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Souhrn: Cielom prace bolo porovnanie fyziologickych reakcii odréd pSenice letnej formy jarnej (Triticum aestivum L.) na vysoku
teplotu. Vyuzivali sme meranie rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu a pristrojom HandyPEA (Hansatech, Velka Britania), pri ktorom
sme hodnotili maximalny kvantovy vytazok fotochémie (Fv/Fm) a nedestrukéné meranie chlorofylmetrom SPAD (Minolta, Japonsko).
Dosiahnuté vysledky ukazuju rozdielnu dynamiku reakcii Studovanych genotypov, ako aj hmotnosti vyuzitia nedeStrukénych merani
indikacie stresu. Fotosystém |l je citlivy na vysoku teplotu a merané fluorescenéné parametre su dostato¢ne citlivé na to, aby bola
identifikovana miera stresu a poSkodenia fotosyntetického aparatu. NaSe odrody v porovnani s modelovymi bulharskymi odrodami
sa mi javia ako univerzalnejSie pre rézne podmienky prostredia. A kedZe podmienky réznych rokov sa striedaju, povazujem ich
za vyhodnejSie. Vlysledky méZu byt zdrojom dalSieho vyskumu tolerancie genetickych zdrojov na environmentalne stresy.
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Abstract: The aim of the work was comparison of physiological reactions of varieties of summer wheat form spring (Triticum
aestivum L.) on high temperature. We used measuring of fast kinetics of chlorophyll fluorescence and the apparatus HandyPEA
(Hansatech, Great Britain), with which we rated the maximal quantum extract of photochemistry (Fv/Fm) and non-destructive
measuring by chlorophylmeter SPAD (Minolta,Japan). The received results show a different dynamics of reactions of genotypes
that we studied as well as possibilities of using non-destructive measurements of stress indication. Photosystem Il is sensitive on
high temperature and the measured fluorescent parameters are enough sensitive to identify the degree of stress and destruction
of photosynthetic apparatus. Our varieties compared with model Bulgarian varieties to me appear to be more universal for diffe-
rent environmental conditions. And whereas conditions of various alternating years, | consider them as preferred. The results might

be the source of the further research of genetic sources on environmental stresses tolerance.
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Uvod

Vyznam zistovania teplotného uc€inku na rastliny a fyziologické
procesy narasta s prebiehajucimi globalnymi zmenami klimy.
Stresu su rastliny vystavené vtedy, ak sa tieto podmienky
prostredia vyrazne odchylia od optima, ak je prekroCena
kapacita homeostatickych mechanizmov rastlin kompenzovat
ucinok nepriaznivych faktorov. Rastliny su schopné tolerovat
vysoké teploty len do istej miery, pri prekroCeni urcitého bodu
sU nendavratne poskodené. Preto je nesmierne doblezité, aby
sme €o najviac vedeli o vSetkych reakciach v rastlinach a vedeli
adaptovat pestovatelské technoldgie, vySlachtit tolerantnejSie
genotypy na vysoku teplotu a efektivnejSie hospodarit s vodou,
a takto sa pripravit na scendre zmien klimy, ktoré predikuju
narast teplot v prizemnej vrstve atmosféry.

V raste rastlin predstavuje expanzia listovej plochy vyznamny
vyvojovy krok, ktory ma velky vplyv na celkové urody
polnohospodarskych plodin, ale aj na samotnu fotosyntézu
rastlin (Volkenburg, 1999). Anatomické zmeny pri vysokych
teplotach su podobné, ako zmeny spdsobené suchom.
Tendencia je zmenSovat velkost buniek na uUrovni celej rastliny,
s cielom obmedzit stratu vody (Anon et al., 2004). U rastlin
teplotny stres zvySuje priepustnost plazmatickej membrany
a poskodzuje mezofyl buniek (Zhang et al., 2005). Plazmaticka
membrana umoznuje reguldciu vymeny latok medzi prostredim
a bunkou. Hlavné zmeny sa vyskytuji na sub-bunkovej
urovni v chloroplastoch, ¢im dochadza k vyraznym zmenam
fotosyntézy. Zmenou $trukturalnej organizacie tylakoidov vysoka

teplota znizuje fotosyntézu (Karim et al., 1997). Morfologické
a fyziologické zmeny prebiehaju polas vyvoja listov a zahffiaju
syntézu chlorofylu, samotného fotosyntetického aparatu,
fotosystému Il a I, fotosyntetickych enzymov (Rubisco), (Maayan
et al., 2008; Gratani, Bonito, 2009). Fotosyntéza je ovplyvnena
obsahom chlorofylu a vodivostou prieduchov a s vyvojom listu
narastarychlostfotosyntézy a priplne vyvinutych listoch dosahuje
maximum (Gonzalez-Rodriguez, Peters, 2010), s procesom
senescencie sa nasledne znizuje. Citlivé na fotoposkodenie su
viac mladé listy, nakolko zachytena excitatna energia svetlo
zbernymi komplexmi je pri asimilacii uhlika menej vyuzita
(Greer, Haligan, 2001). Fotosyntézu zasahuje vysoka teplota
najma zmenou distriblcie excitatnej energie prostrednictvom
zmeny Struktury tylakoidov (Berry, Bjorkman, 1980), zmenou
syntézy produktov, zmenou fotorespiracie a zmenou aktivity
Calvinovho cyklu. So zvySujucou teplotou sa znizuje rychlost
narastu oxidu uhli¢itého (CO,) (Monson et al.,1982). Dlhodoby
teplotny stres p6sobi na vyvijajuce sa semena tym, Ze dochadza
k znizeniu ich kli¢ivosti a zivotaschopnosti (Weaich et al., 1996).
Reakcia na teplotny stres je, Zze stroma a lamely sa nafukuju
a chloroplasty v mezofyle ziskavaju gulaty tvar. U pSenici letnej
bola pozorovana termotolerancia s vy8Sou aktivitou katalazy
superoxidu, vy$si obsah kyseliny askorbovej a menSie oxidaéné
poskodenie (Sairam, Saxena, 2000).

Cielom nasho prispevku bolo zameranie na: aplikaciu meranirychlej
kinetiky fluorescencie chlorofylu a tzv. OJIP testu pred a po G&inku
vysokych teplét. Zamerom bolo porovnat ich u€inok na:
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parametre maximalnej fotochemickej efektivnosti PSII
vyjadrenej prostrednictvom parametra Fv/Fm
e citlivost kyslikového komplexu vyvijajuceho na udrovni
fotosystému Il, PSIl, meraného prostrednictvom parametra
WK (relativna variabilna fluorescencia
e index vykonnosti fotosyntetického aparatu, meraného ako
tzv. Performance index (PI)
e jnicidlnu, tzv. nulovu fluorescenciu chlorofylu a, parameter
Fo, kedZe sa ukazuje ako citlivy prave na vysoku teplotu.
Popri uvedenych meraniach boli merané aj bezné bioindika¢né
parametre, ako relativny obsah vody (RWC) a index spadového

Cisla, ktoré ukazuje na relativne zmeny v obsahu chlorofylov.

Material a metody

Pokusy boli realizované ako Standardné pokusy. PSenica
bola zasiata 21. 2. 2013. Vysiatych bolo 5 odréd pSenice jarnej:
Katya, Prelom, Saxana, Aranka, Korzo — morené osivo (Raxil
TNT). Kazda odroda bola zasiata do deviatich nadob, spolu 45
vzoriek. Odrody po zasiati boli po dobu dva tyzdne (10. 3. 2013)
v klimatickom boxe. Rastliny netrpeli teplotnym ani vodnym
stresom vplyvalo na nich len osvetlenie. Po objaveni piateho
listu sme zacali robit analyzy. Po vybrati rastlin z boxu sme zacali
realizovat merania. Merania sme robili na rastlinach kontrolnych
a dehydrovanych (stresovanych).

Nedestrukéné merania pomocou chlorofylmetra SPAD-502
(Minolta, Japonsko) boli pouzité pre stanovenie obsahu chlorofylu
(obr. 4). Toto meranie chlorofylmetrom SPAD-502 kore$ponduje
v listoch rastlin s obsahom chlorofylov. Fluorescencia emitovana
listami po excitacii Cervenym svetlom bola merana prenosnym
fluorofylmetrom HandyPEA (obr. 5 A, B) (Plant Efficiency
Analyser) vyrobenym Hansatech Instruments (UK) a zozbierané
udaje boli analyzované JIP testom podla Strassera et al., (2000),
ktory poskytuje parametre indikujuce vlastnosti PS Il. Vyuzili
sme pri tom software HandyPEA 1. 3. Sledovali sme priebeh
OJIP- kriviek a parametre odvodené z JIP-testu.

Boli hodnotené nasledovné parametre:

e Fo - pociato¢na fluorescencia na zaciatku svetelného pulzu.

¢ Fv/Fm-Maximalny kvantovy vytazok fotochémie. Optimalne

hodnoty su okolo 0,834.

Relativny obsah vody sme stanovovali na kontrolnych
a stresovanych rastlinach 5 odréd pSenice letnej formy jarnej
(Prelom, Katya, Korzo, Saxana, Aranka). Princip stanovenia
bol nasledovny: z kazdej kontrolnej a stresovanej rastliny sme
odstrihli list o velkosti 2 cm. Odvazili sme Cerstvi hmotnost
a list ponorili do vody a vlozili do chladni¢ky na dobu 4 hod.
Po 4 hodinach sme listy vybrali z vody, vysusili a odvazili sme
saturovani hmotnost. Po odvazeni sme vysuSené listy vloZili
do susiarne pri teplote 75 °C po dobu 4 hod. Po uplynuti doby
sme listy opat odvazili a zistili hodnotu suchej hmoty. Z tychto
troch hodnét sme vypocitali relativny obsah vody pri rastlinach
kontrolnych aj stresovanych podla vztahu:

Cerstva hmotnost - hmotnost susiny
RWC ( %) = -100
hmotnost po nasyteni vodou - hmotnost susiny

Nazbierané udaje zo vSetkych analyz boli sustredené
do komplexnych databdz v ramci programu Microsoft
Excel. Realizovand bola analyza variancie (ANOVA), pricom
prezentované vztahy boli vyhodnotené ako preukazné (P<0,05),
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ale aj nepreukazné (P>0,05). Nasledne boli pri sledovanych
parametroch ziskané véazené priemery a Standardné chyby
(@ = 0,05) pre vsetky experimentalne varianty. Vytvaranie
grafickych vystupov bolo realizované taktiez v programe
Microsoft Excel.

Biologickym materialom bolo 5 genotypov pSenice letnej
formy jarnej (Triticum aestivum L.) z r6znych provincii:

Obr. 2 Poutity pristroj pre nepriame meranie obsahu chlorofylu -
SPAD-502 (Minolta, Japonsko) (URL 4)

Obr. 3 Pristroj HandyPEA (Hansatech, Velka Britania) pre stanovenie
rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu a (URL 5)
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Aranka: Ceska polorannd odroda p$enice jarnej
stredného vzrastu s vysokym vynosom zrna. Ma stabilnu
pekarsku akost skupiny A s vy$8im obsahom bielkovin.
Ako predplodiny jej vyhovuju okopaniny a v dobrych
podmienkach znaSa aj vysev po obilninach. Potrebuje
v€asny vysev najpozdejSie do 15. 4. Ma& kratSie steblo
s dobrou odolnostou voéi poliehaniu, dobre odnozuje
a zahustuje porast. Vzhladom k dobrej adaptabilite
vykazuje stabilné vynosy vo vSetkych vyrobnych
oblastiach (URL 1).

Saxana: Ceskéa odroda vyslachtena v SS Stupice krizenim
'Rena’ x ST - 802 - 74. V SOS zaradena pod ozna&enim
ST - 232. Klas ma stredne husty, bielej farby, po celej
dizke ostity.

Zrno ma vajcovitého tvaru, svetlohnedej farby. HTZ je
stredna v priemere 41 g. Vo vihkejSich a chladnejSich
oblastiach na hlbokych hlinitych pd&dach dosahuje
najlepSie vysledky.

Katya: Bulharska odroda tolerantna voc¢i suchu (URL 2).
Prelom: Bulharskéa odroda citliva na sucho (URL 2).
Korzo: Poloneskora potravinarska bezostinatd odroda
so stredne dlhym steblom. OdnoZovanie je stredne
dobré. Odolnost proti poliehaniu je vynikajuca, oSetrenie
morforeguldtormi nie je nutné. Zrno ma velké a vynos
zrna je velmi dobry. Korzo dobre zndSa skoru sejbu.
Vysoky urodovy potencial dosahuje najma po zlepsujucej
predplodine. Vhodnéa je do kukuri¢nej, repnej a obilni-
narskej vyrobnej oblasti (http 3).

Odrody Saxana a Korzo boli ziskané z CVRV Piestany,
odrody Katya a Prelom poskytli pracovnici Bulharskej
Akadémie vied v Sofii v Bulharsku.

RWC(%%)
oo BEEEREE

sPAD

Vysledky a diskusia

Ako modelové rastliny boli v experimentoch pouzité
genotypy pSenice letnej formy jarnej (Prelom, Katya,
Saxana, Aranka, Korzo), ktoré maju odliSnu toleranciu
na vysoku teplotu.. Ciefom prace bolo charakterizovat
a pozorovat U¢inky vysokej teploty na fyziologické rekcie
a fyziologické vlastnosti rastlin.

Na fyziologické reakcie sme sledovali nasledovné
parametre: maximalny kvantovy vytazok fotochémie
a porovnavanie fluorescenénych kriviek. Na fyziologické
vlastnosti sme sledovali parametre: relativny obsah vody,
obsah chlorofylu v liste.

Tieto parametre sme sledovali pri kontrole a suchu pred
expoziciou na vysoku teplotu a po expozicii na vysoku
teplotu jednotlivych odrdéd. Pouzité techniky mali vyhodu
v tom, Ze posta€ovalo pouzit malé mnoZstvo biologického
materidlu a vysledky boli exaktné a porovnatelné
s hodnotami v literature. Merania boli nakoniec aj $tatis-
ticky vyhodnotené.

Z obrazku 4 vyplyva, ze kontrolné varianty pri
jednotlivych odrodach mali dostato€ny obsah vody.
Najvacsi obsah vody z kontrolnych variantoch dosiahla
odroda Prelom (96 %), najmensi obsah vody dosiahla
odroda Korzo (84 %) a Katya (86 %). Ako sa dalo oc¢akavat, pri
stresovych variantoch sa relativny obsah vody vyrazne znizil.
Najmenej bola nasytena odroda Prelom (60 %) a Saxana (65 %).
Najviac nasytena bola Katya (85 %).

Obsah chlorofylu v liste sme merali pred expoziciou na vysoku
teplotu dria 14. 3. 2013 pri variantoch kontrole a suchu (Obr. 5 A),
ktoré netrpeli deficitom vody. Rozdiel medzi variantmi nam vysiel
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Obr. 4 Znazorriuje relativny obsah (RWC) vody pred expoziciou na vysoku
teplotu pri kontrolnych a stresovych variantoch, z hladiska fyziologickych
vlastnosti rastlin
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Obr. 5 A, B Grafické znazornenie obsahu chlorofylu (SPAD) v listoch pred
expoziciou na vysoku teplotu pri variantoch kontrola a sucho
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preukazny. Najmens$i obsah chlorofylu dosiahla odroda Prelom
aj pri kontrole a suchu. Ostatné odrody mali obsah chlorofylu
na rovnakej urovni. Po dvoch tyzdioch sme uskuto€nili dna
27. 3. 2013 druhé meranie, pricom uz obsah chlorofylu sa vyrazne
znizil (Obr. 5). Najvacsie znizenie dosiahla odroda Katya a Aranka

Katya a Aranka. Rozdiel medzi variantmi nam vySiel preukazny.
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Obr. 6 A, B. Grafické znazornenie maximalnych kvantovych vytazkov PSII (Fv/Fm) pred expoziciou a po expozicii na vysoku teplotu pri variantoch

kontrola a sucho

Varianty kontrola a sucho merané pred expoziciou na vysoku
teplotu dosiahli optimalne hodnoty maximéalneho kvantového
vytazku fotochémie (Obr. 6 A), z Coho vyplyva, Ze nedoslo
k poskodeniu fotosyntetického aparatu. Rozdiel medzi variantmi
nam vySiel preukazny. Pri variantoch meranych po expozicii
na vysoku teplotu ndm kvantovy vytazok fotochémie vyrazne
klesol (Obr. 6 B), ¢im doslo k velkému poskodeniu fotosyntetického
aparatu. Najvyraznejsi pokles pri variantoch kontrola dosiahli odrody
Korzo a Katya. Pri variantoch sucho dosiahla najvyraznejsi pokles
odroda Katya. Rozdiel medzi variantmi nam vySiel preukazny.

Z priebehu kriviek pri jednotlivych odrodach (obr. 7 — Aranka,
obr. 8 — Saxana, obr. 9 — Prelom, obr. 10 — Korzo, obr. 11 — Katya)
pri variantoch kontrola a sucho meranych pred expoziciou
na vysoku teplotu sme zaznamenali, ze nedoslo k vyraznému
poskodeniu fotosyntetického aparatu, k opéjaniu svetlozberného
komplexu a k silnej inhibicii elektrénového poklesu.

Pri odrode Aranka variante kontrola meranej pred expoziciou
na vysoku teplotu doslo k miernej inhibicii elektronového poklesu
(Obr. 7). Pri ostatnych odrodach medzi variantmi kontrola a sucho
sme rozdiel nezaznamenali medzi fyziologickymi procesmi.
Naopak pri variantoch kontrola a sucho tychto istych odréd
meranych po expozicii na vysoku teplotu doSlo k vyraznému
poskodeniu fotosyntetického aparatu, k odpajaniu svetlozberného
komplexu a k silnej inhibicii elektrénového poklesu.

Pri odrodach Aranka, Saxana, Prelom u variantoch kontrola
a sucho meranych po expozicii na vysoku teplotu nebol medzi
fyziologickymi procesmi zaznamenany vysoko preukazny rozdiel.
Pri odrode Prelom variante kontrola meranej po expozicii doslo
k vyraznej inhibicii elektronového poklesu (Obr. 9) oproti suchu.
Pri odrode Katya variante kontrola meranej po expozicii doslo
taktieZ k vyraznej inhibicii elektronového poklesu (Obr. 11).

Zaver

Na zéklade vysledkov nasich merani mézme poukazat, Ze vysoka
teplota ovplyviiuje stav vody v listoch, €¢o indikuje parameter
RWC. Vyrazné rozdiely sme zaznamenali predovSetkym medzi
kontrastnymi bulharskymi genotypmi Katya a Prelom, priCom
urovenn RWC dosahuje az 60 %, €o je uroven velmi silného
vodného stresu, ktory sa mbze spolupodielat aj na priamych
inhibi¢nych procesoch PSIl vplyvom vysokej teploty. Ako
vyuzitelné kritérium pre posudzovanie obsahu v asimilacnych
pigmentov bolo vykonané meranie &isla SPAD. Je praktickeé,
jednoduché, neposkodzujuce listy. Je dostato¢ne citlivé
z hladiska porovnavania genotypov, ako aj z hladiska u&inku
extrémnych faktorov.

Meranie parametrov fluorescencie chlorofylu a ukazuje
na vysoky potencial vyuzitia. Merania fotochemickych procesov
prostrednictvom OJIP kriviek mézu byt vyuzitelné pre Studium
SirSej Skaly genetickych zdrojov v S$lachtitelskom procese.
Na druhej strane odporu¢ame vyuzitie poznatkov aj pri optimalizacii
pestovatelského prostredia.

NasSe odrody v porovnani s modelovymi bulharskymi odrodami
sa nam javia ako univerzalnejSie pre r6zne podmienky prostredia.
A kedZe podmienky réznych rokov sa striedaju, povazujeme ich
za vyhodnejSie.
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Obr. 7 Priebeh OJIP kriviek pri odrode Aranka. Modré body kontrola,
zelené body sucho merané pred expoziciou na vysoku teplotu. Cervené
body kontrola a hnedé body sucho merané po expozicii na vysoku

teplotu (42 °C)
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Obr. 9 Priebeh OJIP kriviek pri odrode Prelom. Modré body kontrola,
zelené body sucho merané pred expoziciou na vysokd teplotu. Cervené
body kontrola a hnedé body sucho merané po expozicii na vysoku
teplotu (42 °C)

S e |
Obr. 8 Priebeh OJIP kriviek pri odrode Saxana. Modré body kontrola,
zelené body sucho merané pred expoziciou na vysoku teplotu. Cervené
body kontrola a hnedé body sucho merané po expozicii na vysoku
teplotu (42 °C)
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Obr. 10 Priebeh OJIP kriviek pri odrode Korzo. Modré body kontrola,
zelené body sucho merané pred expoziciou na vysoku teplotu. Cervené
body kontrola a hnedé body sucho merané po expozicii na vysoku

teplotu (42 °C)
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Obr. 11 Priebeh OJIP kriviek pri odrode Katya. Modré body kontrola,
zelené body sucho merané pred expoziciou na vysoku teplotu. Cervené
body kontrola a hnedé body sucho merané po expozicii na vysoku

teplotu (42 °C)
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