
ROS
Rubisco

RWC
SBI
SLW
SOD
SPAD

SSR
TE
VIS
A\
WUE

kyselina abscisova; Abscisic Acid

analyza variance; Analysis of Variance

mnozstvi remobilizované suché hmoty; Amounts of Remobilized Dry Matter

katalaza; Catalase

komplementarni DNA; Complementary DNA

cytoplazmaticka samci serilita; Cytoplasmatic Male Sterility

chloroplastova DNA; Chloroplast DNA

index suchovzdornosti; Drought Factor Index

Directorate of Sorghum Research

rozptyl energie rentgenové fluorescence; Energy Dispersive X-Ray Fluorescence
oznaceni pro fluorescenci chlorofylu a

International Crops Research Institute for the Semi-Arid-Tropics

introgresni linie; Introgression Line

pokryvnost listovi; Leaf Area Index

oznaceni pro skupinu proteinti hojnych pfi pozdni embryogenezi (a béhem stresové reakce);
Late Embryogenesis Abundant

jableény enzym; Malic Enzyme

miniaturni transponovatelné elementy s invertovanymi repeticemi; Miniature Inverted Repeat
Transposable Elements

normalizovany diferen¢ni vegetacni index; Normalized Difference Vegetation Index
blizka infradervena oblast spektra slune¢niho zéafeni; Near Infra-Red Spectrum
spektroskopie zalozena na méfeni odrazivosti v blizké infracervené oblasti; Near Infrared
Reflectance Spectroscopy

komplex vyvijejici kyslik; Oxygen Evolving Complex

oznaceni pro tzv. rychlou fazi kiivky indukce fluorescence chlorofylu a (podle zékladnich
bodu O-J-1-P)

fosfoenolpyruvatkarboxylaza; Phosphoenolpyruvate Carboxylase

performan¢ni index; Performance Index

askorbatperoxidaza; Ascorbate Peroxidase

pyruvatfosfatdikinaza; Pyruvate Phosphate Dikinase

fotochemicky reflektan¢ni index; Photochemical Reflectance Index

Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy

fotosystém; Photosystem

oznaceni pro tzv. pomalou fazi kiivky indukce fluorescence chlorofylu a (podle zakladnich
bodu P-S-M-T)

lokusy podminujici kvantitativni znaky; Quantitative Trait Loci

efektivni kvantovy vytézek fotochemické pfemény energie ve fotosystému II; Effective
Quantum Yield of Photosystem Il Primary Photochemistry

remobilizacni efektivita; Remobilization Efficiency

volné kyslikové radikaly; Reactive Oxygen Species
ribul6zo-1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygendza; Ribulose-1,5-Bisphosphate
Carboxylase/Oxygenase

relativni obsah vody; Relative Water Content

oznaceni chromozoémi ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor)

specificka listova hmotnost; Specific Leaf Weight)

superoxiddismutaza; Superoxide Dismutase

oznaceni pristroji umoznujicich nedestruktivni stanoveni obsahu chlorofylu v listech; zkratka
pochazi z terminu Soil Plant Analysis Development

mikrosatelit; Simple Sequence Repeat

efektivita transpirace; Transpiration Efficiency

viditelna oblast spektra slune¢niho zaieni; Visible Spectrum

oznaceni pro relativni variabilni fluorescenci chlorofylu a

efektivita vyuziti vody; Water Use Efficiency




1. Uvod

Produkce rostlinné biomasy a hlavnich zemédé€lskych plodin se za poslednich n€kolik
desitek let zvySila ruku vruce s masivnim zvétSenim lidské populace na Zemi. Narist
objemu péstovanych plodin je nutnosti pfedev§im v rozvojovych statech Afriky a jizni Asie,
v nichz hustota populace ¢asto pfevySuje moznosti tamniho zemé&d¢€lstvi, jehoz Gspésnost je
navic Casto omezovana typem klimatu a stresory, predev§im nedostatkem vody, ktery je pro
tyto oblasti typicky. Slechténi plodin na zvysenou odolnost va¢i suchu se tudiz jevi jako
jeden z hlavnich cilii rostlinné genetiky a moznéa prevence pied hladomorem pro vétSinu
svétoveé populace, kterd je jim piimo ohrozovana. Soucasna véda se snazi ve velké mife
vyuzivat moderni S$lechtitelské metody, predevsim identifikaci QTL souvisejicich se
suchovzdornosti, selek¢ni strategie vyuzivajici molekularnich markert a neméné téz metody
genového a metabolického inZenyrstvi. Ty ovSem naraZeji na ur€itd omezeni plynouci
zdosud neuplnych znalosti o fungovani regulace protistresovych reakci a jejich
komplexnosti v rostlinach, kdy jednoduchd genovd manipulace obvykle nestaci pro
vyznamnou zménu v odolnosti transgennich rostlin vii¢i danému abiotickému stresoru. Navic
byla az dosud vétSina takovych studii provadéna na modelovych organismech husenicku,
tabaku, ptipadné ryzi a jejich vysledky tak nejsou vzdy univerzalng aplikovatelné 1 na ostatni
rostlinné druhy. K tomu se v posledni dob& ze strany spolecnosti ¢im dal vice objevuje
odmitavy pfistup k vyzkumu a vyuZzivani transgennich rostlin. Proto své uplatnéni stale
nachazeji 1 alternativni metody, hledajici pfimou nebo nepiimou souvislost odolnosti rostlin
vici suchu s ur€itymi fyziologickymi ¢i morfologickymi parametry, které je mozné vyuzit
jako sekundarni selekéni znaky k vybéru suchovzdornych genotypti a jejich hybridid u
libovolného rostlinného druhu bez potieby znalosti jeho genomu.

Jakékoli parametry vyuzivané pro selekci a Slechténi museji samoziejmée spliiovat
ur¢ité podminky, mezi né€z patii snadnost jejich méfeni (nizké naroky na pocet a kvalifikaci
potiebnych pracovniki), rychlost méfeni (umoZznujici hodnoceni velkého mnozstvi genotypi
v kratkém cCase), piesnost a dobra rozliSovaci schopnost (jednozna¢na souvislost s odolnosti /
citlivosti vici pfisluSnému stresovému faktoru), nedestruktivnost (umozZiujici napf.
opakované hodnoceni rostlin v riznych vyvojovych stadiich, v rtiznych casech stresového
obdobi, ptipadné 1 po skonceni stresu nebo pii opakovaném stresu), stabilita béhem vyvoje
rostliny (nebo alespon béhem urcitych obdobi vyvoje) a samoziejme 1 financni nenaroc¢nost.
V tomto ohledu jsou v literatufe casto doporucovany rGzné parametry souvisejici
s fotosyntézou, predevSim meéfeni obsahu fotosyntetickych barviv a hodnoceni rtznych

parametri fluorescence chlorofylu a. Fotosyntetické procesy totiz na jakékoli vystaveni



rostlin nepfiznivym podminkdm reaguji obvykle velmi rychle a jejich méteni neni ptili§
naro¢né. V idedlnim piipadé by navic mélo byt mozné vyuzit analyzu takovychto
charakteristik k detekci suchovzdornosti nejen u rostlin pfimo stresovanych suchem, ale
rovnou 1 u rostlin péstovanych v nestresovych podminkéch, aby se tak nemuselo provadét
polni (nebo 1 sklenikové) testovani v rtiznych typech prostiedi, které je samoziejme narocné
na ¢as, praci 1 misto. Dulezita je pochopitelné 1 prokdzana spojitost s vynosem (pfedevSim ve
stresovych podminkach, ale pfi Slechténi s vyuZitim sekundéarnich selekénich znakl by
nemélo dochazet ke snizeni vynosu ani v podminkach, kdy pfislusny stresovy faktor
neplsobi), existence genetické variability v daném znaku u hodnoceného rostlinného druhu a
pokud mozno vysoka dédivost tohoto znaku.

V této praci byl jako pokusné rostlina zvolen Sorghum bicolor (L.) Moench (Cirok
dvoubarevny), jehoz hospodarsky vyznam je ptedevSim v tropickém a subtropickém pasmu
znacny (je to Ctvrtd nejvice péstovana plodina na svéte). Na tento rostlinny druh je zaméfen 1
Prehled literatury, jehoz cilem bylo pfedev§im shromaZzdit a utfidit informace o rlznych
morfo-fyziologickych, biochemickych a molekularné-biologickych parametrech, které jsou
navrhovéany jako vhodné selekéni parametry pii Slechténi ¢iroku na suchovzdornost. Prace
navazuje na predchozi studie provedené v Laboratoii genetiky rostlin katedry genetiky a
mikrobiologie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze (PfF UK), zaméfené na
analyzu riiznych morfo-fyzio/biochemickych parametri souvisejicich se suchovzdornosti u
rtiznych druhii hospodaisky vyznamnych rostlin. Rozsituje je o dal§i zemédélsky vyznamnou
C4 rostlinu (u niz bylo ovSem nejprve tteba zjistit, zda genotypy pochdzejici z Indie bude
mozné v podminkiach mirného klimatického pasma Ceské republiky vibec péstovat a
analyzovat) a vénuje se moznosti vyuziti méfeni vybranych nedestruktivnich a destruktivnich
(pfedevsim fotosyntetickych) parametrti pro rozliSeni genotypt Ciroku v souvislosti s jejich
potencialni suchovzdornosti. Pokud by se ukazalo, Ze souvislost mezi hodnotami téchto
parametra a rozdily mezi tzv. stay-green genotypy (vykazujicimi opozdénou senescenci listil,
kdy je castecné nebo zcela zamezeno rozkladu fotosyntetického aparatu ve stdrnoucim
listovém pletivu; tento znak je u Ciroku bézné¢ doporuCovan jako hlavni selekéni znak
souvisejici s toleranci k suchu) a tzv. senescentnimi (normalné¢ starnoucimi) genotypy
existuje, a ze je mozné takto testovat vnitrodruhovou variabilitu u Ciroku v podminkach
mirného klimatického pasma, mohlo by to mit vyznam jednak pro praktickou spolupraci
mezi mym pracoviStém a védeckym pracovistém International Crops Research Institute for
the Semi-Arid-Tropics (ICRISAT) v Indii, jednak obecnéji pro Slechténi c¢iroku na

suchovzdornost jako takové.



2. Prehled literatury

2.1 Cirok dvoubarevny — zikladni charakteristiky
2.1.1 Botanicka a zemédélska klasifikace

Rostlinny druh Sorghum bicolor (L.) Moench, ¢esky nazyvany ¢irok dvoubarevny
nebo rovnéz ¢irok obecny (taxonomické zatazeni: rod Sorghum, podceled’ Panicoidae, Celed
Poaceae, tad Poales, ttida Liliopsida, odd€leni Magnoliophyta, tiSe Plantae), je jednou z péti
nejhojnéji zemédélsky vyuzivanych kulturnich plodin na Zemi. Rozd¢€luje se nejcastéji do tii
poddruhti: S. bicolor ssp. verticilliflorum (plany Cirok), S. bicolor ssp. bicolor (péstovany a
zemédeélsky vyuzivany €irok) a S. bicolor ssp. drummondii (vétSinou kiizenci prvnich dvou
poddruhti) (Wiersema a Dahlberg, 2007). V zemé&d¢€lské praxi se vétSinou de€li do tii hlavnich
variet, které jsou péstovany pro produkci zrna (varieta eusorghum) ¢i za ucelem zisku
sacharida (varieta sacharratum), stejné jako je vyuzivana jeho lata pro vyrobu domacich
pomiicek (hlavné varieta technicum).

Kromé toho existuje jesté tradi¢ni fenotypové déleni tohoto druhu na pét skupin
neboli tzv. ras (races) (Harlan a de Wet, 1972). Podle tvaru laty a klasku toto déleni
rozd€luje S. bicolor na skupiny bicolor, caudatum, durra, guinea a kafir (Obr. 1). Kromé
téchto dvou parametrt jsou tyto skupiny jasné rozeznatelné mimo jiné I podle tvaru zrna,
které je u skupiny bicolor protahlé a témét symetrické, u skupiny caudatum vyrazné
asymetrické a zespodu zplostélé, zatimco zrno skupiny durra je obvej¢ité klinového tvaru.
Zrno guinea byva placaté a béhem zrani se zkrucuje do pravého thlu a zrno skupiny kafir je
témét symetrické, nezkroucené a béhem zrani praska (House et al., 1985). Tyto skupiny se
také do jisté miry 1isi svym geografickym vyskytem, pticemz skupina bicolor je povazovana
za puvodni typ, ze kterého vzesly ostatni 4 skupiny. Skupina caudatum se vyskytuje hlavné
ve vychodni Africe, durra pochazi z indické oblasti, guinea je péstovana hlavné v zapadni
Africe a kafir, ktery hraje dilezitou ulohu ve Slechténi ¢iroku, ma ptavod v oblasti jizni
Afriky (Brown et al., 2011). UZ v minulosti byla potvrzena jejich vhodnost pro budouci
Slechténi a genetické studie a u linii rasy bicolor se ukazala znacné geneticka heterogenita ve
sledovanych SNP markerech (Deu et al., 2006; Perumal et al., 2007; Brown et al., 2011).
Ki¥izenci téchto ras jsou také Casto zeméd€lsky a Slechtitelsky vyuzivani.

Déleni na pét uvedenych skupin je hojné vyuzivano a zastupci jeho skupin hodnoceni
pi1 Slechténi na odolnost viici suchu, kde skupina caudatum vykazuje vétsi genetickou
stabilitu a vysoky vynos, zatimco kafir ukazuje velky potencidl ke zvySovani vynosu za
podminek sucha, a proto je skupinou vhodnou pro dalsi prizkum ve Slechtitelskych

programech (Mutava et al., 2011).
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Obr. 1. Déleni ¢iroku dvoubarevného do péti skupin (ras) podle odliSnosti ve tvaru a stavbé laty a klasku. 1 —
bicolor, 2 — caudatum, 3 — durra, 4 — guinea, 5 — kafir. Pfevzato z Balole a Legwaila (2006).

2.1.2 Genom

Ptedpoklada se, ze zakladni chromozomové Cislo rodu Sorghum je x = 5 a pocet
chromozomu v jadie pak nabyvéa hodnot 10, 20, 30 nebo 40. U druhu S. bicolor je 2n = 20, z
¢ehoz je patrny jeho charakter tzv. ddvného polyplodia, coz je spolecny rys nejen u genomu
riznych druha c¢iroku, ale i u vétSiny rostlinnych genomii. Fylogeneze DNA sekvenci
pomysIné rozdéluje rod Sorghum do dvou linii, z nichz jedna zahrnuje druhy s 2n = 10,
velkymi chromozomy a jejich polyploidni ptibuzné (S. amplum, S. plumosum, S. interjectum
a 8. nitidum), a druhd linie pfedstavuje druhy s 2n = 20 nebo 40 s relativné malymi
chromozomy (S. bicolor, S. halepense, S. propinquum, S. macospermum a S. laxiflorum).

Pfitom v ptipadé€ linie s 2n = 10 je patrné, Ze u ni v minulosti doSlo k redukci velikosti
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genomu (Price et al., 2005). Fylogeneticky strom podle Price ef al. (2005) obsahujici piehled
vSech druhli Ciroku vcetné jejich poctu chromozomil je znazornén na Obr. 2. Jiny
fylogeneticky strom podle Ng’uni ef al. (2010), sestaveny na zéklad¢ analyzy sekvencnich
dat chloroplastové DNA (cpDNA) znazorniuje Obr. 3. I ten fadi k S. halepense do nejblizsi
ptibuznosti k S. bicolor, navic k nému ptidava 1 S. almum a dalsi nové vydélené¢ druhy

¢iroku, jez se od S. bicolor ve vyvoji béhem evoluce patrné¢ oddélily diive.

95(33)| 8 brachypodum 336 (10) 168
5. matarankense 251 (1 126

3. exstans 275 (1) 1-38
5. anpustum 370 (1) 1-85
5. intrans 460 (1) 230
5. bulbosum 230 (1) 1-15
5 amplum 7-69 (300 128
5. plumosum 1030 40 1-29
765 (30 128
57 (40) 5. stipoideum 2.19 (1) 1-10
5. timorense 1-27 (10) 064
T4 (41 5. ecarinatum 210 (1) 105
; 5. interjectum 729 {30y 122
94 (42)

&. leiocladum 460 (1) 2.30
5. purpuregsericeum 418 (1) 2.00
58 (44) S. versicolor 325 (1 162
5. nitidum 879 (200 220
63 (30) 5. bicolor 1-67 (200 042
5. halepense 327 (400 041

100 (31)
5. propinguum 1-52 (200 038

56 (32)

5. macrospermum 207 (40) 026

100 (29)
. laxiflorum 249 4y 031

Zea mays 5-16 (20) 2.-58

Obr. 2. Fylogeneticky strom dosud znamych druhi ¢iroku. Vpravo v prvnim sloupci jsou uvedeny hodnoty
obsahu celkové DNA v pg, v druhém sloupci po¢et chromozomi v diploidni sadé€, v poslednim sloupci hodnota
obsahu DNA odpovidajici x = 5 vpg. Cisla vlevo u jednotlivych fylogenetickych linii odpovidaji bootstrap
hodnotam vétsim nez 50 %, ¢isla v zavorkach reprezentuji pocty jednozna¢nych nukleotidovych substituci v
dané sekvenci DNA mezi dvéma pfislusnymi fylogenetickymi liniemi. Pfevzato a upraveno podle Price et al.
(2005).

12



S. almum (a) =
100 m S a{mum (b)
5 {5 biooor 2 |
S. drummondii -2
99 S. bicolor -1
F S. bicolor -5
S. bicolor -13
S. halepense -
94 96 S. bicolor -3
D 91 ||—|: S. bicolor-11
E L S. bicolor -14
S. bicolor-12
S. halepense -2
99 S. arundinaceum =
A 100 S. laxiflorum -1
100 |—|: T iy :l Heterosorghum
c L S. macrospermum 2 Chaetosorghum
S. amplum (a) =
S. amplum (b)

— S. angustum (1)
L——— 3. angustum (2)

76 S. brachypodum (a)
Ll—: S. brachypodum (b)
M S. exstans -2
S. bulbosum -2
71 S. ecarinatum -2
K S. interjectum -2
S. intrans (a)
S. intrans (b)
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—

100

78
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Stiposorghum

Para-sorghum

Obr. 3. Fylogeneticky strom dosud znamych druhii ¢iroku, zaloZeny na hledani maximalni parsimonie mezi
sekvencemi pochézejicimi z analyzy chloroplastové DNA. Cisla vlevo u jednotlivych fylogenetickych linii
odpovidaji bootstrap hodnotam vétsim nez 50 %, pismena pod nimi oznacuji zakladni fylogenetické linie, ze
kterych jsou odvozeny jednotlivé druhy ¢iroku. Pfevzato a upraveno podle Ng’uni et al. (2010).

Genom c¢iroku je v ptipadé druhu S. bicolor diploidni a ma velikost 818 Mbp, coz
odpovida hmotnosti DNA 1,67 pg. U ostatnich druhti se jeho velikost pohybuje v rozmezi
1,27 pg az 10,3 pg a Casto se zde vyskytuje triploidie nebo tetraploidie (Price ef al., 2005).
Genom S. bicolor obsahuje 28 375 funkénich strukturnich gend, pticemz 9 503 z nich jsou
ortologni s geny v genomech husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.), ryze (Oryza sativa
L.) a topolu (Popolus tremula L.) a 15225 geni pak cirok sdili aspon s jednim ze tfech
téchto druht (Paterson et al., 2009). Heterochromatin tvoti podle jedné prace 50,1 % genomu
(Kim et al., 2005), podle jiné nejméné 62 % genomu (Paterson et al., 2009), piitom ale
genom obsahuje podobné absolutni mnozstvi euchromatinu, jako nalezeme v genomech

24

ostatnich zastupcu trav. Plati, Ze oblasti euchromatinu vykazuji mnohem vyssi frekvenci
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rekombinaci (~0,25 Mbp/cM) nezZ oblasti heterochromatinu (~8,7 Mbp/cM) (Kim et al.,
2005). V nekodujicich oblastech jsou bohaté zastoupeny transponovatelné elementy,
predevS$im retroelementy patiici do rodin gypsy-like a copia-like, a déale pak DNA
transpozony z rodiny MITE (Miniature Inverted Repeat Transposable Elements) a CACTA-
like, pticemz retrotranspozony tvoii 55 % genomu ¢iroku a DNA transpozony 7,5 % genomu
(Paterson et al., 2009). Navic zde byly identifikovany specifické ,Isaac* CACTA elementy,
které jsou spolecné pro Cirok a kukufici (Zea mays L.) a mohou tak slouzit jako genetické
markery (Lee et al., 2004). Retrotranspozony, z nichz vétSina je sekvenéné shodna s
retrotranspozony nachézejicimi se v genomu kukufice (kde tvoifi az 79 % genomu) se
nachazeji predevsim v centromerickych oblastech, zatimco kddujici oblasti spolecné s MITE
transponovatelnymi elementy byly identifikovany hlavné v oblastech blizkych telomeram. U
¢iroku dvoubarevného byla zaroven detekovana specifickd centromerickd repetice
oznacovand jako Cen38. Pfi bioinformatickych analyzach byla odhalena blizka sekvenéni
podobnost genomu ¢iroku s genomy kukufice a cukrové titiny (Saccharum officinarum L.) a
také vysoky stupent syntenie a kolinearity mezi jednotlivymi chromozomy téchto genomti,

coZ naznacuje blizkou ptibuznost téchto druhii trav (Ming et al., 1998; Paterson et al., 2009).

2.1.3 Morfologie, anatomie a fyziologie

Dosahovana primérna vyska rostlin ¢iroku zavisi na druhu ¢iroku a pohybuje se od 1
do 2,5 metr 1 vice. Stéblo je cylindrické, tvrdé a bohaté inkrustované kiemicitany, coz mu
zajist'uje zna¢nou odolnost. Je vypInéno dieni, kterd je az do doby kveteni sladka a $tavnata,
¢ehoz se vyuziva v zemédelstvi predev§im u cukrové variety ¢iroku. Pocet ¢lanki, které se na
stéble béhem vyvoje vytvoii, odpovida délce vegetatniho obdobi, a proto podle toho
rozd€lujeme Ciroky na rané (5-11 ¢lanka), sttedni (11-16 ¢lank®) a pozdni (16-20 ¢lanki)
(Hermuth et al., 2012). Listy ¢iroku, které byvaji dlouhé az 80 cm a také dosti Siroké, jsou
pokryty tenkou voskovou vrstvou, kterd spoluvytvaii Sedozelené zabarveni a zieyjmé ma
spojitost s odolnosti viici vysokym teplotam a suchu. Pfitom plati, ze za lepSich péstebnich
podminek rostlina ¢iroku vyvine méné listti (14-17), zatimco za horSich podminek to mize
byt az 30 lista (House et al., 1985).

Cirok vytvaii mohutny kofenovy systém s bohaté vétvenym kofenovym vlasenim, coz
je dobrym predpokladem pro schopnost pfijimat vodu a ziviny jak z Sirokého okoli rostliny,
tak 1 velkych pliidnich hloubek — kotfeny €iroku dosahuji az 140-170 cm pod zem (Hermuth et
prytu, které sice neslouZi pro pfijem Zivin a vody, ale diky nimZ rostliny nepoléhaji ani pti

silném vétru (House ef al., 1985).
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Kvétenstvi ¢iroku je tvotfeno latou, ktera se sklada z jednotlivych jednokvétych klaska
a byva vice nebo mén¢ shlouc¢ena nebo naopak rozkladita (Obr. 1). Od toho se do urcité miry
odviji 1 to, zda je dana skupina ¢iroku spiSe samosprasnd nebo se u ni vyskytuje v ur¢ité mire
cizosprasnost. V ramci laty zac¢inad kveteni nahofe a postupuje k nize poloZzenym kvétam.
Optimalni teplota pro kveteni je v rozmezi 21-35 °C (Hermuth et al., 2012). Toto optimum je
ale pii venkovnim péstovani v podnebnich podminek Ceské republiky stéZi dosazitelné. Zrna
mohou byt pluchatd i nahd, ptipadné néco mezi tim, a jejich tvar zavisi na skupiné ¢iroku (viz
kap. 2.1.1.)

Rust a vyvoj &iroku je znazornén na Obr. 4. Cirok zpo&atku roste velmi pomalu a
béhem prvnich ~ 30 dni tvofi vétSinu nové biomasy listy. Poté za¢ind obdobi rychlého ristu
stébla (a pfibyvani dalSich listovych pater) a ~ 65 dni po vykliCeni je dosazeno maximalni
hmotnosti zelené casti rostliny. Jednotliva stadia vyvoje vegetativni Casti rostliny jsou
podobné jako u jinych trav oznacovana symboly V1-VN podle poctu pln¢€ vyvinutych lista (1
az N; list je povazovan za plné¢ vyvinuty tehdy, pokud je viditelnd jeho pochva, ,,ousko®).

V té dobé se jiz zacina vyvijet kvétenstvi a po opyleni dochéazi k rychlému nartistu hmotnosti

zrna. Jednotliva stadia vyvoje jsou detailn€ popsana na http.//sanangelo.tamu.edu/extension/

agronomy/agronomy-publications/how-a-sorghum-plant-develops/.
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Obr. 4. Rist a vyvoj ¢iroku znazornény jako postupné piibyvani hmotnosti susiny riznych ¢asti rostliny.
Prevzato a upraveno podle http://sanangelo.tamu.edu/extension/ agronomy/agronomy-publications/how-a-
sorghum-plant-develops/.
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Cirok patif mezi travy a jeho anatomie vykazuje rysy typické pro tuto skupinu rostlin,
s ur¢itymi odchylkami v anatomii listl, souvisejicimi s tim, ze ¢irok, stejné jako kukufice ¢i
cukrova fepa, vyuziva tzv. C4 typ fotosyntézy. Ma tzv. izobilateralni listy, tj. mezofyl u né&j
nediferencuje na palisddovy parenchym u adaxialni strany listu a houbovity parenchym u
abaxidlni strany listu, ale ob¢ strany listu se vzajemné podobaji. Vykazuje také tzv. Kranz
anatomii typickou pro vétSinu C4 rostlinnych druhi (cévni svazky jsou obklopeny tzv.
buitkami pochev cévnich svazkl se silnou bunécnou sténou a velkym mnoZstvim vétSinou
agranalnich chloroplastli, kolem nichz je radialn¢ uspofadanad vrstva mezofylovych bunék
(Jiang et al., 2011). C4 typ fotosyntézy je zalozen na zvySeni koncentrace CO, v buiikach
pochev cévnich svazkii ¢innosti enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylazy (PEPC), ktera fixuje
CO; za vzniku ctyfuhlikaté slouCeniny oxalacetatu. Protoze PEPC na rozdil od enzymu
ribul6zo-1,5-bisfosfatkarboxylazy/oxygendzy (Rubisco) nema oxygenazovou aktivitu,
nedochazi u ni k soutézeni mezi O, a CO, o vazebné¢ misto jako v ptipadé¢ Rubisco; toto
soutézeni miize u rostlin s C3 typem fotosyntézy znacné snizit G€innost fotosyntetickych
procest (zejména za podminek omezeného ptistupu k CO,). Dalsi reakce C4 fotosyntézy, pti
nichz dochazi k pfeméné oxalacetatu na jinou Ctyfuhlikatou slouceninu, jejimu transportu do
mezofylovych buné¢k, dekarboxylaci této slouceniny a vstupu takto uvolnéného CO, do
Calvinova cyklu, se li§i mezi riznymi C4 druhy rostlin. Cirok patii k tzv. NADP-ME (NADP
Malic Enzyme) subtypu C4 rostlin, u nichZ je slouceninou vznikajici z oxalacetatu malat
(Ghannoum, 2009).

C4 typ fotosyntézy se mimo jiné vyznacuje vyssi efektivitou vyuziti vody (Water Use
Efficiency; WUE), vyssi fotosyntetickou kapacitou a také vySsi schopnosti koncentrovat CO,
rostliny jsou odolné¢j$i vic¢i nedostatku vody, coz souhlasi s faktem, Ze tyto rostliny jsou
hojné péstovany v suchych geografickych oblastech. Ptesto se v nedavné dob¢ ukdzalo, Ze na
podminky sucha jsou biochemické procesy C4 rostlin stejné nebo 1 vice citlivé nez u C3
rostlin a predpoklada se, Ze limitujicim faktorem by mohla byt omezen4 fotorespiracni
kapacita nebo omezeni Mehlerovy reakce, které pii nedostatku vody nedokdzou vykonavat
funkci vyznamnych sinkl elektront (Ghannoum, 2009). Z toho ziejmé plyne, ze vyhodu ve

suchovzdornosti ziskava ¢irok (jakoz 1 jiné C4 rostliny) nejspiSe jinymi mechanismy.

2.1.4 Zemédélské vyuZiti a Slechtitelstvi ve svété a v Ceské republice

Cirok je rozsifen pfedevSim ve stiedni Africe a jizni Asii, ale nckteré variety a
genotypy jsou péstovany 1 v Ceské republice. V soucasné dob€ je nejvétSim producentem

¢iroku zfejm& USA (téméf 10 miliont tun rocng), dale Indie (pfes 7 miliond tun rocng),
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Nigerie (pfes 5 milionl tun ro¢n€) a Sudan (pfes 4 miliony tun rocn¢) (Varshney et al.,
2012). V téchto zemich se péstuje zejména zrnovy Cirok, ktery je teplomilny a nejvyssich
vynost dosahuje pfi teplotach 40-43 °C a relativni vlhkosti vzduchu 10-30 %, kdy ma vyvoj
kvétenstvi a dozravani semen normalni prabéh (House, 1985). Obilky zbavené pluch se zde
piipravuji bud’ v celku, nebo (Castéji) se z nich mele mouka, kterd je vhodna predev§im pro
vyrobu kasi (Hermuth et al., 2012).

Slechténi &iroku v tdchto oblastech s velmi teplym klimatem je zaméfeno na sedm
hlavnich smért, které byly v roce 2004 definovany ICRISAT v Indii (Rooney, 2007). Kromé
vynosu zrna a jeho stability, kvality produkce, resistence ke Skiidcim a chorobam a
agromorfologickych vlastnosti (rezistence k poléhdni nebo délka stébla) sem patii 1
schopnost pfizptisobeni se pé€stebnim podminkam, jako jsou nezavislost na délce dne, ranost
a odolnost vic¢i suchu nebo k vy$Simu obsahu hlinikovych ionth v pidé. Pfitom prave
zvySovani odolnosti Ciroku viici pasobeni sucha je jednim z nejdilezitéjSich cila Slechtiteli
zaméfenych na minimalizaci ztrdt vynosu, nebot’ ty byvaji Casto pravé disledkem stresu
nedostatkem vody, ktery pravidelné¢ doprovazi péstovani na vétSiné mist osazovanych touto
plodinou (Kassahun et al., 2010). Zaroven plati, Zze ¢irok obecné vykazuje vyssi pfirozenou
suchavzdornost nez kukutice (House, 1985).

V Ceské republice je $lechtitelstvi Giroku zaméfeno hlavné na odolnost viiéi nizkym
teplotdm, piicemz tomuto zameéru vice vyhovuje cukrova nezli zrnova varieta, nicméné
vyuzivany jsou obé. Slechténi jako takové zde ale v sou¢asné dob& neprobihd a veskery
rostlinny materidl je sem importovan ze zemi, kde jsou Slechtitelské programy ciroku
podporovany (House, 1985; Hermuth et al., 2012). Dlraz pii1 vybéru genotypt je kromé
odolnosti vic¢i chladu kladen na co nejvice zkracenou vegetacni dobu. I tak se v podnebi
mirné¢ho pasma podaii zcela dopéstovat jen 30-40 % variet/genotypli. Jedinym pracovistém,
které se na izemi Ceské republiky zabyva hodnocenim a introdukeci riznych hybridnich i
nehybridnich genotypti Ciroku, je Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.,, v Praze-Ruzyni,
jehoZz soucasti je 1 Genova banka. V ni jsou za definovanych podminek uloZzeny nové
odzkousené genetické zdroje Ciroku, které se tak stavaji rezervoarem genetického materialu
pro potencialni budouci Slechtitelské programy v této oblasti (Hermuth ez al., 2012).

Pro Slechténi Ciroku se nejCastéji pouzivaji techniky, které jsou obecné znamé u
kukufice. Od 50. let 20. stoleti se vyuziva metoda CMS (Cytoplasmatic Male Sterility)
(Hermuth ef al., 2012), v posledni dob¢ se stale Castéji uplatiuji modernéj$i metody Slechténi
zalozené na mapovani QTL (Quantitative Trait Loci) a Slechténi za pomoci molekularnich

markert (Deu et al., 2006; Gebre, 2009; Rajarajan a Ganesamurthy, 2011).
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2.2 Selekce a Slechténi ¢iroku na odolnost vuci suchu

Béhem péstovani byva Cirok obvykle vystaven pisobeni mnoha abiotickych stresort,
zejména suchu. Stres suchem je mozno rozdélit do nékolika typt dle toho, v jaké fazi vyvoje
rostliny ptisobi. Cirok se nejéastéji setkdva s tzv. terminalnim suchem, které ovliviiuje
predevSim zrdni semen a jejich kvalitu a vyskytuje se tedy v obdobi po vykveteni. Déle
muzeme rozliSit sucho, jez se objevuje jiz pred fazi kveteni, a mize mit tim padem vliv na
prechod z vegetativni do germinativni faze. Nedostatek vody mize byt také indikovan uz v
casnych fazich vyvoje u mladych rostlin ¢iroku, ale tento typ sucha se vzhledem k charakteru
podnebi v zemich, kde je nejcastéji pestovan, ptili§ nevyskytuje (Kholova et al., 2013).

Pti Slechténi a testovani ¢iroku na odolnost vic¢i suchu byla nalezena vysoka mira
variability mezi jednotlivymi genotypy a zaroveil mezi zastupci jednotlivych skupin v mnoha
méfenych parametrech. OdliSnosti byly zaznamenidny nejen v morfologickych ¢i
zemédeélskych parametrech jako jsou morfologie kotenil, vySka rostlin, vynos, pocet zrn a
jejich hmotnost v jednom klasu, ale také v riznych fyziologickych a biochemickych
parametrech, jako je ucinnost transpirace, obsah chlorofylu, fotosynteticka kapacita nebo
teplota listi (teplota porostu) (Mutava et al., 2011). V posledni dob¢ se k tomu ptidavaji i
parametry meéftitelné pouze metodami molekuldrni biologie (genova exprese apod.).
Vhodnost téchto parametrii pro praktické Slechténi a screening c¢iroku na suchovzdornost
byla studovdna v fad¢ praci. Nasledujici podkapitoly jsou vénovany jejich jednotlivym

skupinam.

2.2.1 SuSina a jeji akumulace a remobilizace v rostliné

Akumulace suSiny a jeji remobilizace béhem obdobi sucha je jednou ze vlastnosti
suchovzdornych genotypii Ciroku pfi jejich odpovédi na stres nedostatkem vody. Jde o
meétitelny parametr, oznacovany jako ARDM (Amounts of Remobilized Dry Matter), ktery je
urcen rozdilem hmotnosti suSiny nadzemni ¢asti rostliny v fazi kveteni a ve fazi zralosti, a
navic byvd cCasto asociovan s parametrem efektivity remobilizace, zkracené REE
(Remobilization Efficiency), ktery ARDM relativizuje. Tato vlastnost se pfitom vice
uplatiiuje za podminek termindlniho sucha, kdy rostlina stihne akumulovat dostatek
sacharidd k vyrovnani se se stresem, nez za podminek sucha jiz béhem faze kveteni. Zda se,
ze pokud u rostlin ¢iroku prob&hne stres suchem jesté béhem jejich reproduktivniho obdobi,
dojde sice k vyraznému sniZzeni vynosu, ale efektivita remobilizace 1 relativni obsah suSiny
vzroste. Zatimco u nékterych suchovzdornych genotypa se hodnoty tohoto parametru témét
neméni za normalnich vs. stresovych podminek, vétSina suchovzdornych genotypt vykazuje

vyznamné vy$§i ARDM 1 REE za podminek nedostatku vody (Beheshti a Behboodi fard,
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2010). V praci Ali et al. (2009) vétSina testovanych pakistanskych suchovzdornych genotypt
¢iroku také vykdzala vy$$i hmotnost suSiny listl, ale n€které genotypy odolné k suchu mély v
tomto parametru ve srovani s kontrolnimi rostlinami naopak prikazné nizsi hodnoty. Vztah
mezi hmotnosti suSiny, jeji akumulaci ¢i remobilizaci a suchovzdornosti tedy u ¢iroku neni

dosud zcela jednoznacny.

2.2.2 Morfologie koient

Hodnoceni miry suchovzdornosti je mozné¢ také na =zakladé¢ srovnavani
morfologickych parametri kofend. Souvisi to se strategii, kdy se rostliny podrobené
nedostatku vody sousttedi na vyvoj kofenového systému a tim se snazi nalézt jiny zdroj vody
lezici ve vétSi hloubce nebo vzdalenosti od jejich stanoviSté. Pakistanské genotypy ciroku
selektované pro odolnost vii¢i suchu vykazaly vétsi délku, tlouStku a hmotnost susiny kofent
a nékteré z téchto genotypli rovnéz mély vyssi hmotnost kofenli v Cerstvém stavu v
porovnani s kontrolnimi rostlinami (Ali et al., 2009). Dale byla u vSech téchto odolnych
genotypll pozorovana vyznamné vysSi prumérna hodnota poméru hmotnosti kofen:pryt, coz
je jeden z nejcastéji hodnocenych morfologickych parametrii ve Slechtitelstvi rostlin na
suchovzdornost (Ali et al, 2011). Stdansky suchovzdorny genotyp c¢iroku prokazal
schopnost vyuzit vodu z hloubky 1-1,5 m pod zemi, coz mu umoznily vyznamné delSi
koteny. Kofeny také mély rozdilnou stavbu a kotfenova sit’ byla husts§i v hlubSich vrstvach
zeminy nez u citlivého genotypu. RovnéZz redukce riistu kofenového systému za podminek
sucha — suchovzdorny genotyp byl stale schopen tvofit tlusté uzlové kotfeny - byla u
suchovzdorného genotypu vyznamné niz$i nez u genotypu citlivého na sucho (Tsuji et al.,
2005). Genotypy citlivé a odolné viici suchu se také vyrazné li$i ristovym uhlem uzlovych
kotentl, kdy odolné rostliny dosahuji mensich hodnot thlu a jsou tak lépe schopny prorustat
do hlubsich vrstev ptudy, pfi¢emz tato variabilita neni nijak ovlivnéna obvyklou dosahovanou
vyskou rostliny, coz bylo potvrzeno 1 v pozd¢jsi praci. Pfitom se vSak bohuzel zda, Ze
architektura kotfenového systému je 1 vzhledem ke slozitosti své regulace b&hem rastu

dédi¢na pouze slabé (Singh ef al., 2011).

2.2.3 Vodni rezim rostliny
2.2.3.1 Transpirace

Jednou ze strategii rostlin, kterou vyuZzivaji k vyrovnani se se stresem suchem a
prostfednictvim jiZ mohou zvysit vynos zrna 1 za neptiznivych podminek, byva konzervace
vody v rostlin€. Totoho efektu lze dosahnout zpomalenim transpirace a soucasné zvySenim

efektivity transpirace za podminek nedostatku vody. Tato strategie umoziuje rostliné si
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uchovat dostatek vody pro ndro¢nou fazi zrdni semen, kterou cCasto sucho doprovazi
(Gholipoor ef al., 2012). Genotypy ¢iroku je mozné rozdélit do dvou skupin dle toho, zda si
pi1 omezeni transpirace zachovavaji vysoky nebo nizky prah frakce odpafitelné vody
(Fraction of Transpirable Soil Water). Ptitom vysoka hodnota tohoto prahu vede k tomu, Ze
tyto genotypy nevykazuji znak konzervace vody za vysSich hodnot deficitu tlaku par (Vapor
Pressure Deficit), zatimco nizkd hodnota prahu je typickd pro ty genotypy, jez limituji
transpiraci 1 za podminek nizkého deficitu tlaku par (Gholipoor ef al., 2012). Tyto genotypy
dosahuji pak uspokojivych vynost za velmi nepfiznivych péstebnich podminek. Nekteré
suchovzdorné genotypy vykazuji mensi snizeni transpiracniho toku pii pusobeni sucha,
zatimco u jinych je sniZzeni tohoto parametru za podminek sucha srovnatelné s genotypy,
které jsou v jinych parametrech hodnoceny jako na sucho citlivé, takZe ani zde neexistuje
jednoznacna souvislost se suchovzdornosti (Tsuji ef al., 2003).

Vysoka efektivita transpirace (Transpiration Efficiency; TE), tedy mnoZstvi
vytvofené biomasy na jednotku transpirované vody, je typicka pro vSechny C4 rostliny.
Jelikoz vy$$i hodnota TE byva doprovazena vyssi akumulaci biomasy nez omezenim
transpirace vody, je tento parametr velmi vhodny pro dalsi Slechténi kifiZzenctl, jeZ budou
vykazovat vysoky vynos i za podminek pisobeni stresori. V piipad¢ ciroku Ize navic
v tomto parametru pozorovat zna¢nou variabilitu mezi genotypy. U testovanych genotypt
¢iroku, znichz vétSina vykazovala znak suchovzdornosti, se efektivita transpirace
pohybovala v zavislosti na stupni vyvoje rostlin kolem 8,8 g kg u genotyp s vysokou
primérnou hodnotou TE a 7,3 g kg u genotypii s nizkym rozmezim zjiiténé TE, piicemz
tento rozdil byl zachovan na riznych péstebnich mistech a je tedy patrné, Ze vysokych nebo
naopak nizkych hodnot TE dosahuji ptisluSné genotypy Ciroku nezavisle na prostredi, v némz
jsou péstovany. Vys§i zméfené¢ hodnoty TE listu pak zpravidla negativné souvisely s
parcidlnim tlakem CO; uvniti rostliny, coz naznacuje spojitost s regulaci zavirani praduchi.

Ovsem tato souvislost opét nebyla u né€kterych genotypii potvrzena (Xin et al., 2009).

2.2.3.2 Efektivita vyuZiti vody

Sucho u vétSiny dosud studovanych genotypu ¢iroku neméni WUE, pificemZ praveé
jeji vyssi troven je typicka pro vSechny C4 travy (Beyel a Briiggemann, 2005). Ve studii, v
niz byl hodnocen tento parametr u ¢asnych, stfednich a pozdnich genotypti Ciroku, se v tomto
parametru vyznamné li§ily pouze rostliny se stfedni dobou dozravani, zatimco u podobné
hodnocenych genotypt prosa (Panicum miliaceum L.) byl rozdil zaznamenan u vSech tii
kategorii (Emendack ef al., 2011). V diivéjsi praci byl ovSem zaznamenan vyznaény rozdil v

parametru WUE mezi genotypy s lesklym a hrubym povrchem svrchni strany listu, kdy
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genotypy s lesklymi listy prokazaly lepsi efektivitu vyuziti vody po celou dobu péstovani a
také vysokou miru dédicnosti tohoto znaku do dalSich generaci. Tyto genotypy pfitom
vykdzaly vysoky stupen variability v odolnosti vii¢i suchu, zatimco genotypy s hrubym
povrchem listli se v suchovzdornosti, ktera byla nizka, mezi sebou neliSily (Maiti ef al.,

1994),

2.2.3.3 Dalsi parametry popisujici vyuZiti vody rostlinou

V parametru relativni obsah vody (Relative Water Content; RWC) vykazuje vétSina
suchovzdornych genotypl ¢iroku vyznamné vyssi hodnoty nez kontrolni rostliny (Ali ef al.,
2009). Vyznamné rozdily v hodnot¢ RWC mezi suchovzdornym a na sucho citlivym
genotypem ciroku byly pozorovany piedevs§im u vzorkl pochazejicich z nejvyse polozenych
listh (Xu et al., 2000). U tii genotypl ¢iroku rizn€ odolnych vici suchu, pochdzejicich
z riznych oblasti Sudanu liSicich se v zasobeni vodou, byly také pozorovany odliSnosti pii
odpovédi na sucho v dalSich parametrech popisujicich vyuziti vody rostlinou. Rozdily byly
zaznamenany zejména ve vodivosti proudéni vody rostlinou (Liquid Water Flow
Conductance) a ve stupni redukce listové plochy oproti kontrolnim rostlindm, které nebyly
vystaveny suchu. Pfitom jeden z genotypil, povazovany za lokalni a ptirozené suchovzdorny,
naopak zachoval primérnou hodnotu vodniho potencidlu v listech 1 za nedostatku vody,
zatimco ostatni dva genotypy, majici sviij piivod v zaplavenych oblastech Sudanu, mély tento
parametr za podminek sucha vyznamné snizen. Zatimco u tohoto suchovzdorného genotypu
nebyl zaznamenan rozdil v RWC v listech v zavislosti na dostupnosti vody, jeden z citlivych
genotypl vykazal za normalnich péstebnich podminek prikazné vyssi RWC nez ostatni dva
genotypy, ale za podminek sucha naopak vykazal mnohem vyraznéjsi redukci RWC neZ oba
zbylé genotypy a u obou citlivych genotypi byla pfitom také vyznamné nizs§i hodnota RWC

nez u suchovzdorného genotypu (Tsuji et al., 2003).

2.2.3.4 Teplota porostu

Teplota porostu je sekundarnim parametrem, ktery je Casto spojovan s otevienosti
pruduchii a vydejem vody rostlinou (jsou-li praduchy zaviené, rostlina nevydava vodu a
neochlazuje tudiz povrch listd). U Ciroku se vSak teplota porostu se liSila mezi genotypy
nezavisle na ptisluSnosti ke skupin¢ a nezavisle na péstebnich podminkach. Obecné plati, ze
rostliny ¢iroku, jez si udrzuji nizsi teplotu porostu, vykazuji vét§i vynosy, nebot’ vyuzivaji
vetsi mnozstvi vody, zatimco rostliny s vyssi teplotou porostu vodu vice zadrzuji a jsou tak

schopny 1épe odoladvat podminkdm sucha (Mutava et al., 2011).
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2.2.4 Fotosyntéza a stay green fenotyp
2.2.4.1 Primarni fotosyntetické procesy

Parametry souvisejici s efektivitou fotosyntézy jsou dalsi skupinou, u niz se studuje
mozna souvislost se suchovzdornosti ¢iroku. Pfi méfeni uCinnosti primdrnich
fotosyntetickych procest se €asto vyuziva metody analyzy OJIP kiivky indukce fluorescence
chlorofylu a (viz kap. 4.3.6). Z prabéhu této kiivky lze vypocist hodnoty efektivity prenosu
nebo naopak disipace energie v jednotlivych reak¢nich mistech fotosyntetického elektron-
transportniho fetézce. Egyptské genotypy Ciroku podrobené kratkodobému stresu suchem
vykdzaly bud’ jen nevyznamné malé nebo v pfipad€é genotypu nejtolerantnéjSiho k suchu
7zadné zmény v pribéhu OJIP kiivky v porovnani s kontrolnimi rostlinami péstovanymi za
normalnich podminek (Jedmowski et al., 2013). Zda se, ze by zde mohl byt potencial pro

budouci vyuziti této metody pro ucely zjistovani miry suchovzdornosti ¢iroku.

2.2.4.2 Fotosyntetické pigmenty

Vyznamnou roli ve funkci celého fotosyntetického aparatu hraji fotosyntetické
pigmenty, obsazené ve svétlosbérnych anténach, jez jsou soucésti fotosystémi. Jejich
pfiblizny obsah lze zjistit napt. pomoci nedestruktivnich metod méfeni riznych indexi
spektralni odrazivosti (Sims a Gamon, 2002), nebo také pomoci tzv. SPAD (Soil Plant
Analysis Development) ptistroje, ktery méti absorbanci (resp. transmitanci) listu pro zafeni
ve dvou vinovych délkach (Yadava, 1986). S jejich vyuzitim bylo prokazano, ze zatimco u
genotypl Ciroku citlivych na sucho dochazi béhem nedostatku vody k poklesu obsahu vSech
fotosyntetickych pigmentt, u suchovzdornych genotypii byl tento pokles pouze maly a
statisticky neprikazny, coZ naznacuje, ze vysoky obsah pigmentl v rostlinném pletivu by
mohl byt zésadni pro vyrovnavani se s nedostatkem vody (Talwar et al., 2009). Sledovani
obsahu fotosyntetickych pigmentt by tedy mohlo byt do budoucna vyznamnou metodou pro
screening a Slechténi suchovzdornych genotypt Ciroku. Pfitom nezalezi, ve které vyvojové
fazi je rostlina podrobena stresu suchem — vyznamny pokles obsahu pigmentt byl u citlivého
genotypu cukrového c¢iroku zaznamenan nezavisle na tom, zda byl stres navozen ve

vegetativni ¢i reprodukéni fazi nebo ve fazi zrani semen (Neto ef al., 2009).

2.2.4.3 Stay-green fenotyp

V ptipadé Slechténi ¢iroku na odolnost vici suchu se nejéastéji vyuziva fenoménu tzv.
stay-green fenotypu. Ten byl uz v minulosti popsan jako nejlépe charakterizovatelny rys,

ktery ptfispiva k adaptaci ¢iroku na podminky terminalniho sucha (Rosenow a Clark, 1981).
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Jedna se o genetické varianty s opozdénou senescenci listii, u nichz je ¢astetné nebo zcela
zamezeno rozkladu fotosyntetick€ého aparatu ve stdrnoucim listovém pletivu. Spolecnym
rysem senescence je ubytek obsahu chlorofylu v listovém pletivu, coZ je jev pozorovatelny i
pouhym okem, a také progresivni pokles fotosyntetické kapacity, jejimz disledkem jsou
Spatna kvalita zrna a tim i1 redukce vynosu z péstovanych plodin (Xu et al., 2000).
Senescence listli vSak na druhou stranu miize rostlinu za podminek docasného sucha chranit
pied nadmérnymi ztratami vody (Beyel a Briiggemann, 2005). Ptestoze stay-green fenotyp
ma u vSech druhti a genotypii velmi podobny projev, genetické a fyziologické cesty vedouci
k tomuto rysu jsou rozmanité (Thomas a Howarth, 2000).

Popséano bylo 5 rlznych zptsobt, kterymi stay-green genotypy oddaluji senescenci
listi (Obr. 5). Typ A je zpusob, kdy je senescence navozena pozd€ji nez u normdlnich
genotypl, ale jeji prib&h je poté normalni. U chovani typu B je senescence navozena v
obvyklém case, ale jeji pribéh je v porovnani s ostatnimi genotypy stejného druhu zna¢né
zpomalen. V ptipadé typu C je chlorofyl v listech ve vétSi nebo mensi mife zadrZovan, ale
meéfeni fotosyntetické kapacity ¢i jinych fyziologickych parametri ukazuje, Ze senescence
pfitom probiha normalni rychlosti, tudiz se jedna spiSe o “kosmeticky” jev. Dals$i moznosti
udrzeni fotosyntetickych pigmentl v pletivu je rychlé zmrazeni nebo naopak var (tj. rychla
smrt pletiva) a tento druh stay-green strategie je oznacovan jako typ D. V posledni dobé byl
definovan typ E, kdy pribéh a naCasovdni senescence je standardni, pouze obsah
fotosyntetickych pigmentti je vyznamné vys$i po celou dobu Zzivota rostliny. Pfitom ale
fotosynteticka kapacita ziistdva zachovana, protoze vyssi je pouze obsah fotosyntetickych
barviv, ale obsah vSech ostatnich slozek fotosystémi je stejny jako u senescentnich genotypt

(Thomas a Howarth, 2000).

Morfologicke, fyziologické a biochemické parametry spojené se stay-green fenotypem

Mace et al. (2012) prokazali souvislost mezi stay-green fenotypem a rastovym tthlem
uzlovych kotfenli. Z fyziologického hlediska se stay-green fenotyp zdd byt disledkem
rovnovahy mezi poptavkou zrna po zvySeni hladiny dusiku a podporou jeho dodavky
translokaci z vegetativni €asti rostliny a jeho pfijmem kofeny b&hem zrani zrna (Borrell a
Hammer, 2000). Stay-green kiizenci asimiluji vice dusiku a maji vyssSi specificky obsah
dusiku v listovém pletivu (Borrell et al., 2001). Dilezitou roli v téchto procesech hraje
zvySena hladina kyseliny abscisové (ABA), jiz je regulovana exprese celé fady geni
asociovanych s odpovédi na stresové podminky a jez zaroven reguluje uroven otevirani
stomat a jiné fyziologické d¢je, a naopak snizend hladina ethylenu a dalSich rostlinnych

cytokinini (House, 1985). U stay-green genotypu Ciroku byl také prokézan vyssi obsah
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sachar6zy ve vSech métfenych listech nez u genotypl nevykazujicich stay-green fenotyp, u
nichz se zaroven liSil obsah sachar6zy mezi jednotlivymi méfenymi listy a ten navic vzristal
béhem zrani (Burke er al, 2010). Pfitom v diivéj$i praci byla u trpasliciho stay-green
genotypu B35 popséna nizsi Groven syntézy sachardzy za podminek dostate¢né zavlahy nez u
genotypu oznaCovaného za senescentni (Sowder et al., 1997). Mezi stay-green a
senescentnimi genotypy byl rovnéZz zaznamenin vyznamny rozdil ve kvantovém vytézku

primarnich déji fotosyntézy béhem kratkodobého stresu suchem, a to ve prospech stay-green

genotypu (Burke ef al., 2010).

Typ A Normal Typ B

Normalni iniciace,
pomalejii priibéh

Zpozdéna miciace,
normakh pribéh

N

Normali miciace i
pribéh, léze,
degradace chlorofylu

— A
4 )
Typ C j/ 0 Typ D \\ Typ E

Rvehla smt Zvyseny obsah chlorofyli,
; iniciace i prithéh

pletiva
senescence normalni

CAS ey

Obr. 5. Pét moznych strategii stay-green genotypi pii oddalovani senescence listi. Nepterusovana kiivka
odpovida prubéhu zmén v obsahu chlorofylu v listech, puntikovana kiivka znac¢i normalni pribéh (u genotypu,
které nejsou stay-green) a slabé teckovana kiivka popisuje pribéh hodnot fotosyntetické kapacity. Prevzato a
upraveno podle Thomas a Howarth (2000).

QTL mapovani stay-green lokusii

Komplexnost odpovédi na stres suchem ¢ini stay-green fenomén obtizné studovatelny
za pomoci tradi¢nich genetickych a fyziologickych metod. Proto je v posledni dobé
provadena stale Castéji molekularni analyza stay-green genotypii ¢iroku za pomoci metody
QTL. Vysledkem téchto QTL studii byla identifikace nékolika genomickych oblasti
spojenych s odolnosti vii¢i stresorim v obdobi po vyvoji kvétenstvi (Gebre, 2009). Zpocatku
bylo detekovano Sest rtiznych stay-green QTL patticich do péti vazebnych skupin, z nichz
QTL lezici ve tfech téchto vazebnych skupindch byly rovnéz pozitivné spojeny s vySSim

vynosem zrna v podminkich dostatecného zavlaZzovani (Tuinstra et al., 1997). To mize

24



indikovat fyziologickou souvislost mezi expresi stay-green genii béhem sucha po obdobi
kvétu a vynosu zrna za podminek dostatecné zavlahy (Gebre, 2009). Posléze byly
identifikovany Ctyfi hlavni stay-green QTL, oznacené jako Stgl, Stg2, Stg3 a Stg4, a nékolik
dalSich minoritnich lokusii, zna¢ené nejcastéji Stg4-J, které¢ mohou modulovat miru exprese
stay-green fenotypu (Harris et al., 2007). Lokusy Stgl a Stg2 jsou lokalizovany na
chromozomu SBI-03 a vysvétluji ~20 % , resp. ~30 % genetické variability u daného znaku
(Xu et al., 2000). Lokus Stg3 lezi na chromozomu SBI-02 a Stg4 na chromozomu SBI-05 a
vysvétluji ~16 % , resp. 10 % fenotypové variability (Sanchez et al., 2002). U kfizenct
odvozenych od genotypu B35, ktery se Casto vyuziva jako donor téchto stay-green QTL, je
tedy mira jejich ptispévku ke stay-green genotypu hodnocena jako Stg2>Stgl>Stg3>Stg4.
Pfitom ty genomické oblasti, které odpovidaji lokustiim Szg/ a Stg2, obsahuji geny, jejichz
exprese je regulovdna hladinou ABA, a také geny pro klicové enzymy fotosyntetického
aparatu a heat-shock proteiny (Gebre, 2009). V praci Xu et al. (2000) byly zaroven popsany
titi QTL majici souvislost s udrzovanim obsahu chlorofylu v listech, které dohromady
podminuji 25-30 % pozorovatelné fenotypove variability.

Stay-green QTL byl rovnéz nalezen na chromozomu SBI-01 (Kebede et al., 2000). V
jiné studii, kde byly k mapovani vyuZity introgresni linie odvozené kiiZenim B35 s genotypy
Tx7000 a Tx430, bylo identifikovano dalSich sedm stay-green lokusu, z nichz tti hlavni
(StgAd, StgD a StgG) ptispivaji ke stay-green fenotypu ze 42 %, a Ctyi1 minoritni lokusy
(StgB, Stgl 1, Stgl.2 a StgJ) vysvétluji dalSich 25 % genetické variability stay-green fenotypu
(Crasta et al., 1999).

Jako donor stay-green QTL je Casto také vyuzivan genotyp E36-1. V ptipad¢ jeho
kiizencti s genotypy IS9830 a N13 bylo detekovano nékolik dalSich stay-green QTL,
vysvétlujicich 31-42 % fenotypové variability, z nichz tf1 hlavni, leZici v regionech LG A
(chromozom SBI-01), LG E (chromozom SBI-07) a LG G (SBI-10) pochézeji pravé od
donorového rodi¢e E36-1 (Haussmann et al., 2012). Tyto lokusy, spole¢né se stay-green
QTL pochézejicimi z donorového genotypu B35, jsou potencidlnimi kandidaty pro pienos
stay-green znaku na mistné ptizpisobené elitni genotypy ¢iroku (Gebre, 2009). Popsany byly
také Cetné epistatické interakce jednak mezi samotnymi geny lezici v oblastech téchto stay-
green QTL a rovnéz mezi témito geny stay-green lokusi a geny lezicimi v ostatnich

oblastech genomu Ciroku (Subudhi ef al., 2000).

Analyza stay-green fenotypu pomoci SSR markerii

Dal§im moZnym piistupem pii screeningu a selekci suchovzdornych genotypt ¢iroku

je molekularni metoda vyuzivajici analyzu pfitomnosti nebo absence konkrétnich alel Simple
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Sequence Repeat (SSR) markerii. Pomoci této metody byl vytvofen genotypovy dendrogram
pro 100 riznych genotypt ¢iroku, pochazejicich z odlisSnych geografickych oblasti, u nichz
byl v rizné mife pozorovan fenotypovy projev stay-green znaku. Nalezeno bylo 13 rtiznych
SSR markeri s vy§§im ¢i niz§im stupném polymorfismu piisluSnych alel (2-9 rtznych
polymorfnich alel) (Rajarajan a Ganesamurthy, 2011). Jelikoz je zaroven moZné
kvantifikovat miru projevu stay-green znaku na zékladé fyziologickych a morfologickych
parametra jako jsou rychlost senescence listli a pfedevSim pak vyhoda ve vynosu zrna za
podminek termindlniho sucha v porovnani s genotypy, jeZ tento znak nevykazuji, bylo mozné
hodnotit miru asociace jednotlivych pfitomnych SSR markert se stay-green fenotypem a na
zaklad¢ tohoto hodnoceni rozdélit testované genotypy cCiroku do 27 podskupin, jimZz
odpovidaji vétve genotypového dendrogramu. Toto rozdéleni pfitom v zasadé¢ neodpovida
geografickému ptivodu jednotlivych genotypli, coz mimo jiné ukazuje na vysokou miru
variability mezi genotypy pochazejicimi z jedné oblasti. V podskupinach VII a XV se
nachazeji genotypy, které sice v men$i mife vykazovaly stay-green znak, ale posléze se
ukazaly byt spiSe citlivé vici stresu suchem. Zda se tedy, ze v jejich genomu chybi stay-
green specifické geny, ¢imz jsou tyto genotypy vhodné zejména pro péstovani v bohaté
zavlazovanych lokalitach (Rajarajan a Ganesamurthy, 2011). Molekularni analyza SSR
markert se do budoucna zda byt velmi ptinosnou a pomérné rychlou metodou pro Slechténi,

screening a selekci vyhodnych hybrida s Zzadoucimi vlastnostmi, a to nejen v ptipad¢ ¢iroku.

2.2.4.4 Fotosyntetické enzymy

U suchovzornych genotypli Ciroku byly také sledovany biochemické parametry
popisujici enzymovou aktivitu nékterych enzymii fotosyntetického aparatu C4 rostlin, jako
jsou Rubisco, PEPC nebo pyruvatfosfatdikinaza (PPDK) (Beyel a Briiggemann, 2005). Jejich
enzymova aktivita je pfitom limitovana mimo jiné zaviranim praduchti, coz je jedna z
prvotnich odpovédi rostlin na sucho. Vzrist mnoZstvi téchto enzymil u stresovanych rostlin
je rovnéz pomern¢ Castym jevem a ma ziejme do jisté miry eliminovat sniZzenou enzymovou
aktivitu. Ta v ptipadé PPDK u kontrolnich rostlin ¢iroku odpovidala souasné métené Cisté
rychlosti fotosyntézy, zatimco u stresovanych rostlin byla enzymova aktivita vyznamné vyssi
a prevysSovala rychlost fotosyntézy. Aktivita PEPC je negativné ovlivnéna hladinou malatu,
ktery se v pletivu béhem stresu suchem obvykle akumuluje, a také hodnotou pH. Hladina
malatu reguluje zaroven aktivitu enzymu Rubisco, jehoz mnozstvi ani aktivita se vSak v
tomto pokusu mezi jednotlivymi genotypy <Ciroku prokazatelné¢ neliSily (Beyel a
Briiggemann, 2005). V jiné praci bylo pfitom u stresovanych rostlin suchovzdorného

genotypu E36-1 a Castecné také u genotypu M35-1 zaznamenano vyS$$i mnozstvi Rubisco,
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vys$i aktivita PEPC a vyssi efektivita fotosyntézy v porovndni s ostatnimi testovanymi
suchovzdornymi genotypy, a to i1 pfesto, ze u vSech stresovanych rostlin vSech genotypt
doslo k poklesu obsahu chlorofylu v listovém pletivu o 20-30 % (Jagtap et al., 1998). Zda se
tedy, ze ani tyto parametry nejsou jednozna¢né vyuzitelné pro Slechténi a screening ¢iroku na

suchovzdornost.

2.2.5 Ochrana pied poskozenim bunék
2.2.5.1 Antioxidacni enzymy

Antioxida¢ni enzymy jako superoxiddismutdza (SOD), askorbatperoxidaza (PO) nebo
katalaza (CAT) jsou dileZitou enzymatickou vybavou rostlin ti€astnici se odpovédi na stres
suchem a odolnosti vii¢i nasledktim pusobeni abiotickych stresorti cestou odstranovani
volnych kyslikovych radikalti (ROS). U genotypu ¢iroku, ktery byl hodnocen jako citlivy na
sucho a dalsi abiotické stresory (vysokou teplotu a ozéafenost), doslo k mnohem vyssi
peroxidaci lipidickych membran za plsobeni vSech tfi typil stresi nez u suchovzdornych
genotypil, coz je ziejm¢ dusledkem toho, Ze tento genotyp nevykazal vyznamné zvySeni
obsahu antioxida¢nich enzymt za stresovych podminek (Jagtap a Bhargava, 1995).
Suchovzdorné genotypy ciroku se ale ve zplsobu adaptace na nedostatek vody a tedy i
zneSkodiiovani ROS lisily - nékteré uptfednostiiovaly zvySovani mnozstvi a aktivity CAT,
jiné genotypy, napiiklad E36-1, vykazujici vyS$§i miru ptizplsobeni na sucho, vyrazné
zvySovaly za téchto podminek mnoZstvi SOD a vétSinou také PO. V kazdém piipad¢ se zda,
ze genové manipulace vedouci ke zvySeni exprese genli kodujicich ptislusné antioxidacni
enzymy by mohly vést k navozeni vys§i miry odolnosti vii¢i abiotickych stresorim u takto

transformovanych rostlin.

2.2.5.2 Prolin

Prolin je aminokyselina tzce spjatd s odolnosti vii¢i riiznym abiotickym stresortim,
zejména suchu. Byva charakterizovan jako kompatibilni solut a osmoprotektant, ktery chrani
bunééné struktury pied piisobenim vysoké osmolarity a ROS, které druhotné¢ vznikaji béhem
stresovych obdobi. U suchovzdornych genotypt ¢iroku byla pozorovdna vysoka mira
akumulace prolinu béhem obdobi nedostatku vody, zatimco u citlivych genotypli vyznamny
rozdil hladin prolinu mezi stresovanymi vs. kontrolnimi skupinami zjistén nebyl
(Sivaramakrishnan et al., 1988). Nahly vzrist mnozstvi prolinu v listovém pletivu
suchovzdornych linii ¢iroku je pozorovatelny, jakmile dojde k poklesu vodniho potencidlu a
relativniho obsahu vody v listu. Rostlina prolin akumuluje pfevazné v zelenych listech,

zatimco v pletivu uschlych ¢i opadanych listii nebyl prakticky nalezen. Jde ptfitom o docasny
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stav, kdy se po ukonceni stresu suchem mnozstvi prolinu navrati na uroveit kontrolnich
rostlin stejného genotypu jiz béhem nékolika dni (Sivaramakrishnan et al., 1988). Zda se, Ze
prolin je 1 vpfipad¢ Ciroku jednim znastroji rostliny pfispivajici k jejimu rychlejSimu
zotaveni po plisobeni sucha, a to zejména u téch genotypti, jez vykazuji zvySenou schopnost

odolavat nedostatku vody.

2.2.5.3 Manitol

V ptipadé Ciroku se také v nedavné dobé objevila prace, v niz byla u genotypu
citlivého na abiotické stresory uméle posilena draha syntézy manitolu transformaci rostlin
genem kodujicim  manitol-1-fosfatdehydrogenazu (mt/l), pochéazejicim z bakterie
Escherichia coli. Transgenni rostliny staré¢ 15 dnli vykazovaly vyznamné vyssi klicivost za
ptitomnosti 0,2 M NaCl a také vyznamné vétsi primérné hodnoty délky kotenil a prytu za
podminek zasoleni a nedostatku vody v porovnani s netransformovanymi rostlinami.
Transgenni rostliny si také byly schopny zachovat vy$si RWC v listu a po zotaveni se z
nedostatku vody vytvofily v priméru 2,8x del§i kofeny a 1,7x del§i pryt nez
netransformované rostliny (Maheswari et al., 2010). Ackoliv tyto vysledky poukazuji na
ucinek manitolu v odolnosti vii¢i suchu a vyS$§imu zasoleni, cil a mechanismus uc¢inku vysoké
koncentrace manitolu v rostlindch ¢iroku dosud neni ziejmy. Pravdépodobné bude, podobné
jako u nékterych dalSich rostlinnych druhii, fungovat jako osmoprotektant a kompatibilni

solut.

2.2.5.4 Dehydriny a jiné LEA proteiny

Suchovzdornost u ¢iroku souvisi 1 se zvySenou produkci nékterych antistresovych
proteintl, jejichz syntéza v rostlinach probiha ¢asto v malé mife konstitutivné a jeji mira pak
vyznamné vzrustd za nedostatku vody. Jednd se zejména o tzv. dehydriny, patfici do rodiny
tzv. LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteini. PfestoZze u dehydrinti nebyla nikdy
odhalena Z74dnd enzymova aktivita, kterda by vysvétlovala jejich funkci pro vznik
suchovzdornosti rostlin, a ani jiny mechanismus jejich plisobeni béhem stresu prozatim neni
znam, je jisté, ze spolu s prolinem a dal§imi proteinovymi produkty geni, jejichZ exprese je
indukovatelna abiotickymi stresy, hraji vyznamnou ulohu pi#i ochrané vnitiniho prosttedi
rostliny vii¢i piisobeni stresord.

V ptipad¢ ¢iroku byl jako prvni odhalen hydrofilni peptid oznaCovany jako DHNI,
ktery se vyskytuje jak u genotypli odolnych, tak citlivych vici suchu. Je kédovan genem
dhnl, jehoz exprese prudce vzrista pii pisobeni sucha a jez je mimo jiné ziejme regulovana

hladinou ABA, podobné jako je tomu u dalSich gen kodujicich tyto stresové proteiny
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(Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2007). PtisluSnd mRNA 1 pravdépodobny proteinovy
produkt, ktery méa molekulovou hmotnost okolo 21 kDa a je tedy mnohem vétsi nez 16,3 kDa
peptid predikovany na zédkladé cDNA (Complementary DNA) sekvence, byly v mnohem vétsi
mife zjiStény v pletivu dospélych rostlin nez v pletivu mladych rostlin (Wood a Goldsbrough,
1997). Dale bylo u ¢iroku odhaleno 11 genii s rtiznou mirou podobnosti s geny etablovanymi
u jinych rostlinnych druhti jako geny kddujici dehydriny nebo LEA proteiny. Mira exprese
téchto genli byla n¢kolikrat vyssi pfi pusobeni stresu suchem a vysokym stupném zasoleni. U
genu dhn2 byla pozorovana 10-20x% vySSi exprese v kofenech, a to 1 za nestresovych
podminek (Buchanan et al., 2005). AvSak vzhledem ktomu, Ze nebyly pozorovany
vyznamné rozdily v expresi téchto inducibilnich genti u odolnych a citlivych genotypi ¢iroku
béhem sucha, neni mozné tyto vysledky vyuzit pro vysvétleni rozdili mezi nimi (Wood a
Goldsbrough, 1997).

Kromé dehydrind a LEA proteind, jejichZ varianty se nachazeji 1 u jinych druht
rostlin, byl u ¢iroku identifikovan specificky protein oznaceny posléze jako BsCyp. Jde také
o hydrofilni a navic varu odolny protein, ktery zlstdva rozpustny i za vysokych teplot,
podobné jako LEA proteiny. K jeho syntéze dochdzelo u testovaného genotypu Ciroku pii
stresu suchem, vysokou teplotou a také pii podani exogennich ddvek ABA (Sharma a
Vasudeva, 2006). Pokud by se v budoucich pokusech potvrdil rozdil v proteosyntéze BsCyp
mezi odolnymi a citlivymi genotypy za podminek sucha, mohl by tento protein poslouZit jako

dals$i marker suchovzdornosti u ¢iroku.

2.2.6 Transkrip¢ni faktory

Studium genové exprese a jeji rozdilnosti mezi genotypy tolerujicimi sucho a
citlivymi na sucho za podminek nedostatku vody je dalsi klicovou metodou, ktera umoznuje
lIépe pochopit molekularni mechanismy suchovzdornosti ¢iroku. V pracich Buchanan et al.
(2005) a Dugas et al. (2011) byla analyza transkriptomu provedena u rostlin ¢iroku, jez byly
podrobeny stresu suchem, stresu nadbytkem soli a exogennimu podani ABA, pfi¢emz stres
suchem byl navozen pomoci 20% polyethylenglykolu. Vyznamné odliSnosti ve slozeni
transkriptomu byly zaznamendny jak mezi genotypy v ramci jednoho typu pestovani a také u
kazdého genotypu mezi riiznymi typy péstebnich stresi, tak 1 mezi prytem a kofenem téchze
rostlinnych genotypi pi1 plsobeni riznych typl stresu. U vice nez 1000 gend bylo po
zahajeni vSech tfi typa stresu zjiSténo vice jak dvojnasobné zvySeni miry exprese, coz
indikuje, Ze vice nez 4 % vSech genl nachazejicich se v genomu Ciroku ma spojitost
s odpovédi na stres suchem ¢i vysokym zasolenim nebo reaguji na vysokou koncentraci ABA

(Buchanan et al., 2005). Zaroven rostliny vystavené stresu suchem a vysoké koncentraci soli
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(coz bylo v obou ptfipadech doprovazeno ztratou bunécného turgoru) bud’ ve velké mife
akumulovaly ABA nebo ptipadné stfidaly rizné dréhy jeji distribuce rostlinnymi pletivy. Ta
pak spole¢né s dalsimi fytohormony pfimo nebo nepiimo ovlivnila expresi geni kodujicich
transkripéni faktory spjaté s odolnosti viici abiotickym stresorim. U ¢iroku bylo odhaleno 22
takovychto gend, jejichz exprese souvisi s odpoveédi na stres suchem a jejichz proteinové
produkty se vdzou na rizné cis-elementy vyskytujici se v promotorovych oblastech jinych
gent, jejichz produkty se pfimo UcCastni vyrovnani se s pusobenim stresortt (Buchanan et al.,
2005). Porovnanim transkriptomu genotypt ciroku sjiz znamymi transkriptomy ryze,
kukufice a husenicku bylo dale odhaleno vice nez 50 rtiznych ortologli gent, jejichZ exprese
byla modulovana piisobenim zminénych stresorii, avSak o jejichz funkci dosud nebylo nic
znamo (Dugas et al., 2011). V jiné praci zaméfené na analyzu transkriptomu byla v kli¢icich
semenech ¢iroku nalezena 581 pb dlouha sekvence, oznacend jako SHESTS, jejiz transkripce
indukovana za podminek sucha byla po 30 dnech péstovani vyznamné sniZzena pouze u
genotypu citlivého na sucho, zatimco u odolnych genotypti byla jeji mira zachovana nebo
dokonce vyznamné vzrostla. Jde pfitom o sekvenci bez homologie k zatim znamym

sekvencim a mechanismus jejiho pisobeni neni prozatim objasnén (Sharma et al., 2005).

2.2.7 Obsah biogennich prvki

Hodnoceni suchovzdornosti rostlin je také mozné provadét pomoci modernich
analyzacnich technik, jez dokazi presné¢ zméfit obsah jednotlivych chemickych prvki
v rostliné. Jednd se o techniku méfeni rozptylu energie rentgenové fluorescence (Energy
Dispersive X-Ray Fluorescence; EDXRF), kterd je vhodna k méfeni koncentrace kovovych
prvki v rostlinném pletivu. Jejim prostfednictvim bylo odhaleno, Ze zejména v semenech a
mladych rostlinkach suchovzdornych genotypli ¢iroku se nachézeji Fe a K ve vyznamné
vysSich koncentracich nez u citlivych genotypli. Vyznamné odliSnosti byly u nckterych
odolnych genotypil zaznamendny také v koncentraci Zn. U citlivych genotypli naopak
vzristala koncentrace Fe v pribéhu zrani a v obdobi zralosti pak byla vyznamné vyssi nez u
odolnych genotypi (Abu Assar et al., 2002). Koncentrace ostatnich biotickych prvkl se
vyznamné neliSily a ziejmé zaviseji spiSe na péstebnich podminkach a tedy jejich dostupnosti
v pudé. Piitom optimalni obsah K v piidé a tim 1 jeho zvySeny piijem a obsah v rostling
vyznamné ovliviiuje schopnost odoldvat suchu, a to nejen v piipadé suchovzdornych
genotypl Ciroku (Asgharipour a Heidari, 2011). EDXRF je jednou z dalSich rychlych a
nedestruktivnich technik, jeZ by mohla v budoucnu najit SirSi vyuZiti pfi screeningu novych
nebo dosud neprozkoumanych genotypii ¢iroku na odolnost vii¢i nejcastéjSim abiotickym

stresorum.
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2.2.8 Ethylen

Produkce ethylenu, ktery je povazovan za fytohormon spjaty se senescenci rostlin,
byla sledovana u mladych rostlin ¢iroku (genotypu odolné¢ho k suchu a genotypu citlivého
k suchu), jez byly podrobeny kratkodobému stresu nedostatkem vody a poté byla jeji
dodavka opét obnovena (Zhang a Kirkham, 1991). Rozdil v produkci tohoto plynu mezi
genotypy byl zaznamenan ptedevSim po 6 hodinach stresu, pficemz po delSsi dob& byla
produkce ethylenu u citlivého genotypu jiz srovnatelnd nebo dokonce vyS§i nez u
suchovzdorného genotypu ve stejné fazi stresu. Zda se tedy, ze mnozstvi produkovaného
ethylenu neodrazi az tak schopnost konkrétniho genotypu ¢iroku odoldvat stresu jako spiSe

miru nedostatku vody, tedy stres, jez na rostlinu aktualné plisobi (Zhang a Kirkham, 1991).

2.2.9 Shrnuti

Vhodnost jednotlivych metod vyuzitelnych pro screening ¢iroku na suchovzdornost je
prokazatelné souvislosti mezi hodnotami méfen¢ho parametru a suchovzdornosti/citlivosti
k suchu u jednotlivych genotypi. Ackoliv vriznych vySe zminénych pracich byla tato
souvislost u fady parametrli popsana, jini autofi, pracujici s odliSnymi genotypy, ji zase
vyvratili a neda se tedy fici, Ze by méla obecnou platnost. To plati napt. pro vétSinu
parametrll popisujicich vodni reZim rostliny, ARDM a REE, obsah ¢i aktivitu
fotosyntetickych enzymi, produkci ethylenu ¢i obsah antistresovych proteint typu dehydrint
aj. U jinych parametrii se zatim souvislost se suchovzdornosti zda byt jednoznacnéjsi (1 kdyz
autofi, ktefi ji popisuji, ¢asto hodnotili pouze malé mnozstvi genotypil), problémem vsak je
relativné velka pracnost a c¢asovd naro¢nost piisluSnych metod méfeni, vpodstaté
znemoznujici praktické pouZiti pfi screeningu nebo selekci, kdy je vyZadovano hodnoceni
velkych pocti testovanych rostlin (napt. rizné parametry morfologie kofenti, obsah ¢i
aktivita antioxidantii a osmoprotektant(t). V nékterych ptipadech také neni zcela ziejmé, zda
by ptislusné parametry vypovidaly o suchovzdornosti za jakychkoli podminek sucha a pii
hodnoceni rostlin v jakémkoli vyvojovém stadiu.

Zatim nejvhodnégj$im parametrem pro Slechténi a screening na suchovzdornost se u
¢iroku zda byt stay-green tfenotyp. Molekularni metody pracujici se stay-green QTL jsou sice
znacné vypovidajici a jejich vysledky se zdaji byt jednoznacné, ale zaroven jsou financné 1
casov¢ vice nakladné a kladou vysoké dovednostni a intelektualni naroky na hodnotitele.
Z tohoto hlediska se zdaji byt lepsi metody vyuzivajici méteni spektralni odrazivosti listl a
fluorescence chlorofylu a. Jejich vyhodou je rychlost a tudiz moznost testovat mnoho rostlin

najednou a v disledku jejich nedestruktivni povahy také moZznost opakovani méfeni, coz
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umoznuje sledovat 1 dynamiku odolnosti a pribéh senescence napt. za riznych podminek.
Jejich interpretovatelnost vSak nemusi byt pfi malych souborech rostlin dostate¢na (to
pochopiteln€ plati 1 o vétSiné ostatnich metod).

Razné ,,molekuldrné-biologické™ parametry (exprese specifickych genli, mnoZzstvi
urcitych proteinli apod.) zatim u ¢iroku nejsou natolik dostatecné prostudovany, aby bylo
mozné jejich vhodnost pro Slechténi na suchovzdornost u tohoto rostlinného druhu
jednoznaéné doporucdit. Slibnou vyhlidkou do budoucna mohou byt metody genového
inzenyrstvi rostlin, 1 kdyz ¢irok vtomto ohledu znaéné zaostava za jinymi druhy

zemédélskych plodin (pfedevsim ryZzi, ale 1 pSenici nebo kukuftici) (Deikman et al., 2012).
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3. Cile prace

e 7zjistit, zda je mozné genotypy Ciroku dvoubarevného, vySlechténé pro podminky

péstovani v Indii, Gsp&$né péstovat v polnich podminkach i v Ceské republice

e ov¢iit, zda je moZzno pro testovani odolnosti genotypli Ciroku k suchu vyuZzit mladé

rostliny péstované v podminkach nadobovych (sklenikovych) pokust
e 7zjistit moznosti vyuziti vybranych metod méfeni fotosyntetickych (ptipadné dalSich)

parametri k rozliSeni riznych genotypii Ciroku na zékladé jejich predpokladané

suchovzdornosti
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4. Material a metody

4.1 Pouzity rostlinny material

Pro ucely pokust byly vybrany ctyfi linie ¢iroku (S. bicolor var. eusorghum): R16,
S35, B35 a E36-1, které jsou Casto pouzivany ve Slechténi na odolnost vii¢i suchu. Linie R16
byla vySlechténa v Directorate of Sorghum Research (DSR) v Indii a je odvozena z genotypti
[S2950 a M35-1. Patti do skupiny durra, v indickych podminkéch je fazena mezi rabi
(zimni) genotypy, je pro ni charakteristicka ¢asnd senescence a trpasli¢i fenotyp. Linie S35
byla vyslechténa v Ustavu ICRISAT v Indii na zakladé kiiZzeni rodic SPV 35, E35-1 a CS
3541. Patti do skupiny caudatum, v indickych podminkéch je rovnéz fazena mezi rabi
(zimni) genotypy, vyznacuje se ¢asnou senescenci, jeji stébla maji vysoky obsah cukru. Linie
B35 (v soucasnosti znacend také jako BTx642) byla vySlechténa v Texas Agricultural
Experiment Station (Texas AgriLife Research, soucast Texas A&M) v USA. Je odvozena of
etiopskeé krajoveé odridy IS12555, patti do skupiny durra a vyznauje se pozdni senescenci a
vyrazné trpaslicim fenotypem. PouZiva se ve Slechténi na odolnost k suchu jako zdroj stay-
green QTL. Linie E36-1 je krajovd odriida piivodem z Etiopie, patii do skupiny guinea-
caudatum, je pro ni charakteristickd ¢asna senescence, stébla s vysokym obsahem cukru a
trpasli¢i fenotyp a stejné jako B35 se pouziva ve Slechténi na odolnost k suchu jako zdroj
stay-green QTL (stay-green fenotyp vSak podle Thomas a Howarth (2000) ziejmé vykazuje
pouze v podminkach sucha).

Kromé téchto ctyt linii bylo do pokusu zahrnuto celkem 11 tzv. QTL-introgresnich
linii (IL) ¢iroku vzniklych 3-4 generacemi zpétného kiiZeni linie B35 na linii S35 nebo linii
R16. Tyto IL byly vySlechtény v poslednich nékolika letech v ICRISAT, odkud také
pochézelo veskeré osivo, z n¢hoz byly rostliny pouzité v této praci vypéstovany. Jelikoz se
jedna o nedavno vySlechténé genotypy, je znamo jejich genetické pozadi, avSak jejich
fenotypovy projev prozatim neni pfili§ prozkouman. Prehled téchto IL je uveden v Tab. 1.
Kiizeni a nésledna selekce IL byly v ICRISAT provadény tak, aby se z donorové linie B35
do potomstva pienesl vzdy pouze jeden ze Sesti znamych stay-green QTL (Stg 1, Stg 2, Stg
3, Stg 4, Stg A, Stg B) (Vadez et al., 2011).
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Tab. 1. Stay-green QTL-introgresni linie zkoumané v této praci, piipravené zpétnym kfizenim linie B35 na
rekurentniho rodice.

Oznaceni linie v ICRISAT || Zkratka pouZivana v této praci | Rekurentni rodi¢ | Typ stay-green QTL
K214 K214 R16 Stg B
K241 K241 R16 Stg A
K258 K258 R16 Stg 3
K279 K279 R16 Stg 4
K359 white K359 R16 Stg B
S35 SG 6001 01 S35 Stg B
S35 SG 6008 08 S35 Stg A
S35 SG 6016 16 S35 Stg 3
S35 SG 6024 24 S35 Stg 4
S35 SG 6026 26 S35 Stg 2
S35 SG 6040 40 S35 Stg 1

4.2 Organizace pokusii a péstovani rostlin

Prvni metodické pokusy byly provedeny v lét€ a na podzim 2011 (prvni pokusna
série). Jejich ucelem bylo ovéfeni mozZnosti péstovat indické genotypy ciroku v polnich
podminkach v podnebi mirného pasma a ovéfeni moZnosti vyuziti vybranych destruktivnich 1
nedestruktivnich méficich metod, které jsou casto navrhovany jako vhodné metody pro
stanoveni suchovzdornosti, na téchto rostlinach. Od kazdého z 15 vySe uvedenych genotypt
¢iroku bylo dne 31.5.2011 vyseto pfiblizné¢ 30-40 semen, a to pfimo na pokusné pole
v Brozkoveé genetické zahradé¢ Katedry genetiky a mikrobiologie, Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze (54°04° severni Sitky, 14°25° vychodni délky, nadmotska vyska
238 metrti) do mélkych fadkt vzdalenych od sebe 50 cm. Vzdélenost mezi body v fadku byla
cca 15 cm, obvykle byla do jednoho bodu umisténa vzdy 2-3 semena. Rostliny byly pribézné
zalévany podle potieby a nijak uméle neptihnojovany ani jinak neoSetfovany ¢i jednoceny.
Po 120 dnech od vysevu, dne 29.9.2011, bylo provedeno jednordzové meéteni indext
spektralni odrazivosti NDVI (Normalized Difference Vegetation Index), PRI (Photochemical
Reflectance Index), efektivniho kvantového vytézku fotochemické prfemény energie ve
fotosystému II (Qy) a OJIP casti kitvky indukce fluorescence chlorofylu a (dale jen ,,OJIP
kiivky*) u ndhodné vybranych 10 rostlin od kazdého z genotypii. VSechna méfeni byla
provadéna na praporcovych listech, které byly poté odebrany a wuskladnény
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C pro pozd¢jsi stanoveni obsahu prolinu.

V Iété a na podzim roku 2012 byla uskutec¢néna druhd série polnich pokusti. Opét
bylo v polnich podminkéach v Brozkové genetické zahradé vyseto dne 14.5.2012 piiblizné 60
semen od kazdého z 15 genotypu CcCiroku; podminky péstovani byly podobné jako
v pfedchozim roce, pouze vzdalenosti mezi fadky byly tentokrat 70 cm, mezi rostlinami

v tadku byly 50 cm (po zkuSenostech z minulého roku bylo rozhodnuto vzdalenosti zvétsit,
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aby se s rostlinami dalo 1épe manipulovat a byl k nim lepsi ptistup). Po 98 dnech od vysevu,
dne 20.8.2012, bylo zahajeno méteni parametrit NDVI, PRI, Qy a OJIP kiivky u vybranych
rostlin kazdého genotypu, pficemz u vSech rostlin (vzdy stejnych) toto méfeni probéhlo
ctyfikrat s intervalem ~7 dni. Méteno bylo vzdy 12-31 rostlin kazdého genotypu, tj. vSechny
rostliny, které vyrostly. Vzhled jednotlivych genotypii tyden po zahdjeni pokust znazornuje
Obr. 6. Na konci téchto méteni, dne 21.9.2012, byl rovnéz proveden odbér listli méfenych
rostlin pro pozd¢jsi méfeni obsahu prolinu a fotosyntetickych pigmentii. VSechna méteni
byla opét provadéna na praporcovém listu.

V kvétnu az cervnu roku 2012 byly také provedeny nadobové pokusy ve
sklenikovych podminkach (tfeti pokusnd série). Do kvétinacl naplnénych smési zahradni
zem : pisek : zahradni kompost v poméru 5:3:1 viv:v (pramér kvétinace 24 cm, hloubka 22
cm) bylo dne 20.4.2012 vyseto 100 semen od kazdého ze dvou genotypt R16 a K359. Tyto
dva genotypy byly zvoleny na zdkladé¢ doporuceni Dr. Jany Kholové z ICRISAT, protoze
nekteré predbézné vysledky ziskané na tomto pracovisti v polnich pokusech naznacdily, ze by
mohly byt kontrastni v odolnosti k suchu (R16 citlivy, K359 odolny k suchu). Vyseta byla
vzdy 2 semena do jednoho kvétinace. Kvétinae byly umistény na parapetni stil (vyska 90
cm od podlahy) ve skleniku na Brozkové genetické zahrad¢, a rostliny byly péstovany po
dobu 54 dnt (pfirozené osvétleni, zalévani podle potieby, bez umélého piihnojovani).
Teplotu a relativni vlhkost vzduchu ve skleniku ve vybranych hodinach v prabehu celého
pestovani ukazuje Obr. 7, zaznamenavana byla automatickymi zdznamniky Testo 175 T-1
(Testo, Ceskd republika). Po 27 dnech péstovani (17.5.2012) byly rostliny vyjednoceny tak,
aby vzdy zlstala pouze jedna rostlina v kvétinaci. Po 42 dnech péstovani (1.6.2012, ,,Den 0°)
bylo od kazdého genotypu vybrano 47 rostlin, které byly dale analyzovany. Sedm z nich bylo
pouzito pro odbér vzorki pro stanoveni obsahu prolinu v listové hmot¢, dalSich osm rostlin
bylo pouzito pro méfeni riznych nedestruktivnich a destruktivnich parametri (viz dale).
Zbylych 32 rostlin od kazdého genotypu bylo rozdéleno mezi 16 kontrolnich rostlin a 16
rostlin stresovanych nedostatkem vody. Stres byl navozen zastavenim zalévani po dobu 12
dni, po nichZ nasledovalo dne 13.6.2012 (,,Den 12°) méteni vSech dale vyjmenovanych
parametrq, a to vzdy u osmi rostlin ptisluSného genotypu/varianty zalévani. Zbyvajicich osm
rostlin bylo opét vyuzito pro stanoveni obsahu prolinu. Pro vSechna méfeni a odbéry byl
pouzit vzdy nejmladsi pln€ vyvinuty list z kazdé rostliny. Obr. 8 ukazuje, jak byly rostliny

v nadobovych pokusech péstovany.
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$35 SG 06001

Obr. 6. Studované genotypy Ciroku péstované v polnich podminkach v Brozkové genetické zahradé katedry
genetiky a mikrobiologie PfF UK v Praze. V horni fad¢ linie R16, S35, B35 a E36-1, v prostfedni fadé¢ QTL-
introgresni linie ziskané zpétnym kiizenim B35 na R16 jako rekurentniho rodice, v dolni fadé QTL-introgresni
linie ziskané zpdtnym kiizenim B35 na S35 jako rekurentniho rodi¢e. Fotografovano 27.8.2012. Usecka
odpovida 20 cm. Fotografie poskytla D. Hola.
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Obr. 7. Pribéh relativni vlhkosti a teploty vzduchu ve skleniku béhem tieti pokusné série. Hodnoty obou
parametrii byly zaznamenavany pro kazdy den béhem celého péstovani v hodinovych intervalech, na grafech
jsou uvedeny ve ¢tyfech riznych ¢asech méfeni.
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Obr. 8. Rostliny ciroku péstované v nadobovych pokusech ve skleniku Brozkovy genetické zahrady katedry
genetiky a mikrobiologie PfF UK v Praze. Ve dvou pfednich fadach jsou rostliny, u kterych byla po 42 dnech
péstovani zalivka na 12 dni pierusena, ve dvou zadnich fadach rostliny zalévané po celou dobu péstovani.
Fotografovano 13.6.2012. Fotografii poskytla D. Hola.

4.3 Metody

4.3.1 Morfologické a vyvojové charakteristiky

V ptipadé¢ nadobovych pokust (tfeti pokusnd série) byla sledovana celd tada
morfologickych a vyvojovych parametri. Po celou dobu péstovani byl u vSech rostlin
zaznamenavan pocet plné¢ vyvinutych listi a také jejich stav (zmény barvy a jejich
poskozeni). B€hem pokusnych dni, tedy na zacatku a na konci obdobi stresu, byla u rostlin
zmétena vzdalenost jednotlivych internodii az k nejmlad$imu plné vyvinutému listu (soucet
téchto vzdalenosti byl oznacen jako celkova vyska rostliny) a maximalni vyska rostliny, ktera
byla stanovena od Grovné¢ zeminy v kvétinaci ke Spicce nejdelsiho pIné natazeného listu. Po
zméfeni vSech nedestruktivnich charakteristik a odbéru ter¢ikti z listové Cepele (viz dale)
byly rostliny vyndany z kvétinac¢t a jejich koteny byly pod proudem vody peclivé ocistény
od zbytkll zeminy a oddéleny od nadzemni ¢asti. Ob¢ Casti rostlin byly v papirovych saccich
umistény minimalné¢ po dobu jednoho tydne v susarné pti 80 °C. Po ususeni do konstantni
hmotnosti byla u téchto c¢asti rostlin ur¢ena hmotnost suSiny na analytickych vahach
s ptesnosti na 0,1 mg.
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4.3.2 Relativni obsah vody v listu a specificka listova hmotnost

Béhem nadobovych pokust bylo po zmétfeni vSech nedestruktivnich charakteristik
(viz dale) odebréano ze stfedni cCasti Cepele prislusného listu kazdé meétfené rostliny 6
kruhovych ter¢ikti o definované plose (pramér terciki 8 mm) a ithned poté byla zjisténa jejich
hmotnost (tzv. Cerstvd hmotnost). Tyto terCiky byly vlozeny do Petriho misky na né¢kolikrat
pieloZzeny kus gézy, zality vodovodni vodou, ponechany pii pokojoveé teploté ve tme po dobu
5 hodin a nasledné po jemném osuseni kouskem gazy opét zvdzeny, ¢imz byla stanovena
jejich tzv. nasycena hmotnost. TerCiky byly posléze ptipichnuty Spendlikem na
polystyrenové desticky a dehydratovany v susarné pii 80 °C po dobu 5 dnd. Po jejich
vysuSeni do konstantni hmotnosti bylo mozno urcit hmotnost suSiny tercik(i. Stanoveni
cerstvé a nasycené hmotnosti bylo provadéno na analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg,
hmotnost suSiny byla stanovena na mikrovahach s ptesnosti na 0,01 mg. Z téchto hodnot pak

byl vypocten RWC v listu podle vzorce:

cerstva hmotnost [g] — hmotnost suSiny [g]

O +100 [%]

nasycena hmotnost [g] — hmotnost suSiny [g]

Z vysledkt, které poskytlo vazeni suSiny tercika, byla zaroven vypoctena specificka

listovd hmotnost (Specific Leaf Weight, SLW) podle vzorce:

hmotnost susiny terciki [g]

SLW = - [g.m™]

soudet plochy vazenych teréiki [m’]

V piipadé¢ polnich pokust (prvni a druha pokusnd série) se RWC nehodnotil,
stanovila se pouze SLW, pro toto stanoveni bylo opét odebrano z ptislusného listu kazdé
méfené rostliny 6 kruhovych terCikit o priméru 8 mm, které¢ byly usuSeny a zvazeny

popsanym zptsobem.

4.3.3 Obsah prolinu

U vSech pokusnych rostlin péstovanych v prvni pokusné sérii a také u vybranych
rostlin v ptipadé¢ nddobovych pokust (tieti pokusna série) byl odebran ptislusny list (viz
vyse) nejprve do nddoby s tekutym dusikem a tyto vzorky byly umistény v hlubokomrazicim

boxu (Dairei ULTF 420, Dansko) pti -80 °C. Obsah volného prolinu ve vzorcich byl
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stanoven metodou podle Batese et al. (1973). Z kazdého vzorku bylo navdzeno ptiblizné 0,5
g rostlinného pletiva (pfesna hmotnost ptislusné navazky byla vzdy zaznamenéna), které bylo
rozetfeno v tifeci misce v roztoku 5 ml 3% (w:v) kyseliny salicylové. Tato smés byla
ptefiltrovana ptes filtracni papir do zkumavek, z nichz bylo odebrano 1 ml vzorku a do n€ho
pak byl pfidan 1 ml roztoku ninhydrinu (0,14 M ninhydrin ve smési kyselina octova : 6 N
kyselina o-fosfore¢nd 3:2 v:v, vzdy Cerstvé piipravovano) a 1 ml kyseliny octové. Tato smés
byla promichéna, nasledné¢ zahiivana ve vodni lazni (100 °C) po dobu 30 minut, zchlazena
(ptiblizn€ 5 minut) v ledové 14zni a poté k ni byly piidany 3 ml toluenu a vSe bylo dikladné
promichano a ponechéno pii pokojové teploté. Po 20 minutach doslo k dokonalému oddéleni
fazi, z horni vrstvy byl odebran 1 ml vzorku a obsah prolinu v ném byl méfen
spektrofotometricky pti vinové délce 520 nm (Anthelie Advanced 2, Secomam, Francie).
Zaroven s tim byla pfipravena kalibracni kiivka v rOznych pfedem definovanych
koncentracich (0-0,25 mM) roztoku komeréné dodavaného prolinu a z jeji smérnice a
namétenych hodnot absorbance vzorkl pak bylo mozné vypocitat obsah prolinu ve vzorcich.
Ten byl vztahovan na jednotku hmotnosti suSiny pomoci pfedem zvazenych (0,5 g), poté
usuSenych a znovu zvazenych vzorkt pfipravenych z ekvivalentni ¢asti listového pletiva jako

vzorky pro stanoveni obsahu prolinu (soub&zn¢ s nimi).

4.3.4 Obsah fotosyntetickych barviv

Kromé urCovani piiblizného obsahu fotosyntetickych barviv méfenim spektralni
odrazivosti listh (viz dale) byl piesny obsah chlorofylu a, chlorofylu b a celkovych
karotenoidii urcen spektrofotometricky po jejich extrakci z listového pletiva N,N-
dimethylformamidem (Wellburn, 1994). Soucasn¢ s vysekdvanim terciki pro stanoveni
RWC a SLW byly z kazdého listu vyrazeny dalsi 4 terCiky o definované ploSe (pramér
ter¢iku 8 mm) a tyto byly umistény do zkumavek, zality 10 ml N,N-dimethylformamidu,
dobfe promichdny, zkumavky byly zakryty parafilmem a alobalem a ponechany po dobu 7
dni ulozené v lednici. Poté byly vzorky opét promichany a spektrofotometricky v nich byla
stanovena absorbance v oblasti monochromatického zafeni o vlnovych délkach 480 nm
(Ass0), 647 nm (Ass7), 664 nm (Ages) @ 710 nm (A7) ptistrojem Anthelie Advanced 2. Ze
zmétenych hodnot byl posléze vypocten obsah jednotlivych fotosyntetickych barviv podle

vzorcu:

CthI’Ofyl a. Chla = 11,65 : (A664 - A710) — 2,69 : (A647 — A710)
CthI’Ofyl b: Chlb = 20,81 : (A647 — A710) — 4,53 : (A664 - A710)
celkové karotenoidy: kar = (1000 - (A4so — A710) — 0,89 - chl,— 52,02 - chly) / 245
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Vypoctené hodnoty bylo dale nutno vydé€lit hodnotou celkové plochy tercikii a
nasobit 10 (vzhledem k pouzitému objemu N,N-dimethylformamidu), vysledkem ¢ehoz byl
obsah uvedenych fotosyntetickych barviv vztazeny na jednotku plochy listu. Z téchto hodnot
pak bylo s vyuzitim vypoctené hodnoty SLW u kazdého vzorku mozné piepocist obsahy

jednotlivych pigmentt i na jednotku hmotnosti suSiny, tato data vSak v praci neuvadim.

4.3.5 Indexy spektralni odrazivosti listi

Indexy spektralni odrazivosti NDVI (Rouse ef al., 1974) a PRI (Gamon et al., 1992)
slouzi k rychlému, ale pouze ptibliznému stanoveni obsahu chlorofylti (v pfipadé NDVI) a
efektivity vyuziti svételného toku a epoxidacniho stavu pigmentt xantofylového cyklu,
piipadné poméru mezi karotenoidy a chlorofyly (v ptipadé PRI) v rostlinném materidlu. Ob¢
tyto veli¢iny jsou vypocitdvany z rozdili odrazivosti dvou monochromatickych zéateni
rozdilné vinové délky od rostlinného pletiva. U parametru NDVI jde o zafeni viditelné
oblasti spektra o vlnové délce 635 nm a zafeni blizké infracervené oblasti spektra zafeni o
vlnové délce 760 nm (dale oznacované jako VIS a NIR), u PRI jsou to dvé zafeni viditelné
oblasti spektra o vlnovych délkach 531 a 570 nm (déle jako Rs3; a Rs7g). Zde uvadim vzorce

vypoctu téchto dvou indext:

NDVI = (NIR - VIS) / (NIR + VIS)
PRI = (Rs70—Rs31) / Rs70t+ Rs31)

K méfeni téchto indext byly ve vSech sériich pokust uzity ptistroje PlantPen NDVI
300 a PlantPen PRI 200 (Photon System Instruments, Ceskd republika). Doba pulsu byla v
obou piipadech 2 ms. Méfeni byla provadéna vzdy na svrchni strané ptislusného listu. U
vSech rostlin v polnich pokusech byla u kazdého listu v jednotlivych pokusnych dnech
provedena vzdy dvé technickd opakovani méteni tésné za sebou, u rostlin v nddobovych
pokusech byly tyto parametry méfeny Ctyfikrat za sebou. Primérmé hodnoty z téchto
technickych opakovani pak byly pouzity jako biologickd opakovani (jednotlivé rostliny) —

zékladni data pro statistickou analyzu.

4.3.6 OJIP ¢ast kiivky indukce fluorescence chlorofylu a a parametr Qy

Tato metoda, patfici mezi nedestruktivni, byla hlavni metodou v hodnoceni genotypt
u prvni a druhé série polnich pokust, ale byla zatazena i do série tieti — nadobovych pokust.

Umoziuje velmi rychlé zhodnoceni stavu rostliny a efektivity fotosyntetickych procesii v ni
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probihajicich bez jakéhokoliv zdsahu do rostliny a také snadné srovnavani téchto parametrt v
Case a vyvoji rostliny, jakoz 1 mezi genotypy nebo riznymi zplisoby péstovani.

Meéieni indukce fluorescence chlorofylu a podrobné popisuje a kvantifikuje dynamiku
primarnich fotosyntetickych procest, predev§im dé&ji probihajicich ve fotosystému II (PSII),
v daném rostlinném vzorku. Vyuziva tzv. Kautského efektu, tedy jevu, kdy u temnotné
adaptované rostliny nebo rostlinného materidlu je pfi nahlém vystaveni svételnému pulzu o
vysoké intenzité (obvykle kolem 3200 pmol m™ s@) pozorovana indukce fluorescence
chlorofylu a (Stirbet a Govindjee, 2011). Jedna se o tzv. fluorescencni prechodovy jev a pii
vyneseni intenzity fluorescence chlorofylu a do grafu v zavislosti na €ase lze jeho pribéh
rozdélit na dvé faze. Rychlé faze je podle historické nomenklatury oznaovana jako ,,OJIP,
kde O znaci origin, tedy zacatek indukce fluorescence, J a I jsou inflexni body kiivky a P
znamena peak, tedy maximum, pficemz cela faize méfeni trva vZzdy méné nez 1 s. Pomala
faze, oznaCovana zkratkou ,,PSMT*, jejiz soucasti jsou body S (poloustaleny stav), M jako
maximum a T jako terminalni ustdleny stav, naproti tomu odpovida ¢asu méfeni v fadu
jednotek az desitek sekund. Z téchto diivodl je nutné vynasSet tuto kiivku do grafu se
semilogaritmickym uspofddanim. Rozdil mezi linedrnim a semilogaritmickym vynesenim a
zaroven rozdily v pritb&hu kiivek pfi tfech riznych intenzitach pouzitého excitacniho svétla

znazoriuje Obr. 9.

Fluorescence chlorofylu a [a.u.]

Obr. 9. Casovy pribéh zmén
fluorescence chlorofylu a znazornény
v linearnim (horni obrazek) a
semilogaritmickém (dolni obrazek)
vyneseni pii tfech riznych intenzitach
excita¢niho svétla (1 = 32 umol foton
m?s”, 2 =320 pmol fotoni m? s, 3 0 ' ; ; ' ; ; ;
= 3200 umol fotont m* s'l). Prevzato 0.01 01 1 10 100 1000 10000 100000
a upraveno podle Stirbet a Govindjee

Fluorescence chlorofylu a [a.u.]

(2011). Doba od zaéatku méfeni [ms]
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Zmény fluorescence v rychlé fazi prechodového jevu vypovidaji o tom, jak postupné
dochazi k redukci rtiznych akceptort elektroni ve fotosyntetickém elektron-transportnim
fetézci. Plati, ze u temnotné adaptovaného vzorku je ve fazi O (fluorescence pro tento bod,
Fo, se obvykle odecitd v Case 40-50 us) naprostd vétSina akceptort elektrontt v PSII v
oxidovaném stavu, tj. vSechna reak¢ni centra PSII jsou ,oteviena®, zatimco ve fazi P
(maximalni fluorescence Fp = Fy zjisténa béhem méteni OJIP kiivky) jsou vSechny tyto
molekuly jiz v redukovaném stavu a vSechna reakéni centra PSII jsou ,zaviena“.
Predpoklada se, ze ve fazi J (fluorescence F; odecitand obvykle v Case 2 ms) prendsené
elektrony dosahnou Qa akceptoru elektroni v PSII, zatimco ve fazi I (fluorescence F;
odecitana obvykle v ¢ase 30 ms) jsou elektrony jiz pfeneseny na plastocyanin a za¢ina jejich
prenos az na koncové akceptory PSI. Mezi body O a J je nékdy mozné pozorovat jesté body
L (fluorescence Fi odecitand obvykle v ¢ase 150 ps) a K (fluorescence Fx odecitana obvykle
v Case 300 ps); rychlou fazi fluorescen¢ni indukéni kiivky Ize tedy také oznacovat jako
,OLKJIP“. Na ziklad¢ tohoto a dalSich poznatkli vypracoval R.J. Strasser a jeho
spolupracovnici tzv. JIP test, zaloZzeny na teorii tzv. tokli energie (emnergy fluxes) v
biomembranach (Strasser a Strasser 1995; Strasser et al., 2000; Strasser ef al., 2004). Tento
test byl pak dalSimi autory jesté rozsifen (napf. Stirbet a Govindjee, 2011) a umoziuje ze
zakladnich hodnot fluorescence v bodech O, K, J, I a P vypocitat mnoho riznych parametri
popisyujicich rizné déje v elektron-transportnim fetézci. Schematické znazornéni téchto
ruznych tokd energie je vidét na Obr. 10. Nejdulezitéjsi parametry JIP testu uplatnéné v této

praci, jejich vypocet a jejich biologicky vyznam uvadim v Tab. 2.

Fotony /v i oo iFotony hv

"_"-=>J°'(F+tep|o| PSI; — (F+teplo)

Excirtqn;' i " xgitpny

. W NADPH

Elektron Elektron
Obr. 10. Schématické znazornéni hlavnich energetickych tokl (J) souvisejicich s fluorescenci (F) chlorofylu a.
JABS oznacuje mnozstvi fotond prijatych viemi anténami fotosystému (PS) II, J®' reprezentuje energii fotont
disipovanou ze systému ve formé tepla a primé fluorescence, J'™® znadi mnozstvi excitovanych elektront
zachycenych primarnim donorem elektronti v PSII P680; J*" oznacuje proud elektronového transportu z vody na
ferredoxin, popt. NADP' nebo jiné akceptory elektronii PSI. A, ... primérni akceptor elektronti v PSI, Cyt ...
cytochrom, Fg ... sekundarni akceptor elektronti v PSI, Fd ... ferredoxin, FNR ... ferredoxin/NADP reduktéza,
Mn,O5Ca/Yy ... komplex produkujici kyslik v PSII, Phe ... feofytin, PQ ... plastochinon, PS ... plastocyanin,
Qa a Qg ... primarni a sekundarni akceptory elektronti v PSII. Pfevzato a upraveno podle Stirbet a Govindjee
(2011).
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Tab. 2. Vybrané fotosyntetické parametry JIP testu zalozeného na teorii energetickych tokd v biomembranach
(Strasser et al., 2004), vypocitané na zaklad€ hodnot fluorescence chlorofylu a v ¢asech 40 ps (Fy), 300 ps (F),
2 ms (F)), 30 ms (F)) a maximalni fluorescence (Fy), naméfenych béhem rychlé faze fluorescencniho
prechodového jevu (OJIP). Plocha ... plocha mezi OJIP kiivkou a hodnotou Fy;, PS ... fotosystém, RC ...
reakéni centrum.

Parametr | Biologicky vyznam Vzorec pro vypocet

\'} Relativni variabilni fluorescence v bodé J (Fy—Fo) / (Fm — Fo)

\Y Relativni variabilni fluorescence v bodé | (Fi—Fy) / (Fm—Fo)
Priblizny pocatecni sklon OJIP kiivky fluorescen¢niho )

M, piechodového jevu 4 (Fe—=Fo) / (Fu —Fo)
Maximalni kvantovy vytézek fotochemické premény

Pro energie v PSII (Fy —Fo) / Fw

Pro Kvantovy vytézek toku pienosu elektronii z Qa na Qp [1—(Fo/Fm)] - wro
Kvantovy vytézek toku pienosu elektronti az na koncové 1 = (F,/ Fy)

Pro akceptory PSI oM

Ppo Kvantovy vytézek disipace zachycené energie Fo/Fm
Ucinnost/pravdépodobnost, s kterou je elektron zachyceny -V

VEo PSII ptenesen z Q4 na Qp !
U¢innost /pravdépodobnost, s kterou je elektron zachyceny -V

Vo PSII prenesen az na koncové akceptory PSI !

Sz Ucinnost /pravdépodobnost, s kterou je elektron zachyceny 1=V /(1-V))

PSII prenesen z Qg az na koncové akceptory PSI
yRC Pravdépodobnost, ze PSII chlorofyl funguje jako RC 1/(ABS/RC + 1)
Pramérny tok zachycenych fotonti vyjadieny na jedno PSII

ABS/RC RC (zdanliva velikost svétlosbérné antény aktivniho PSII) (Mo /V3) - (1/ ¢ro)
TPy/RC Maximalni tok zachycenych excitonti vyjadieny na jedno M,/ V,
PSII RC
ET,/RC Ec&k prenosu elektronti z Q4 na Qg vyjadieny na jedno PSII My / V) - Vo
Tok pfenosu elektronii az na koncové akceptory PSI .
RE/RC vyjadieny na jedno PSII RC My /V3) - yro
DIy/RC Tok disipované energie vyjadieny na jedno PSII RC (ABS/RC) — (TPy/RC)
PI Performancni index zachovani energie fotonti zachycenych | [1/(ABS/RC)] - [@po / (1 — @po)]
ABS svétlosbérnou anténou PSII az po redukci Qg “[wgo / (1 — ygo)]
Performanéni index zachovani energie fotonti zachycenych
Plrotar svétlosbérnou anténou PSII az po redukcei koncovych Plags * [Oro /( 1 — Oro)]
akceptort PSI

Kromé hodnot fluorescence vyznaénych bodii je mozné hodnotit také pribéh casti
OJIP kiivky, kdy se casto vyuziva tzv. normalizace — vypoctu relativni variabilni
fluorescence, ktera se dale uplatiiuje pii sestavovani tzv. kiivek diferen¢ni kinetiky mezi
vzorky, jez se 1i81 v ur¢itém faktoru, naptiklad genotypem nebo ve zplisobu péstovani (tj. jde
o srovnani typu vzorek — kontrola) (Yusuf et al., 2010). Relativni variabilni fluorescence W

se pocita pro oblasti O-J, O-K, O-I a I-P jako:

Wor = (Ft—Fo) / (F1 — Fo)

Wos = (Fi—Fo) / (F; — Fo)
Wok = (Fi— Fo) / (Fk — Fo)
Wip=(F—Fp)/ (Fp—F))
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kde F; ptedstavuje fluorescenci zjisténou v jednotlivych Casovych bodech béhem celého
méfeni OJIP kiivky a ostatni parametry jsou hodnoty fluorescence zmétené v ptislusnych
inflexnich bodech kiivky (viz vySe). Woy a Wok kiivky relativni variabilni fluorescence
umoziuji 1épe zobrazit tzv. K a L pasy OJIP kiivky. Cast Woy kiivky relativni variabilni
fluorescence v oblasti, kde jsou hodnoty W rovny nebo vétsi nez 1 (tj. od 30 ms dale),
umoznuje lépe znazornit maximalni amplitudu nértstu fluorescence, kterd odrazi velikost
hotovosti koncovych akceptort elektronti za PSI. Normalizace OJIP kiivky mezi [ a P
krokem (Wip), kdy je maximalni amplituda kiivky fixovdna jako 1, umozfuje srovnat
rychlosti redukce koncovych akceptort elektront za PSI (Yusuf et al., 2010).

Kiivky diferencéni kinetiky AW = (Wyzorek — Wkontrola), pak umoznuji Iépe zndzornit
rozdily priib&hu fluoresence ve vyznaénych usecich OJIP kiivky — K a L pasech. Usek kiivky
diferencni kinetiky mezi O a J krokem (AWyy) odhaluje tzv. K-pas (200 — 400 pus s maximem
kolem 300 ps), ktery, pokud je pozitivni, naznacuje zvySenou rychlost redukce Qa na Qa’,
coZz muze znamenat destabilizaci komplexu vyvijejicitho kyslik (OEC), piedev§im jeho
manganového komplexu (Strasser et al., 2004). Pozitivni K-pas vSak také mlze indikovat
zvétseni velikosti funkéni antény PSII. Usek mezi O a K krokem (AWok) odhaluje tzv. L-pas
(100 — 200 ps, maximum kolem 150 ps), ktery je indikatorem energetické konektivity
(,,seskupovani®) PSII jednotek — pokud je v ramci kiivky diferencni kinetiky negativni,
povazuje se to za piiznak lepsi vzajemné vymény excitacni energie mezi PSII jednotkami, tj.
lepSi energetické konektivity, zatimco pozitivni L péds se povazuje za ptiznak poklesu
energetické konektivity (Strasser a Stirbet, 1998).

Piistroj FluorPen FP100 (Photon System Instruments, Ceskd republika), pouzivany k
meétfeni OJIP kiivky ve vSech tfech sériich pokust, pracuje s monochromatickym zafenim o
vlnové délce 455 nm, pouzitd intenzita saturaéniho pulsu byla 3000 pmol fotonti m? s™.
Zaznam fluorescence chlorofylu probihd v ¢asovém rozmezi 10 pus az 2 s, pficemz béhem
prvnich 600 ps dochazi k zaznamu kazdych 10 ps, poté az do Casu 14 ms pfistroj
zaznamenava fluorescenci kazdych 100 ps, do ¢asu 90 ms je jeden zdznam kazdou 1 ms a ve
zbytku doby méfeni je interval mezi jednotlivymi zaznamy 10 ms. Fluorescence
zaznamenavana v Case 40 pus je povazovana za bod O (Fy), fluorescence v Case 2 ms
odpovida bodu J (Fj), fluorescence F; (bod I) je odecitana v ¢ase 30 ms a za bod P je
povazovan cas, kdy je hodnota fluorescence nejvyssi (Fym). Z €asovych ditvodi se v piipade
OJIP kiivky uskutecnilo vZzdy pouze jedno technické opakovani kazdého méfeni, kterd byla
provadéna na svrchni stran¢ listl. Zatemnéni listi bylo u polnich pokust provedeno

obalenim ¢asti ptislusného listu kouskem alobalu na dobu minimalné 20 minut (ne vSak vice
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nez 30 minut). Ve treti sérii pokust (nddobové pokusy) byly testované rostliny umistény 1 s
kvétinaci po dobu 20 minut do temné mistnosti a tamtéZ také nasledné méfeny.

Ptistrojem FluorPen FPI100 byl zaroven také méfen parametr Qy, ktery vyjadiuje
efektivni kvantovy vytézek fotochemické piemény energie v PSIl (tzv. aktudlni
fotochemickou ucinnost PSII), méti se u vzorkl adaptovanych na svétlo a pocitad se podle
vzorce (Fv® — Fo’) / Fm’, kde Fy® je maximalni fluorescence chlorofylu a a Fy’ je zakladni
fluorescence chlorofylu a u svételné adaptovanych rostlin (Rohacek, 2002). Pocet
technickych opakovani tohoto méteni byl stejny jako u indexti spektralni odrazivosti, méfeni

byla opét provadéna vZdy na svrchni strané prislusného listu.

4.3.7 Statisticka analyza

VSechna kvantitativni data ziskana ve vSech tfech sériich pokust byla statisticky
hodnocena. Vysledky métfeni v polnich pokusech byly v piipad€ prvni série podrobeny
analyze variance (ANOVA) jednoduchého ttidéni, kde byly statisticky hodnoceny rozdily
mezi vSemi péstovanymi genotypy. V pripad€ druhé série pokust to byla ANOVA dvojného
ttidéni s interakcemi, kde byly jako zdroje mozné variability pouZity genotypy a dny méfent,
a dale ANOVA jednoduchého tfidéni (v rdmci jednotlivych pokusnych dnt). Tyto statistické
metody byly pouzity i k analyze dat pochazejici ze tfeti série pokusti, kde byly rozdily mezi
obéma genotypy a zplusoby péstovani posuzovany u dat ziskanych v ,Den 0” pomoci
ANOVA jednoduchého ttidéni a u dat ziskanych v ,,Den S* pomoci ANOVA dvojného
ttidéni s interakcemi (jako zdroje mozné variability pouzity genotypy a zplsob péstovani) 1
pomoci ANOVA jednoduchého tiidéni (jako zdroje mozné variability pouzita kombinace
genotyp/zptisob péstovani). Po vSech hodnocenich pomoci ANOVA jednoduchého ttidéni
byly rozdily mezi jednotlivymi vzorky dale testovany pomoci post-hoc Tukey-Kramerova
testu. Jako kriticka hladina statistické vyznamnosti byla zvolena hladina 5 % (p = 0,05). Pro
vyhotoveni této statistické analyzy byl vyhradné pouzit program CoStat, verze 6.204, CoHort
Software, Kalifornie, USA.
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5. Vysledky

5.1 Prvni pokusna série

V prvni pokusné sérii (polni pokusy 2011) probéhlo jednorazové méfeni parametra
OJIP ktivky, indexii spektralni odrazivosti NDVI a PRI, spektrofotometrické stanoveni
obsahu fotosyntetickych barviv a stanoveni obsahu prolinu a specifické listové hmotnosti u
15 genotypt Ciroku (4 linii a 11 stay-green QTL-IL, viz kapitola 4.1). Hodnoty téchto
parametra spolu se statistickou priikaznosti rozdili mezi jednotlivymi genotypy jsou uvedeny
v Tab. 3-5. Ve vSech parametrech byly zaznamenany prikkazné rozdily mezi genotypy,
ovSem cCasto pouze mezi nékterymi z nich a vétSina genotypi se mezi sebou statisticky
prukazné neodliSovala.

Vyrazné€ se liSila pfedevSim stay-green linie B35, kterd vykazovala vysokou ucinnost
primarnich fotosyntetickych procest spojenych predevsim s ptenosem elektroni z Qy na Qg
v ramci PSII (parametry ¢po, ©ro, Wro, TPo/RC, ET¢/RC a Plags; Tab. 3, 4) a obsah
fotosyntetickych barviv (Tab. 5). V parametrech popisujicich disipaci prebytecné energie
rovnéz procesy spojené s pienosem elektronii az na koncové akceptory PSI (parametry o@ro,
Oro, RE¢/RC) u ni neprobihaly pftili§ efektivné (Tab. 3, 4). Tato linie se také vyznacCovala
vSak fici, Ze by v rozdilech mezi touto stay-green linii a ostatnimi tfemi rodi¢ovskymi liniemi
(druhou stay-green linii E36-1 a obéma senescentnimi rodi¢ovskymi liniemi bez stay-green
fenotypu, R16 a S35) existoval néjaky vyrazny trend, ktery by umoznil na zdklade
studovanych parametrii stay-green a non-stay-green genotypy od sebe jednoznaéné odlisit.

Ani IL vzniklé introgresnim zpétnym kiiZenim linie B35 na linii S35 nebo linii R16
se mezi sebou vétSinou priliS neliSily. V parametrech popisujicich G€innost primarnich
fotosyntetickych procestt mély IL vzniklé kiizenim mezi B35 a R16 obvykle o néco vyssi
hodnoty nez IL vzniklé kfizenim mezi B35 a S35 a obracena situace platila pro parametry
souvisejici s disipaci ptfebytecné energie (coz odpovidalo i1 rozdilim mezi R16 a S35),
uvedené rozdily vSak az na vyjimky nebyly statisticky prikazné a neplatily zcela obecné
(Tab. 4, 5). Vobsahu ¢i poméru fotosyntetickych barviv, SLW a obsahu prolinu zadny

takovy trend zaznamenan vibec nebyl (Tab. 5).
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5.2 Druha pokusna série

V druhé pokusné sérii (polni pokusy 2012) probéhla celkem ctyfi kola méfeni
parametri OJIP kiivky, indexi spektralni odrazivosti NDVI a PRI a spektrofotometrické
stanoveni obsahu fotosyntetickych barviv u stejnych 15 genotypi Ciroku jako v rdmci prvni
pokusné série, a to v obdobi 21.8-20.9.2012 s intervalem ~7 dni. Hodnoty téchto parametra
spolu se statistickou pritkaznosti rozdilti mezi jednotlivymi genotypy jsou uvedeny v Tab. 6-
15. Ve vSech nedestruktivnich 1 destruktivnich parametrech byly zaznamenany prikazné
rozdily mezi genotypy (Tab. 6-16), ovSem Casto pouze mezi n€kterymi z nich a vétSina
genotypi se mezi sebou statisticky pritkazné neodliSovala. Vyznamné rozdily byly naopak ve
vSech nedestruktivnich parametrech zaznamenany mezi jednotlivymi koly méfeni, a také
interakce mezi dny méfeni a genotypy byly vzdy statisticky prikazné, coz naznacovalo, Ze
trend zmén hodnot pfisluSnych parametrt béhem postupného vyvoje praporcového listu
nebyl u jednotlivych genotypt stejny (Tab. 16). Obecné se nicméné da prohlésit, Ze u vétSiny
genotypti mély parametry popisujici prenos elektrontt v ramci PSII a oba performancni
indexy (Tab. 6, 8, 11, 12, 13) v pribéhu méfeni viceméné vyrovnany trend s poklesem na
tykajicich se celého elektron-transportniho fetézce (@ro, Wro, Oro, RE¢/RC) a obou indexil
spektralni odrazivosti tento pokles nebyl pozorovan nebo nebyl tak vyrazny (Tab. 7, 8, 9, 11,
14). U parametri popisujicich svétlosbérné antény a disipaci energie z fotosystémui (@po,
ABS/RC, DIy/RC) byl trend opacny (Tab. 7, 10, 12).

Stay-green linie B35, ktera i v této pokusné sérii vykazovala vysokou ucinnost
nekterych primarnich fotosyntetickych procest spojenych predevsim s pienosem elektront z
Qy na Qg v rdmci PSII (TPy/RC, ET¢/RC a Plags; Tab. 10, 11, 13) a také vySsi hodnoty v
indexu spektralni odrazivosti NDVI a obsahu fotosyntetickych barviv (Tab. 14, 15). V
ostatnich parametrech pak vyznamné rozdily od ostatnich studovanych genotypii vétSinou
viibec nevykazovala. Druhda stay-green linie E36-1 v nékterych parametrech (yro, PIrorar;
prukazné a jednotlivda méteni se obvykle liSila. Ob¢& senescentni rodicovské linie (R16 a S35)
se v zd&dném z parametrii v naprosté vétSin¢ piipadid mezi sebou neliily a vykazovaly spiSe
prumérné hodnoty v ramci hodnoceného spektra genotypu, krom& PRI, kde linie S35
vykézala v n¢kolika métenich velmi nizké hodnoty (Tab. 14).

Ani v této pokusné sérii se IL vzniklé introgresnim zpétnym kiiZenim linie B35 na
lini1 S35 nebo linii R16 mezi sebou vétSinou piili§ nelisily (Tab. 6-15). Tentokrat nebylo
mozné pozorovat ani ndznak podobného trendu jako v pfedchozim roce, a to ani pfi

poslednim, ¢tvrtém méteni, které odpovidalo méteni v prvni pokusné sérii.
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Tab. 16. Vysledky analyzy variance dvojného tfidéni s interakcemi, provedené u vybranych fotosyntetickych
parametrti JIP testu vychazejiciho z méfeni OJIP kiivky fluorescence chlorofylu a, efektivniho kvantového
vytézku fotochemické premény energie ve fotosystému (PS) II (Qy) a indexti spektralni odrazivosti PRI a NDVI
u 15 genotypd Ciroku dvoubarevného v ramci druhé série polnich pokust (rok 2012), kdy v obdobi 20.8.-
21.9.2012 byla provedena celkem Ctyii méfeni sintervalem ~10 dni. Uvedeny jsou hladiny statistické
vyznamnosti (p), jako zdroj variability byly pfi analyze pouzity genotypy, méfeni a interakce mezi nimi (GxXM).
Statisticka vyznamnost (p < 0,05) je vyznaéena tuéné.

Parametr Genotypy | Méfeni GxM

v ;/Isa}}(lmalm kvantovy vytézek fotochemické pfemény energie v 0,000 0,000 0,000

PEo Kvantovy vytézek toku pienosu elektronii z Q, na Qp 0,000 0,000 0,000
Kvantovy vytézek toku pienosu elektronti az na koncové

Oro akceptory PSI 0,000 0,000 0,000

Ppo Kvantovy vytézek disipace zachycené energie 0,000 0,000 0,000
Ucinnost/pravdépodobnost, s kterou je elektron zachyceny

Vo PSII pienesen z Q4 na Qp 0,000 0,000 0,000
U¢innost /pravdépodobnost, s kterou je elektron zachyceny

Yo PSII pienesen az na koncové akceptory PSI 0,000 0,000 0,000
Ucinnost /pravdépodobnost, s kterou je elektron zachyceny

Oro PSII pienesen z Qg az na koncové akceptory PSI 0,000 0,000 0,000

YRC Pravdépodobnost, ze PSII chlorofyl funguje jako reakéni 0,000 0,000 0,000
centrum
Primérny tok zachycenych fotonti vyjadieny na jedno PSII

ABS/RC | reakéni centrum (zdanliva velikost svétlosbérné antény 0,000 0,000 0,000
aktivniho PSII)

TPy/RC Maxlmralm tok zachycenych excitont vyjadieny na jedno PSII 0,000 0,000 0,000
reakéni centrum

ET,/RC Tok prenosu elektronii z Q4 na Qg vyjadieny na jedno PSII 0,000 0,000 0,000
reakéni centrum
Tok prenosu elektronii az na koncové akceptory PSI vyjadieny

RE/RC na jedno PSII reakéni centrum 0,000 0,000 0,000

DIy/RC Tok disipované energie vyjadieny na jedno PSII reakéni 0,000 0,000 0,000
centrum
Performancéni index zachovani energie fotonti zachycenych

Plass svétlosbérnou anténou PSII az po redukci Qg 0,000 0,000 0,000
Performanéni index zachovani energie fotonti zachycenych

PltoraL | svétlosbérnou anténou PSII az po redukci koncovych 0,000 0,000 0,000
akceptort PSI

Qy llzgeilI(tlvm kvantovy vytézek fotochemické premény energie v 0,000 0,000 0,000

PRI Photochemical Reflectance Index 0,000 0,000 0,000

NDVI | Normalized Difference Vegetative Index 0,000 0,000 0,000
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5.3 Treti pokusna série

V tteti pokusné sérii (sklenikové pokusy 2012) probéhlo méfeni parametra OJIP
kiivky, indexti spektralni odrazivosti NDVI a PRI, morfologickd méfeni, stanoveni RWC a
spektrofotometrické stanoveni obsahu fotosyntetickych barviv u dvou vybranych genotypl
¢iroku, z nichz genotyp R16 mél piedstavovat k suchu citlivou linii a K359 zastupoval jednu
z IL selektovanou na ptitomnost stay-green QTL a byl u néj ptfedpoklad, ze bude vykazovat
suchovzdorné rysy. Nejprve byly analyzovany kontrolni rostliny v ramei ,,Dne 0* a poté byl
u poloviny zbyvajicich rostlin navozen stres suchem po dobu 12 dni, po jejichZ uplynuti
probcéhla vSechna métfeni u stresovanych a kontrolnich rostlin (,,Den 12%). Vzhled
reprezentativnich rostlin obou genotypli v obou variantach péstovani v rdmci ,,.Dne 12% je
znazornén na Obr. 11. Hodnoty vybranych vySe uvedenych parametr v téchto pokusnych
dnech jsou znazornény na Obr. 12-35.

Rostliny obou genotypti testované pied zapocetim stresu (,,Den 0°) se vyznamné liSily
pouze v nékterych morfologickych parametrech, jako jsou hmotnost suSiny celé rostliny a
suSiny kotfenti (Obr. 30 a 31) nebo celkova vyska rostliny a maximalni vyska rostliny (Obr.
32 a 33). V ostatnich parametrech rozdily mezi obéma genotypy nebyly statisticky prukazné.

Analyza variance dvojného tfidéni provedend u dat ze ,,Dne 12 (Tab. 17) neprokazala
u zadného z hodnocenych parametri ani vyznamny vliv genotypt na celkovou variabilitu v
daném znaku, ani statisticky vyznamné interakce mezi genotypy a zptisobem péstovani, coz
vypovida o tom, ze oba testované genotypy reagovaly na stres suchem naprosto stejné. Po
dvanacti dnech stresu byly u méfenych rostlin obou genotypti v porovnani s kontrolnimi
nestresovanymi rostlinami zaznamenany vyznamné rozdily ve vSech parametrech tykajicich
se obsahu fotosyntetickych barviv (Obr. 22-26), RWC (Obr. 34) a dale v morfologickych
parametrech (Obr. 30-33). Ve vSech téchto piipadech doSlo k statisticky prikaznému
poklesu hodnot u stresovanych rostlin. Rozdily mezi kontrolou a stresem byly také v obsahu
prolinu v rostlinném pletivu (Obr. 35), kdy stresované rostliny nezavisle na genotypu
akumulovaly ~100x% vy$§i mnozstvi prolinu nez zalévané rostliny. Také v OJIP parametrech
popisujicich primarni fotosyntetické procesy dosSlo k statisticky prikaznému poklesu u
stresovanych rostlin oproti rostlinam kontrolnim (Obr. 12-14, 16-21), zatimco v parametru
tykajicim se disipace piebyteCné energie vykazaly stresované rostliny nariist oproti
kontrolnim (Obr. 15). Statisticky vyznamné rozdily mezi obéma genotypy vSak nebyly

nalezeny u Zadného z méfenych parametrt.
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R16 K359 white

kontrola kontrola
R16 K359 white
sucho sucho

Obr. 11. Rostliny rodi¢ovské linie ¢iroku R16 a jeji QTL-introgresni linie K359 white péstované v nadobovych
pokusech ve skleniku Brozkovy genetické zahrady katedry genetiky a mikrobiologie PfF UK v Praze v kvétnu
az ¢ervnu 2012. Kontrola ... rostliny zalévané po celou dobu péstovani, sucho ... rostliny, u kterych byla po 42
dnech péstovani zalivka na 12 dni prerusena. Fotografovano 13.6.2012, tj. na konci stresového obdobi. Usecka
odpovida 20 cm. Fotografie poskytla D. Hola.
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Obr. 12. Hodnoty maximalniho kvantového vytézku fotochemické pfemeény energie ve fotosystému II (¢pg) u
dvou genotypu Ciroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci teti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012).
Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany
(0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u
nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji
statistickou vyznamnost rozdil mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny
odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné 1isi na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zaklad¢ analyzy post-
hoc Tukey-Kramerovym testem nésledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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A A a a
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0,4 1 b
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R16 0 K359 0 R16 K K359 K R16 S K359 S
Genotyp / Varianta

Obr. 13. Hodnoty kvantového vytézku toku prenosu elektronit z Qs na Qg (¢go) u dvou genotypi ciroku
dvoubarevného (R16, K359) vramci treti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na
zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno
po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka
zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost
rozdild mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi pismeny, se od
sebe statisticky priikazné 1i8i na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zéklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym
testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého téidéni).
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Obr. 14. Hodnoty kvantového vytézku toku pienosu elektronti az na koncové akceptory fotosystému I (prgo) u
dvou genotypu Ciroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci teti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012).
Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany
(0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u
nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji
statistickou vyznamnost rozdild mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny
odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné 1i$i na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zaklad¢ analyzy post-
hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 15. Hodnoty kvantového vytézku disipace zachycené energie (¢pp) u dvou genotypu Cciroku
dvoubarevného (R16, K359) vramci treti série pokusu (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na
zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno
po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka
zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost
rozdild mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi pismeny, se od
sebe statisticky priikazné 1i8i na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zéklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym
testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 16. Hodnoty uc¢innosti / pravdépodobnosti, s kterou je elektron zachyceny fotosystémem II pienesen z Qa
na Qg (Ygo) u dvou genotypt ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci tieti série pokust (sklenikové pokusy,
rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné
zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normaln¢ zalévany (K) a u
rostlin, u nichz byla zélivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b
popisuji statistickou vyznamnost rozdild mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou
oznaceny odliSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné 1isi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé
analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tidéni).
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Obr. 17. Hodnoty ti¢innosti / pravdépodobnosti, s kterou je elektron zachyceny fotosystémem II pfenesen az na koncové
akceptory fotosystému I (yre) u dvou genotypt Ciroku dvoubarevného (R16, K359) vramci treti série pokusi
(sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani
normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u
rostlin, u nichz byla zilivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena 4/a-b popisuji
statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisSnymi
pismeny, se od sebe statisticky priikkazné lisi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé analyzy post-hoc Tukey-
Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 18. Hodnoty ucinnosti / pravdépodobnosti, s kterou je elektron zachyceny fotosystémem II pienesen z Qg az na
koncové akceptory fotosystému I (3r) u dvou genotypt Ciroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci tfeti série pokusi
(sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani
normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u
rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-c popisuji
statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi
pismeny, se od sebe statisticky priikazné lisi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé analyzy post-hoc Tukey-
Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 19. Hodnoty efektivniho kvantového vytézku fotochemické premény energie ve fotosystému II (Qy) u dvou
genotypu ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) vramci tieti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ...
meéfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ...
meéfeno po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka
zastavena (S). Uvedeny jsou prumery = smérodatné odchylky, pismena A/a-B/b popisuji statistickou vyznamnost rozdila
mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi pismeny, se od sebe statisticky
prikazné li$i na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po
analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 20. Hodnoty performancniho indexu zachovani energie fotonti zachycenych svétlosbérnou anténou fotosystému I1
az po redukci Qg (Plags) u dvou genotypt Ciroku dvoubarevného (R16, K359) vramci treti série pokust (sklenikové
pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné
zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normaln¢ zalévany (K) a u rostlin, u
nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou
vyznamnost rozdilti mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisSnymi pismeny, se
od sebe statisticky prtikazné 1i$i na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem
nasledujicim po analyze variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 21. Hodnoty performancniho indexu zachovani energie fotonti zachycenych svétlosbérnou anténou fotosystému I1
az po redukci koncovych akceptort fotosystému I (Plrorar) u dvou genotypti ¢iroku dvoubarevného (R16, K359)
v ramci treti série pokusti (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které
byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale
normalng zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry = smérodatné odchylky,
pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou
oznaceny odlisSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazn€ lisi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé
analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 22. Hodnoty indexu spektralni odrazivosti Photochemical Reflectance Index (PRI) u dvou genotypl Ciroku
dvoubarevného (R16, K359) vramci tieti série pokusi (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku
stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12
dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou
prumeéry + smérodatné odchylky, pismena A/a-B/b popisuji statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty
genotypy/varianty pestovani, které jsou oznaceny odlisSnymi pismeny, se od sebe statisticky prukazné lisi na hladiné
vyznamnosti < 0,05 na zéklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance
jednoduchého tiidéni).
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Obr. 23. Hodnoty indexu spektralni odrazivosti Normalized Difference Vegetative Index (NDVI) u dvou genotypt
¢iroku dvoubarevného (R16, K359) vramci treti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na
zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normaln€ zalévany (0), Den 12 ... méfeno po
dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S).
Uvedeny jsou primeéry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdilii mezi genotypy
(pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin¢ vyznamnosti < 0,05 na zéklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance
jednoduchého tiidéni).
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Obr. 24. Hodnoty obsahu chlorofylu ¢ u dvou genotypu ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci treti série
pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které¢ byly
celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i
nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou prumeéry =+
smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdild mezi genotypy (pouze ty
genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin¢ vyznamnosti < 0,05 na zéaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze
variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 25. Hodnoty obsahu chlorofylu b u dvou genotypu ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci treti série
pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které¢ byly
celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i
nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou prumeéry =+
smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdild mezi genotypy (pouze ty
genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin¢ vyznamnosti < 0,05 na zéaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze
variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 26. Hodnoty obsahu celkovych karotenoidi u dvou genotypt ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) vramci tieti
série pokusti (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou
dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné
zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou prumery + smérodatné odchylky, pismena
A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou
oznaceny odlisSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazn€ lisi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé
analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 27. Hodnoty poméru chlorofyli a/b u dvou genotypti ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci treti série pokust
(sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani
normalng zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u
rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry = smérodatné odchylky, pismena A/a popisuji
statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi
pismeny, se od sebe statisticky priikazné lisi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé analyzy post-hoc Tukey-
Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 28. Hodnoty poméru celkového chlorofylu / celkovych karotenoidi u dvou genotyput ¢iroku dvoubarevného (R16,
K359) vramci tieti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u
rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které
byly i nadale normaln¢ zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou priméry + smérodatné
odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdilii mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani,
které jsou oznaceny odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky pritkazné lisi na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zakladé
analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 29. Hodnoty specifické hmotnosti listu (SLW) u dvou genotypti ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci tieti
série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou
dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné
zalévany (K) a urostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou primeéry + smérodatné odchylky, pismena 4/a
popisuji statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny
odlisSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zaklad¢ analyzy post-hoc
Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tridént).
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Obr. 30. Hodnoty hmotnosti susiny celé rostliny u dvou genotypt ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci
tieti série pokusi (sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které
byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i
nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou prumeéry =+
smérodatné odchylky, pismena A/a-B/b popisuji statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty
genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin¢ vyznamnosti < 0,05 na zéaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze
variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 31. Hodnoty hmotnosti susiny koienti u dvou genotypi Ciroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci treti
série pokusi (sklenikové pokusy, rok 2012). Den 0 ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které
byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsSich 12 dnech u rostlin, které byly i
nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou prumeéry =+
smérodatné odchylky, pismena A/a-B/b popisuji statistickou vyznamnost rozdild mezi genotypy (pouze ty
genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin¢ vyznamnosti < 0,05 na zéaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze
variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 32. Hodnoty celkové vysky rostliny (souctu délky jednotlivych internodii) u dvou genotypt ciroku
dvoubarevného (R16, K359) vramci treti série pokusu (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na
zacatku stresového obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno
po dalsich 12 dnech u rostlin, které byly i nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka
zastavena (S). Uvedeny jsou primeéry =+ smérodatné odchylky, pismena A/a-B/b popisuji statistickou
vyznamnost rozdili mezi genotypy (pouze ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi
pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na hladin€ vyznamnosti < 0,05 na zakladé analyzy post-hoc Tukey-
Kramerovym testem nasledujicim po analyze variance jednoduchého tfidéni).
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Obr. 33. Hodnoty maximalni vysky rostliny (ke Spicce nejdelsiho listu) u dvou genotypt Ciroku dvoubarevného
(R16, K359) v ramci tieti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového
obdobi u rostlin, které byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalsich 12 dnech
u rostlin, které byly i nadale normaln€ zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny
jsou prameéry + smérodatné odchylky, pismena A/a-B/b popisuji statistickou vyznamnost rozdili mezi genotypy
(pouze ty genotypy/varianty pestovani, které jsou oznaceny odlisSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné
li$i na hladiné vyznamnosti < 0,05 na zaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po
analyze variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 34. Hodnoty relativniho obsahu vody (RWC) v listech dvou genotypti ¢iroku dvoubarevného (R16, K359)
v ramci tfeti série pokusu (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u
rostlin, které byly celou dobu péstovani normaln¢ zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u
rostlin, které byly i nadale normalné¢ zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou
praméry + smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdilii mezi genotypy (pouze
ty genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odliSnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin€¢ vyznamnosti < 0,05 na zéaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze
variance jednoduchého tiidéni).
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Obr. 35. Hodnoty obsahu prolinu v listech dvou genotypi Ciroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci treti
série pokusi (sklenikové pokusy, rok 2012). Den O ... méfeno na zacatku stresového obdobi u rostlin, které
byly celou dobu péstovani normalné zalévany (0), Den 12 ... méfeno po dalSich 12 dnech u rostlin, které byly i
nadale normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena (S). Uvedeny jsou pruméry =+
smérodatné odchylky, pismena A/a-b popisuji statistickou vyznamnost rozdild mezi genotypy (pouze ty
genotypy/varianty péstovani, které jsou oznaceny odlisnymi pismeny, se od sebe statisticky prikazné lisi na
hladin¢ vyznamnosti < 0,05 na zéaklad¢ analyzy post-hoc Tukey-Kramerovym testem nasledujicim po analyze
variance jednoduchého tiidéni).
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Tab. 17. Vysledky analyzy variance dvojného tfidéni s interakcemi, provedené u vybranych fotosyntetickych
parametrti JIP testu vychazejiciho z méfeni OJIP kiivky fluorescence chlorofylu a, efektivniho kvantového
vytézku fotochemické premény energie ve fotosystému (PS) II (Qy), indext spektralni odrazivosti PRI a NDVI,
obsahlt a poméru fotosyntetickych barviv, morfologickych parametri, relativniho obsahu vody v listech a
obsahu prolinu; uvedené parametry byly méfeny u dvou genotypt ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci
treti série pokust (rok 2012, sklenikové pokusy, dvanactidenni stres suchem). Uvedeny jsou hladiny statistické
vyznamnosti (p), jako zdroj variability byly pii analyze pouzity genotypy, péstovani (kontrola vs stres) a
interakce mezi nimi (GxP). Statisticka vyznamnost (p < 0,05) je vyznacena tuc¢né.

Parametr Genotypy |Péstovani| GxP

v ;/Isa}}(lmalm kvantovy vytézek fotochemické pfemény energie v 0,956 0,000 0,869

PEo Kvantovy vytézek toku pienosu elektronii z Q, na Qg 0,977 0,000 0,733

oxo Eg/lantovy vytézek toku pienosu elektronli az na koncové akceptory 0,303 0,000 0,994

Ppo Kvantovy vytézek disipace zachycené energie 0,939 0,000 0,754

Vo chmnost/pravdepodobnost, s kterou je elektron zachyceny PSII 0,889 0,000 0,263
pienesen z QA na Qg

Vo chmnost /Qravdepodo‘t{nost, s kterou je elektron zachyceny PSII 0,208 0,000 0,723
prenesen az na koncové akceptory PSI

Sz chmnost /pravd?podobnost,'s kterou je elektron zachyceny PSII 0.112 0,000 0,980
prenesen z Qg az na koncové akceptory PSI

YyRC Pravdépodobnost, ze PSII chlorofyl funguje jako reakéni centrum | 0,905 0,000 0,761
Primérny tok zachycenych fotonti vyjadieny na jedno PSII reakéni

ABS/RC centrum (zdanliva velikost svétlosbérné antény aktivniho PSII) 0,752 0,000 0,634

TPy/RC Maxlmralm tok zachycenych excitont vyjadieny na jedno PSII 0,723 0,552 0,658
reakéni centrum

ET,/RC Tok prenosu elektronti z Q4 na Qg vyjadieny na jedno PSII reakéni 0.818 0,000 0313
centrum

REy/RC Tok prenosu elevktfonu az na koncové akceptory PSI vyjadieny na 0,236 0,000 0.735
jedno PSII reakéni centrum

DIy/RC | Tok disipované energie vyjadieny na jedno PSII reakéni centrum | 0,823 0,000 0,714
Performancéni index zachovani energie fotonti zachycenych

Plass svétlosbérnou anténou PSII az po redukci Qg 0,987 0,000 0,926
Performancéni index zachovani energie fotonti zachycenych

PltoraL | svétlosbérnou anténou PSII az po redukci koncovych akceptorti 0,314 0,000 0,632
PSI

Qy Efektivni kvantovy vytézek fotochemické pfemény energie v PSIT | 0,957 0,000 0,667

PRI Photochemical Reflectance Index 0,662 0,000 0,504

NDVI | Normalized Difference Vegetation Index 0,760 0,000 0,845

Obsah chlorofylu a 0,752 0,000 0,748

Obsah chlorofylu b 0,485 0,000 0,502

Obsah celkovych karotenoidd 0,733 0,000 0,734

Pomér chlorofylt a/b 0,408 0,284 0,394

Pomér celkového chlorofylu / celkovych karotenoidi 0,186 0,000 0,186

SLW Specificka hmotnost listu 0,989 0,018 0,774

Celkova hmotnost susiny rostliny 0,838 0,000 0,989

Vyska rostliny 0,163 0,000 0,605

Maximalni vyska rostliny 0,621 0,000 0,707

RWC Relativni obsah vody v listu 0,646 0,000 0,634

Obsah prolinu 0,405 0,000 0,365
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Rozdily mezi kontrolnimi a stresovanymi rostlinami a nepfitomnost vyraznéjSich
rozdili mezi obéma hodnocenymi genotypy byly patrné 1 z podrobnéjsiho rozboru OJIP
kiivek (Obr. 36-40), at’ uz z vlastniho pribchu fluorescence chlorofylu a béhem celé OJIP
¢asti indukce fluorescenéniho pifechodového jevu (Obr. 36), nebo z kiivek relativni
variabilni fluorescence Wor, Wos, Wok @ Wip (Obr. 37-40, zndzornéno na levé ose grafii) i
z kiivky diferen¢ni kinetiky AWo; vypocitané jako rozdil mezi stresovanymi a kontrolnimi

rostlinami (Obr. 37, zndzornéno na pravé ose grafu).
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Obr. 36. Polyfazicky narust fluorescence chlorofylu a (OJIP kiivka) méfeny na temnotné adaptovanych listech
dvou genotypi Ciroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci tfeti série pokust (sklenikové pokusy, rok 2012).
Meéfeno u rostlin, které byly normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena na 12 dnt (S).
Jednotlivé hodnoty jsou vzdy priméry z 8 (v pfipadé S 7) opakovani.
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Obr. 37. Relativni variabilni fluorescence chlorofylu a v oblasti mezi body O a I (Wqj, znédzornéna na levé ose
grafu, prazdné symboly) a kiivka diferen¢ni kinetiky v této oblasti (AW, znazornéna na pravé ose grafu, plné
symboly) u dvou genotypu ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci treti série pokust (sklenikové pokusy,
rok 2012). Vypocitano z hodnot fluorescence chlorofylu ¢ méfené na temnotné adaptovanych listech u rostlin,
které byly normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena na 12 dnt (S). Jednotlivé hodnoty
jsou vzdy prumeéry z 8 (v piipadé S 7) opakovani.

Hodnoty kiivky diferen¢ni kinetiky AWo; (Obr. 38, zndzornéno na pravé ose grafu)
se zpocatku pohybovaly v pozitivni oblasti (pozitivni K-pas), cozZ by mohlo znamenat
destabilizaci OEC, ptipadné zvétSeni velikosti funkéni svétlosbérné antény PSII (pfiCemz u
R16 bylo poskozeni OEC / zvétSeni velikosti antény PSII o néco vétsi) u stresovanych
genotypll ve srovnani s kontrolnimi, poté ale poklesly pod nulovou hodnotu, takze

z uvedeného grafu nelze vyvozovat jednoznaéné zavery.
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Obr. 38. Relativni variabilni fluorescence chlorofylu @ mezi body O a J (Wq;, znazornéna na levé ose grafu,
prazdné symboly) a kiivka diferen¢ni kinetiky v této oblasti (AWqy, zndzornéna na pravé ose grafu, plné
symboly) u dvou genotypt ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci tieti série pokust (sklenikové pokusy,
rok 2012). Vypocitano z hodnot fluorescence chlorofylu @ méfené na temnotné adaptovanych listech u rostlin,
které byly normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena na 12 dnt (S). Jednotlivé hodnoty

jsou vzdy pruméry z 8 (v ptipadé S 7) opakovani.

Kftivky diferenéni kinetiky AWok, ktera odhaluje L-pas, se nachazely také v pozitivni
oblasti, coZ naznacuje horsi energetickou konektivitu (vzdjemnou vyménu energie) mezi PSII
jednotkami u rostlin vystavenych plsobeni sucha; genotyp R16 byl vtomto ohledu opét

,,hor$i““ nez genotyp K359 (Obr. 39, zndzornéno na pravé ose grafu).
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Obr. 39. Relativni variabilni fluorescence chlorofylu a mezi body O a K (Wog, znazornéna na levé ose grafu,
prazdné symboly) a kiivka diferen¢ni kinetiky v této oblasti (AWok, znazornéna na pravé ose grafu, plné
symboly) u dvou genotypt ¢iroku dvoubarevného (R16, K359) v ramci tieti série pokust (sklenikové pokusy,
rok 2012). Vypocitano z hodnot fluorescence chlorofylu @ méfené na temnotné adaptovanych listech u rostlin,
které byly normalné zalévany (K) a u rostlin, u nichz byla zalivka zastavena na 12 dnt (S). Jednotlivé hodnoty
jsou vzdy pruméry z 8 (v ptipadé S 7) opakovani.

Vyrazny pokles rychlosti redukce hotovosti koncovych akceptori elektronti za PSI, a
také snizeni velikosti této hotovosti u stresovanych rostlin obou genotypi byl zfejmy z kiivek
relativni variabilni fluorescence Wip a Wop, mezi obéma genotypy vSak nebyly v tomto

ohledu pftili§ velké rozdily (Obr. 40).
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Obr. 40. Relativni variabilni fluorescence chlorofylu a mezi body I a P s maximalni amplitudou fixovanou jako
1 (Wp, znazornéna na hlavnim grafu) a ¢ast kiivky relativni variabilni fluorescence chlorofylu a mezi body O a
I s hodnotami vy$$imi nez 1 (Wq;, znazornéna na vnoireném grafu) u dvou genotypu ¢iroku dvoubarevného
(R16, K359) vramci tieti série pokusi (sklenikové pokusy, rok 2012). Vypocitano z hodnot fluorescence
chlorofylu @ méfené na temnotné adaptovanych listech u rostlin, které byly norméalné zalévany (K) a u rostlin, u
nichz byla zalivka zastavena na 12 dnl (S). Jednotlivé hodnoty jsou vzdy pruméry z 8 (v piipadé S 7)
opakovani.
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6. Diskuze

Sucho je v soucasnosti jednim z nejcastéjSich rostlinnych stresort, jez maji vliv na
snizovani vynosu u zemédélsky vyuzivanych plodin. Slechtitelstvi, jehoz vysledkem jsou
suchovzdorné¢ odrady, které jsou schopny zachovat vysoky vynos 1 za podminek
dlouhotrvajicitho nedostatku vody, je dnes stile vice zaméfeno na vybér a hodnoceni
charakteristik, jez spolehlivé vypovidaji o odolnosti nebo naopak citlivosti vii¢i suchu, at’ uz
se jedna o jejich pifimé vyuziti jako sekundarnich selekénich znakd, nebo o jejich vyuziti pro
spolehlivou fenotypizaci v souvislosti s metodologii ,,molekularniho Slechténi* (Furbank a
Tester, 2011; Cabrera-Bosquet et al., 2012; Tuberosa, 2012). U téchto Slechtitelskych
programil je kladen diiraz na ty metody, u nichz je mozné testovat mnoho rostlin nebo
genotypil co nejsndze a za kratky cas, coz umoznuje zrychleni a vyssi efektivitu celého
§lechtitelského procesu. Casto jde navic o nedestruktivni metody, kde je mozné provadst
opakovana méteni a sledovat zmény v Case a plisobeni riznych klimatickych faktora na tytéz
rostliny, pfipadné sledovat odpovéd rostlin v poststresovém obdobi, coz je stav, ktery se
v ptirod¢ vyskytuje Casto.

Tato prace méla ve svém Piehledu literatury za cil ucelené popsat platnost a
pouzitelnost n€kterych parametrii, u nichz se predpokladd piima nebo nepfima souvislost
s odolnosti vii¢i nedostatku vody u ¢iroku dvoubarevného (Sorgum bicolor (L.) Moench.).
V experimentalni ¢asti bylo cilem prace nejprve otestovat, zda bude mozné indické genotypy
tohoto rostlinného druhu (které jsou ptirozené adaptovany na zcela odlisSné klimatické
podminky) péstovat a hodnotit i v podminkach mirného pasma, a dale zjistit, zda by vybrané
fotosyntetické¢ (pfipadné 1 jiné) charakteristiky, méfitelné predevSim nedestruktivnimi
metodami, mohly byt vyuzitelné k rozliSeni genotypli, u nichz se ptedpoklada odolnost
(zalozend na pritomnosti nékterého ze stay-green QTL) nebo naopak citlivost (tzv.
senescentni genotypy) k suchu. Jde o genotypy, které byly vyslechtény a ¢astecné testovany
v jinych charakteristikdch (skliznovy index, TE a fotal water use) na pracovisti ICRISAT
vIndii (Vadez et al. 2011), snimz Laboratof genetiky rostlin katedry genetiky a
mikrobiologie PfF UK v Praze spolupracuje. Podle Vadez et al. (2011) nckteré z téchto
genotypit vykazaly suchovzdorné rysy, souvislost s pivodem IL (tim, zda bylo kiizeni
provadéno na senescentni rodiovskou linii R16 nebo S35) vSak zaleZela na hodnoceném
parametru. ZjiStény byly také interakce mezi jednotlivymi Stg QTL a genetickym pozadim
ve znacich spojenych se schopnosti rostlin vyuzivat dostupnou vodu. IL odvozené od linie
R16 a obsahujici StgB QTL (coz by se v mém ptipadé¢ tykalo genotypti K214 a K359) napf.
podle Vadez et al. (2011) vykazovaly vys§i hodnoty TE, u IL odvozenych od linie S35 a

nesoucich tentyz QTL (v mém piipadé by Slo o IL 01) to vSak zjisténo nebylo. Naproti tomu
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IL odvozené od rodi¢ovské linie S35 a nesouci Stgl QTL (v mém piipadé by to byla IL 40)
se zase vyznacovaly lepSi schopnosti ziskavat vodu kofeny. V kazdém piipadé v
indickych podminkach ve vySe uvedenych parametrech existovala mnohem vyssi variabilita
mezi studovanymi IL (i jejich rodiCovskymi liniemi) jak v podminkach dobré dostupnosti
vody, tak v podminkach sucha, nez byla variabilita, kterou jsem pozoroval ja v parametrech
hodnocenych v této diplomové préci, at’ uz se jednalo o polni nebo sklenikové pokusy.

Metody, které jsem piedevsim v této praci testoval, jsou zalozeny jednak na analyze
rtiznych parametr popisujicich primérni fotosyntetické procesy a odvozenych z métfeni tzv.
rychlé faze indukce fluorescence chlorofylu a (tzv. OJIP kiivky), jednak na stanoveni obsahii
a poméru fotosyntetickych barviv, at’ uz nedestruktivnim hodnocenim dvou indexti spektralni
odrazivosti — PRI a NDVI (které umoznuje stanovit ptiblizny obsah chlorofylii v pfipadé
NDVI a ptiblizny obsah karotenoidi xantofylového cyklu nebo poméru mezi karotenoidy a
chlorofyly v pfipadé PRI), nebo spektrofotometrickym méfenim po extrakci fotosyntetickych
barviv z listii. Obé tyto skupiny parametrii jsou pfitom u jinych rostlinnych druhii casto
doporuCovany jako sekundarni selekéni znaky nebo znaky vhodné pro fenotypizaci
v souvislosti se suchovzdornosti (Tuberosa, 2012).

Fluorescence chlorofylu a a parametry zaloZené na jejim meéfeni jsou pomérné
oblibenym tématem, kterému se védci zabyvajici se potencidlnim vyuzitim raznych
charakteristik pfi selekci a Slechténi na suchovzdornost rostlin vénuji. Ackoliv v nékterych
studiich nebyla za podminek nedostatku vody potvrzena souvislost mezi charakteristikami
odvozenymi na zakladé méteni chlorofylové fluorescence a skliziovym indexem (Bogale et
al., 2011) nebo byla vykdzana pouze slaba souvislost a tudiz nebyly pro tento ucel ptilis
doporuCeny (napt. Longenberger et al., 2009), u vétSiny dosud zkoumanych druht
zemédélsky vyznamnych rostlin se obvykle tvrdi, ze tyto parametry s odolnosti vii¢i suchu
uzce souvisi. Autofi se aZ dosud v souvislosti se screeningem na suchovzdornost obvykle
zaméfovali pfedev§im na pomalou (PSMT) fazi fluorescen¢ni indukéni kitvky a parametry
z ni pocitané (nejcastéji maximalni nebo efektivni kvantovy vytézek fotochemické pfemény
energie v PSII, ptipadné fotochemické ¢i nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu a).
Neékteti se vSak veénovali 1 rychlé (OJIP) fazi, a to nejen jednoduchym ,.Ciselnym*
parametriim, ale 1 tvaru kiivky indukce chlorofylové fluorescence nebo jejich jednotlivych
¢asti (Oukarroum et al., 2007; 2009; Jedmowski et al., 2013).

Casto se uvadi, ze velkou miru vyuZitelnosti skyta predev§im maximalni kvantovy
vytézek fotochemické premény energie v PSII, ¢py (0znaCovany také jako Fy/Fy). Nejvice
autord, ktefi tento parametr studovali a na zakladé svych vysledkii doporudili pro testovani na

suchovzdornost, pracovalo s pSenici (7riticum aestivum L.) (Royo et al., 2000; Paknejad et
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al., 2007; Sayar et al., 2008; Guoth et al., 2009; Balouchi, 2010; Roostaei et al., 2011). Araus
et al. (1998) ovSem u tohoto rostlinného druhu uvedeny fluorescen¢ni parametr povazuji za
nejméné vhodny pro screening na suchovzdornost a doporucuji spiSe poloCas nartistu
hodnoty fluorescence mezi body Fy a Fy;, pfipadné zakladni fluorescenci chlorofylu (Fo). Fo
do jist¢ miry vypovidala o mife suchovzdornosti i v dal§i praci (Roostaei et al., 2011)
zaméfené na testovani 144 linii pSenice. Na druhou stranu ovSem Paknejad ef al. (2007), kteti
také pracovali s pSenici, Zddnou korelaci mezi vynosem v podminkach stresu suchem a
hodnotou Fy nenasli. Ja4 sam jsem tento parametr piimo statisticky nehodnotil, ale na zéklad¢
namétenych hodnot se nezda, Ze by v ném u genotypt Ciroku, které jsem testoval, existovala
néjaka vyraznéjsi variabilita (data nejsou v prdaci uvedena).

Dalsi studie, v nichz byly pomoci ¢py odliSeny suchovzdorné genotypy od genotypt
citlivych k suchu, byly provedeny napt. u je¢mene (Hordeum vulgare L.) (Guo et al., 2008),
kukuftice (Lepedus et al., 2012), cukrové titiny (Saccharum sp.) (De Almeida Silva et al.,
2007; 2011; Cha-um et al., 2012), dale u cizrny (Cicer arietinum L.) (Rahbarian ef al., 2011),
olivovniku (Olea europaea L.) (Faraloni et al., 2011) ¢i modelové rostliny husenicku
(Arabidopsis thaliana L.) (Woo et al., 2008). VSechny tyto prace povazuji parametr @py pro
selekci a Slechténi na suchovzdornost za velmi vhodny. V mém piipadé jsem ovSem Zadné
vyrazné¢ rozdily mezi studovanymi genotypy cCiroku vtomto parametru nepozoroval a
nemohu jej tedy pro testovani suchovzdornosti u tohoto rostlinného druhu doporucit.
Schafleitner et al. (2007) také nepozorovali Zadnou souvislost mezi suchovzdornosti a
hodnotami ¢@py u bramboru (Solanum tuberosum L.). Ani Bota et al. (2001) u vinné révy
(Vitis vinifera L.) nenaSli v tomto parametru zadnou variabilitu spojenou se suchovzdornosti
a dokonce nepozorovali ani Zadné zmény hodnot @py v diisledku stresu suchem. Tito autofi
testovali 1 dal§i parametry odvozené z pomalé¢ faze fluorescencni indukcéni kiivky
(nefotochemické zhaSeni chlorofylové fluorescence, efektivni kvantovy vytéZzek
fotochemické pfemény energie v PSII) a ani v nich nezjistili prikaznou souvislost mezi jejich
hodnotami a suchovzdornosti studovanych kultivar vinné révy (Bota et al., 2001). Podobny
vysledek popsali 1 Guoth ef al. (2009) u pSenice, ktefi testovali jak maximalni, tak efektivni
kvantovy vytézek fotochemické ptemény energie v PSII, fotochemické i nefotochemické
zhéaSeni fluorescence chlorofylu a. RovnéZ Boureima ef al. (2012) nezjistili vyrazné rozdily
mezi suchovzdornymi a k suchu citlivymi genotypy sezamu (Sesamum indicum L.) v
parametru @pg. Doporucuji vSak vyuziti parametru Plags a z néj odvozeného indexu DFI
(Drought Factor Index), pocitaného z hodnot Plags stanovenych u rizné€ dlouho stresovanych
rostlin. Lepedus et al. (2012), ktefi pracovali s kukufici, doporu€uji parametry @po a Plags

kombinovat a pouzivat je vzdy spole¢né.

86



O vétsing ostatnich parametr vychazejicich z pribéhu OJIP kiivky, které jsem meéfil
1J& v této praci, se v souCasnosti dostupné studie zminuji méné Casto. VySe zminéni autofii
Boureima et al. (2012) neuvadéji kromé Plaps zadné jiné parametry OJIP kiivky, které by u
sezamu doporucili pro screening na suchovzdornost. Oukarroum et al. (2007) u jeCmene
doporucuji rovnéz Plags a DFI, a také sledovani zmén tzv. K- a L-past (na pocatku O-J
oblasti) na kiivkach diferen¢ni kinetiky. V pozd€jsi praci na stejném materidlu tito autofi
navrhuji pro screening je¢mene na suchovzdornost sledovani zmén chlorofylové fluorescence
v oblasti mezi body I a P, parametru RE(/RC a odvozenych poméri RE(/ABS a RE(/ET),
(Oukarroum et al.; 2009). Ja jsem v mych sklenikovych pokusech s ¢irokem zadny rozdil
mezi obéma hodnocenymi genotypy v parametru RE¢/RC nepozoroval a ani v polnich
pokusech jsem nenaSel néjaky obecny trend, ktery by tento parametr doporucil. V praci
Jedmowski et al. (2013), vniz byla hodnocena suchovzdornost analyzou OJIP kiivky u
genotypi ¢iroku a je¢mene (Hordeum vulgare L.), byl u tolerantnich genotypli je¢mene
popsan vyznamné mensi dopad na tvar L-pasu OJIP kfivky za podminek sucha nez u
genotypi citlivych na nedostatek vody, coz je jev, ktery jsem castecné pozoroval 1 ja u obou
genotypil Ciroku hodnocenych ve sklenikovych pokusech, takze analyza tohoto pasu by u
¢iroku moznd mohla byt k detekci suchovzdornosti vyuzita. Jedmowski ef al. (2012) vSak
zaroven popsali, Zze vystaveni suchu u suchovzdornych genotypii ¢iroku s vyznamné mensi
meérou nez u genotypi citlivych k suchu ménilo samotny prabéh celé OJIP kiivky, coz jsem
v ptipadé¢ mych pokust nezjistil. Bylo by potieba provést dal§i pokusy s v&t§Sim mnozZstvim
rtiznych genotyptl ¢iroku s jednozna¢né definovanou a pfedem znamou suchovzdornosti, nez
by se zmény tvaru rtznych c¢asti OJIP kiivky mohly skute¢né doporucit pro prakticky
screening a Slechténi.

Zda se tedy, Ze pouZitelnost parametrii pocitanych na zakladé métfeni fluorescence
chlorofylu a silné zavisi na rostlinném druhu, na hodnoceném parametru a pravdépodobné i
na podminkich simulace stresu suchem. Souvislost mezi suchovzdornosti a riznymi
parametry fluorescence chlorofylu a také miize vyrazné zaviset na vyvojovém obdobi, béhem
kterého je testovani provadeéno, jak ukazali napt. Bogale et al. (2011) u pSenice a jak jsem do
Jisté miry pozoroval 1 ja sdm v polni sezoné 2012, kdy se vzdjemné postaveni/poradi
jednotlivych genotyptli v testovaném souboru ménilo v prabéhu hodnoceného obdobi (navic u
riznych parametri rizn€). Fluorescencni parametry rozhodné nelze doporucovat zcela
obecné jako sekundarni selekéni znaky a u kazdého rostlinného druhu je vZdy nutné provést
dukladné testovani v riiznych podminkach a velkych genotypovych souborech.

Vyuziti pti hleddni suchovzdornych genotypil lze nalézt 1 pro metody zaloZzené na

méteni riznych indext spektralni odrazivosti listh, které slouzi mimo jiné 1 pro pfiblizné a
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rychlé stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentii. Parametr PRI se pomérné dobie osveédcil
pfi selekci pSenice (Babar et al., 2006) a bramboru (Schafleitner er al., 2007) na
suchovzdornost, ale pro uréovani odolnosti ¢iroku vii¢i suchu v mé praci se nejevil jako
vhodny a casto vykazoval nulové nebo dokonce zdporné hodnoty a také velky rozptyl
vyslednych hodnot, tudiz ho nemohu pro tyto ucely doporucit. Ani druhy z hodnocenych
indext spektralni odrazivosti, NDVI, se na zdkladé mych vysledki nezda byt ptili§ vhodnym
kritériem pro jednoznacné rozliSeni genotypli Ciroku na zdkladé jejich piedpokladané
suchovzdornosti. Prace Lu et al. (2011), zkoumajici suchovzdornost u 550 inbrednich linii
kukufice (Zea mays L.) navrhuje sledovat parametr NDVI pouze jako sekundarni a tedy
doplikovou charakteristiku a Monneveux et al. (2013) dodéava, ze by tento parametr mohl
byt u nékterych rostlinnych druhii, vtomto ptipadé bramboru (Solanum tuberosum L.),
v Casnych fazich ovlivnén napiiklad vlastnostmi pidy, a proto doporucuje kombinaci NDVI
s vazenym indexem NIRS (Near Infrared Reflectance Spectroscopy), ktery zahrnuje i
Sikmost pidniho povrchu. Metoda NIRS je doporucena i vjeji nevazené¢ podobé pro
fenotypizaci kukufice (Cabrera-Bosquet et al., 2012), ovSem zatim neni pfili§ dostupna.
Royo et al. (2000) doporucuji u pSenice pouzivat NDVI index pro predikci vynosu
v podminkach sucha pouze v téch vyvojovych stadiich nebo v takovych prostiedich, kde
hodnota pokryvnosti listovi (LAI; Leaf Area Index) neptevysSuje 3. Také Schafleitner et al.
(2007) u bramboru uvadéji, Ze NDVI index velmi vyrazné€ souvisi s LAI. Babar et al. (2006),
pracujici s pSenici, navrhuji misto NDVI pouZivat spiSe jiné indexy zaloZené na odrazivosti
Cisté v blizké infracervené oblasti.

Jako Iépe vyuzitelngjsi se zdanlivé jevi metoda méteni obsahu chlorofylu na zakladé
absorbance (transmitance) listu pro zafeni ve dvou vlnovych délkadch pomoci SPAD pfistroji,
jejiz aplikace pti selekei suchovzdornych genotypu se ukézala jako velmi vhodna napt. u
cizrny (Kashiwagi et al., 2010), podzemnice olejné (Arachis hypogaea L.) (Arunyanark et
al., 2008; 2009; Jongrungklang et al., 2008; Songsri et al., 2008; 2009; Painawadee et al.,
2009), cukrové¢ titiny (De Almeida Silva et al., 2007; 2011) a pSenice (Fotovat et al., 2007,
Balouchi, 2010; Karimizadeh et al., 2011; Talebi, 2011; Arjenaki et al., 2012). Tuto metodu
jsem vSak vtéto praci nepouzil a misto toho jsem métil obsah fotosyntetickych barviv
spektrofotometricky, coz by mélo byt piesnéjsi. A ackoliv byva tento parametr velmi ¢asto
spojovan se suchovzdornosti, v pfipadé mé prace se ani tato metoda neprokazala jako vhodna
pro jednoznacné rozliSeni genotypt ¢iroku odolnych a citlivych k suchu. Ani Royo et al.
(2000) ¢i Reynolds et al. (2007), ktefi hodnotili obsah chlorofylu pomoci SPAD metody u
pSenice, nedoporucuji stanoveni obsahu chlorofylu pro selekci na suchovzdornost. Stejné

jako v ptipad¢ charakteristik zaloZenych na analyze fluorescence chlorofylu a tedy méfeni
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obsahu fotosyntetickych barviv o€ividn€ zavisi na mnoha faktorech a nemuize byt jako
sekundarni selek¢ni znak doporuceno zcela obecné.

Obsah prolinu je charakteristika ¢asto spojovana se stresem suchem a toleranci vici
nému, a proto je rovnéz pomérné casto vyuzivan. Souvislost mezi timto parametrem a
suchovzdornosti byla potvrzena u cukrové titiny (Cha-um et al., 2012), cizrny (Ulemale et
al., 2013) 1 pSenice (Geravandi et al., 2011). V této préaci jsem ale u Ciroku zadnou
vyznamnou souvislost nezaznamenal, at’ uz $lo o mladé rostliny péstované ve skleniku, nebo
rostliny v polnich podminkach. Rovnéz parametr RWC se mi pro hodnoceni odolnosti viici
suchu u mladych rostlin ¢iroku neosveédcil, piestoze v pracich Xu et al. (2000), Ali et al.
(2009) ¢i Mutisya et al. (2010) byla jeho vhodnost pro Slechténi ¢iroku na suchovzdornost
podpofena a rovnéz je doporucovan i pro dalsi rostlinné druhy, napt. pSenici (Balouchi, 2010;
Arjenaki et al., 2011; Bogale et al., 2011; Geravandi et al., 2011) a cukrovou titinu (De
Almeida Silva et al., 2011).

Ackoliv jsou tedy rtizné vySe zminéné parametry ¢asto doporucovany jako sekundarni
selekéni znaky v souvislosti se suchovzdornosti rostlin u ciroku se mi ani v polnich
pokusech, ani ve sklenikovych pokusech, kde byly rostliny piimo vystavené nedostatku
vody, nepodafilo v podstaté uzddné z charakteristik, které jsem hodnotil (jednotlivé
parametry odvozené z OJIP kiivky, oba indexy spektralni odrazivosti, obsahy a poméry
fotosyntetickych pigmenti stanovené spektrofotometricky po extrakci z listového pletiva,
obsah prolinu, RWC, vybrané morfologické parametry) prokazat jednoznac¢nou souvislost
mezi jejich vysokymi ¢i nizkymi hodnotami a ptedpokladanou citlivosti ¢i odolnosti
genotypil k suchu. Jediny genotyp, ktery se v n€kterych parametrech v polnich pokusech od
obou senescentnich rodicovskych linii pomérné pravidelné¢ odliSoval, byla Slechtitelsky
osveédCena stay-green linie B35, ale druha stay-green linie E36-1, ktera se ve Slechténi ¢iroku
na suchovzdornost pouziva téméi stejné Casto, takové rozdily nevykazovala a ani zadna
z QTL-IL obsahujicich rizné stg lokusy se od senescentnich linii obvykle neliSila.
Domnivam se, ze divodem by mohly byt pfedev§im odlisné klimatické podminky, nez na
jaké jsou tyto rostliny vySlechténé a adaptované. Tim padem na né béhem celého péstovani
pusobily mnohé dalsi vlivy, s nimiz se musely vyrovnavat, zejména chlad, nedostatecna
ozafenost a odliSna délka dne. Zméfena data jsou pak spiSe odrazem komplexnosti odpovedi
rostlin na kombinaci vSech téchto nestandardnich péstebnich faktord.

Na zakladé¢ ziskanych vysledkli se domnivam, Ze pouzité metody, predev§im méfeni
OJIP kiivky indukce fluorescence chlorofylu a, jsou sice mozna vhodné u nékterych druht
plodin a pro urovani miry tolerance sucha u rostlin, které jsou péstované ve svém

»prirozeném® prostiedi (prostfedi, na néz jsou jiz dlouhodobé adaptovan¢), pro testovani
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¢iroku v nasich klimatickych podminkach (at’ uz v polnich pokusech nebo v nadobovych
pokusech ve skleniku) je zfejm& nelze doporucit. Presto si téma mozného vyuziti
nedestruktivnich fotosyntetickych parametric pro screening, selekci a Slechténi na

suchovzdornost rozhodné zaslouzi byt 1 nadale studovano.
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7. Souhrn

Genotypy c¢iroku dvoubarevného vyslechténé v Indii lze somezenim péstovat 1
v podminkdch Ceské republiky, aviak rostliny nejsou na tyto podminky pfilis
adaptované, nebot’ jejich vyvoj neprobéhne cely a jesté pred dozranim semen vykazuji

priznaky senescence (a to 1 stay-green genotypy).

Razné nedestruktivni parametry popisujici primarni fotosyntetické procesy a zalozené na
analyze OJIP c¢asti kiivky indukce fluorescence chlorofylu a, indexy spektralni
odrazivosti NDVI a PRI, destruktivni stanoveni obsahu fotosyntetickych barviv ani
stanoveni obsahu prolinu neumoziuji od sebe v polnich podminkdch mirného
klimatického pasma rozliSit genotypy ciroku podle jejich stay-green / senescentniho
fenotypu. Dlivodem je pravdépodobné mnozstvi jinych faktort prostiedi, které na rostliny

za téchto podminek ptlisobi.

Meéieni vySe uvedenych parametri u mladych rostlin ¢iroku péstovanych v podminkach
skleniku a liSicich se predpokladanou suchovzdornosti (stay-green / senescentni fenotyp)
neni ziejmé piili§ mozné pouzit pro detekci této variability. Vyjimkou by mohla byt
analyza kinetiky nckterych casti OJIP kiivky indukce fluorescence chlorofylu a,

konkrétné tzv. L-pasu.
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