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1.  Uvod

S olekdvanymi zménami klimatu se dad predpoklddat, Zze se projevi velké kolisani ve srazkach a i
v teplotach. Vpad mas arktického vzduchu do stfedni Evropy vétSinou pfinese mraz. Nebezpecné je
pro mrazuvzdornost rostlin stfidani teplot. Velmi nebezpecéné je uprostied zimy po periodé otepleni,
charakterizované nad nulovymi teplotami, nahlé ochlazeni s hlubokymi zdpornymi teplotami.
Nedostatek vody zplsobeny nevyrovnanym rozdélenim srazek béhem vegetacniho obdobi je limitni
nejen v produkci plodin, ale také muze dojit k ploSnym zaoravkam uhynulych rostlin. Jednim
z nejefektivnéjsich opatfeni v nasich podminkdch je péstovat plastické genotypy, tolerujici
kratkodobé prisusky a plné vyuzivajici fotosynteticky aparat pfi dostatku vody. Podobny pozadavek je
na genotypy tolerujici nizké teploty, které se rychle adaptuji na indukéni podminky (nizka teplota,
kratky den) a zvysuji mrazuvzdornost a ta vede k zvysené zimuvzdornosti.

Identifikace charakteristik rostlin pfispiva k jejich popisu a tim i k lepSimu vyuziti genofondu, coz je
dileZitym krokem v managementu a vyuZiti genetickych zdrojd rostlin (Bioversity 2009). Detailni
popis vlastnosti uchovavaného genofondu je nejdlleZitéjsim nastrojem pro vybér genotypu se
specifickymi vlastnostmi (Bioversity 2009). Velké mnoiZstvi genetickych zdroji rostlin se nachazi
v genovych bankach a kryobankach. Genetické zdroje jsou pfistupné pro Slechtitele, avsak nemohou
byt vyuZity v pIném rozsahu kvli nedostatku fenotypovych informaci.

Pro popis vlastnosti skladovanych genetickych zdroji v genovych bankach se pouZivaji deskriptory,
specifické pro plodinu ¢i pro skupinu rostlin. Podle doporuceni IBGRI (1978) pod deskriptorem 2.3.
Citlivost k abiotickym stresim, je deskriptor 2.3.3 Citlivost k suchu (Drought Susceptibility)
s pétibodovou stupnici. Data reakce plodin na sucho v popisné casti informacniho systému GRIN
Czech (https://www.gzr.cz/grin-czech/) ulozenych genotypl v Genové bance v Ruzyni byly podrobeny
analyze. Pro hodnoceni reakce rostlin na sucho je pfipraveno k pouZiti sedm deskriptor(i hodnoticich
suchovzdornost u 19 druhd rostlin. BohuZel z vice jak 53 000 poloZek uloZenych v genové bance je
pomoci téchto deskriptor(i zhodnoceno jen 1,3% . Z vice jak 1 000 druhU rostlin uloZzenych v genové
bance je suchovzdornost zhodnocena jen u Sesti z nich coZ je 0,5% a to pomoci péti deskriptord.
V obou pfipadech je to velmi malé procento zhodnoceného genofondu na reakci k suchu. Tato data
stimulovala vytvoreni metodiky hodnoceni suchovzdornosti genofondu cesnekd.

Nedostatecné mnoZstvi popsanych poloZzek je mozné zvysit pomoci fenotypovani. Termin fenotyp
pouzivany od 50 let minulého stoleti, se dnes hojné rozsifil jako fenotypovani nebo jako fenomika
patfici do rodiny -omik, které byly pfijaty jako nové védni kategorie a jsou béiné vyuZivany ve
védecké literature. Fenotyp rostliny lze popsat na zdkladé morfologickych, biochemickych,
fyziologickych a molekularnich charakteristik. Morfologické, fyziologické a biochemické vlastnosti
jsou dulezZité pro vyslechténi genotypl slepSim vynosem, kvalitou a toleranci k biotickym a
abiotickym stresim. Klicové fyziologické charakteristiky reakce rostliny na sucho jsou:(i)
maximalizace vyuZiti vody; (ii) maximalizace produkce v oblastech trpicich nedostatecnou
zasobenosti vodou; (iii) adaptace na prostredi s limitni zdsobenosti vodou; (iv) produktivita rostlin
v suchém prostiedi prostfednictvim efektivniho zachyceni vody, zvySené efektivity transpirace, ristu
a vynosu; (v) Slechténi odrid do prostfedi s omezenou zasobenosti vodou na bazi asistované
genomiky a transgennich pfistupl (Turner et al. 2014).

Stanovuji se kvantitativni parametry projevu genotypu u geneticky viceméné identického materidlu
tak, aby se mohly popsat a ulozZit do popisné Casti. Bylo prokdzdno, Ze fada vlastnosti neni fizena
pouze geneticky, ale fenotypova variace genotypu muZe zastinit fenotypové rozdily mezi genotypy v
geneticky identickém materidlu. Proto se pouziva statistické analyzy pro identifikaci fenotypovych
rozdild mezi genotypy.
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Rozvoj automatického fenotypovani rostlin je umoznén diky rozvoji detekénich cidel, systémové
technologii, automatizaci a matematické formalizaci vysledk( v algoritmech. Tato nova koncepce
popisu vlastnosti rostlin spojenych s vynosem, kvalitou, toleranci k biotickym a abiotickym stresim
umoziuje posoudit fadu rozdil( ve fyziologickych parametrech za pomoci automatického méreni se
zobecnénim pomoci matematickych modeld. Digitalni baze fenotypovani rostlin je nova dosud se
rozvijejici oblast vyzkumu. Vyhody digitdlniho fenotypovani je mozné spatfovat v jednotné strukture,
nedestruktivnim méreni, presném opakovaném méreni a primém uloZeni dat. Hyperspektrdlni
spektroradiometry a zobrazovaci technologie se svyhodou pouZivaji v novych fenotypovacich
platformdch v polnich i v fizenych podminkach.

DuleZitou vlastnosti je, aby fenotypovaci linka méla vysokou propustnost tak, aby bylo mozné zméfit
co nejvice parametrl u co mozna nejvétsiho mnoizstvi rostlin za vyuziti nakladné méfrici techniky.
Pomoci digitalniho fenotypovani se dd méfit fada fyziologickych parametr( odrazZejicich fyziologické
funkce spojené se suchovzdornosti. Nejcastéji pouzivané vlastnosti digitdlniho nedestruktivniho
fenotypovani je teplota listl, teplota porostu, fluorescence chlorofylu, vodivost priiduchi, obsah
chlorofylu, listovd plocha, starnuti listového pokryvu a - kofenové soustavy. Z destruktivniho
fenotypovani je mozné jmenovat hlavné vodni potencial listl a diskriminaci izotopu uhliku. Teplota
rostliny je dulezZity parametr, ktery je detekovan pomoci termického zobrazeni. BEhem vodniho
stresu nedostatecnd transpirace se projevi témér okamZité na zvySené teploté transpirujiciho
povrchu. Se zavienim prdduchl dochazi k poklesu vymény oxidu uhli¢itého a nasledné k poklesu
fotosyntézy, coz ovlivni i vyuZiti vody (Zamecnik 2015).

Siroké fenotypovani ma kli¢ovy vyznam pro vyuZiti genotyp( ve $lechtitelském procesu, zejména pro
kvantitativni znaky, které jsou hlavnimi urcujicimi faktory odolnosti k suchu (Tuberosa 2012).

2.  Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout metody Slechtiteldm cesneku, pomoci kterych budou schopni odlisit
genotypové rozdily v odolnosti klonl ¢esneku k dvéma nejcastéji se vyskytujicim abiotickym streslim
a to chladu a suchu.

Velmi ¢asto nizky vynos je velmi ovlivnén prévé témito dvéma stresory, nedostatkem vody a nizkou
pod nulovou teplotou. Existuji péstitelska opatreni, ktera se daji pouzit. Proti vymrzani ¢i vyzimovani
zvySeni mrazuvzdornost jsou to rdzné zplUsoby mulovani, pouZiti netkané textilie, pozdé;jsi sazeni
strouzkl, do vétsi hloubky, pozdéjsi sazeni a do vétsi hloubky, tak aby se vyhnulo plsobeni nizkych,
podnulovych teplot.

Vliv nedostatku vody Ize omezit zavlahou, ale i dalSimi agrotechnickymi opatfenimi, pomoci kterych
se uchovava vldha v plidé. Nejcastéji pouzivané jsou kypreni povrchu pudy, pfi kterém se odstrarniuje
zaroven plevel, ktery je velkym konkurentem pfti pfijimani vody kofeny ¢esneku. Plevel, zvlasté nizko
kofenici, ktery mnohdy bere i vlahu rostlinam ¢esneku.

Nejefektivnéjsim zplsobem jak branit negativnim vlivim pUlsobeni abiotickych stresll je péstovat
odolné genotypy k obéma hlavnim abiotickym streslim — nizkym podnulovym teplotdm a nedostatku
vody.

Cilem vybéru metod bylo, aby byly odzkouseny, aby byly expeditivni s co moZna nejrychlejSim
ziskanym vysledkem. Pfistroje, uréené k tomuto ucelu by mély byt lehce dostupné a nizkonakladové.
Na druhé strané, Ize velmi jednoduchym zplsobem testovat odolnost rostlin i za pouZiti naro¢nych a
drahych zafizeni, s tim, Ze méreni jsou dostupna a daji se objednat na zakazku.
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Pro testovani mrazuvzdornosti je tfeba znat, ¢i urcit nukleacni aktivitu, kritické organy, v kterych
vznikaji krystalickd jadra pti nejvysSich zapornych teplotach a zmény v nukleaéni aktivité béhem
otuZovani.

Mrazuvzdornost je nejdulezitéjSim faktorem pfi prezimovani rostlin. Dalsi faktory zimy jako je
vytahovani rostlin ¢esneku na povrch pudy pfi stfidajicich se periodach mrznuti a tani vrchni vrstvy
pldy, nedostatek vody tzv. zimni sucho, vyleZeni rostlin pod vrstvou snéhové pokryvky, vymokani,
kdy na poli lezi v proldklindch vrstva vody vznikld z tajiciho ledu ¢i snéhu, vSechny tyto abiotické
stresové faktory sniZuji v dlsledku mrazuvzdornost jednotlivych rostlin s nadslednym vymrznutim
rostlin ¢esneku.

Nejlepsi vyjadreni mrazuvzdornosti je pomoci letalni teploty (LT50), ktera vyjadfuje teplotu, pfi které
funguiji fyziologické funkce z 50% nebo je 50% Uhyn jedincu.

Pomoci termické analyzy bylo sledovano casové a teplotni spousténi ledové nukleace v urcitych
nadzemnich i podzemnich orgdnech cesneku.

Rostliny ¢esneku byly pfedpéstovany v semi-sterilnich podminkach v klimatizovanych boxech. Teplota
22 °C, vihkost 55 %, délka dne 12/8 po dobu 4-5 tydn( podle velikosti narostlych rostlin. Rostliny byly
predpéstovany v truhliku, v parenistni zeminé, poté byly rostliny otuZzovany pfti nizké teploté: 2-3 °C a
kratkém dni 8/16 hod. Cibule ¢esneku byly z loriské sklizné. Pacibulky byly sbirany v plné zralosti z
palic ¢esnekd.

Pro metodu ledové nukleace byly pouzity kliéni rostliny vyrostlych z pacibulek cesneku ‘Djambul’.
Rostliny cesneku byly predpéstované z pacibulek v minipafnicich v zahradnickém substratu za
laboratorni teploty a 16/8 fotoperiody. Rostliny v miniparnicich byly otuzovany pfi+4°C po dobu 1-4
tydn(, pfi ozdFenosti 80 pumol m2 s?, pfi kratkém dni a fotoperiodé den/noc 8/16 hodin. Pro méfeni
byly celé rostliny véetné kotfenl vyjmuty z miniparnik( a vystaveny termografickému méreni.

Krystaliza¢ni procesy byly studovany pomoci infracervené kamery WICS («Workswell», Ceskd
republika) v procesu chlazeni primérnou rychlosti 0,45 °C min™.

Krystaliza¢ni procesy byly studovany pomoci infracervené kamery WIC 640 («Workswell», Ceska
republika) v procesu chlazeni primérnou rychlosti 0,45 °C min. Vysledky jsou uvedeny jako priimér
+/- SD.

Pro vizualizaci pribéhu nukleace ledu byly pouzito v priiméru 20 jedinc(. Rostliny byly umistény na
filtracni papir, polozeny na médéné podloZce umisténé v pultovém mrazicim boxu s pocitatem
fizenym reguldtorem s linedrnim poklesem teploty pFiblizné 3 °C min. PFesnd teplota na médéné
podloZce byla kontrolné zaznamenavana pomoci digitalniho teploméru. Po umisténi rostlinného
materialu do mraziciho boxu bylo spusténo infracervené snimani pomoci stacionarni LWIR termovizni
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IR kamery Workswell WIC 640 (rozliSeni 640x512px, vzorkovaci frekvence 30 fps). Pomoci SW
Workswell CorePlayer Beta byl poté vyhodnocen zaznam IR kamery. Namérenad data teploty nukleace
ledu, byla pomoci SW vizualné odectena a zpracovana pomoci statistického software Statistica 7.0
(StatSoft).

Méreni ledové nukleace s nelinedrnim poklesem teploty. Méreny rostlinny materidl byl umistén na
kancelarsky papir, ktery byl polozen na médénou podloZzku umisténou v mrazicim boxu nastaveném
na teplotu -16 °C. Pfesna teplota na médéné podlozice byla kontrolné sledovana pomoci digitdlniho
teploméru. Bezprostfedné po umisténi rostlinného materidlu do mraziciho boxu bylo spusténo
infracervené snimani pomoci staciondrni LWIR termovizni kamery Workswell WIC 640 s rozliSenim
640x512px o vzorkovaci frekvenci 15 fps. Zaznam termokamery a ndsledné vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci SW Workswell CorePlayer Beta.

U celych rostlin byla sledovana nukleace ledu pomoci IR kamery- Na obrazku (Obr. 1a) jsou hodnoty
nukleace ledu jednotlivych ¢asti zaznamendny tak, jak postupné nastdvaly pfi poklesu teploty
rychlosti 3 °C min™. Nejd¥ive dochazelo k nukleaci ledu ve strouZcich -6,9 az do -9,6 °C, pak s vyjimkou
klonu “DZzambul’, (u kterého byla nukleace ledu nizsi u kofenl nez u strouzku) dochazelo k nukleaci
kofenl v oblasti, kde vyrlstaji z podpuci od -6,2 °C (‘'DZzambul’) a7z do-13.5°C ('Dukat’). Dale se led Sifil
v nadzemnich castech, kdy nejdfive byla pozorovana nukleace ledu v pochvach listl, az pak
dochazelo k nukleaci ledu v cepelich nejstarsich listi. U nejmladsich listd byla nalezena nejvyssi
teplota nukleace ledu od -12,2 °C (‘Morano’) az do -14.6 °C (Dukat). Hodnoty nukleace ledu jsou spiSe
pro porovnani mista nukleace ledu, nez pro jejich absolutni hodnoty, ovlivnéné stochastickymi
vlastnostmi nukleace ledu. Klon "Morano® pochdzi ze Spanélska, a tak se da predpokladat, e bude
nachyln&jii na teploty klesajici pod bod mrazu, ne? napftiklad klon "Dukat’, ktery pochazi z Ceskych
podminek.

Mrznuti jednotlivych strouzkl v cibuli ¢esneku probihalo podle ontogenetické spirdly (Obr. 1b).
Nejprve mrzly nejdfive zaloZzené strouzky a pak postupné mladsi az nejmladsi. Po odtati bylo patrné,
Ze nezmrzly strouzek, ve stavu podchlazeni, nebyl poskozen nizkou teplotou (Obr. 1e). Zhodnoceni
teploty nukleace ledu jednotlivych strouzk( a pacibulek je prezentovano ve sloupcovém grafu (Obr.
3). U tii klon byly sledovany u strouzkd a pacibulek teploty nukleace ledu. Nukleace ledu byla
nalezena u strouzkd pti vyssi teploté nez nukleace ledu u pacibulek. Nebyly nalezeny statistické
rozdily v nukleaci ledu mezi genotypy u strouzkd ani u pacibulek. Rozmezi nukleace ledu u strouzkd
(Obr. 3) bylo ve shodé s publikovanymi hodnotami -7,7 az -14,6 °C (James et al. 2009). Hodnoty
nukleace ledu u pacibulek nebyly dosud publikovany.
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‘Morano®

Obr. 1. (a) Termograficky snimek rostlin ¢esneku Ctyf klont "Morano’, "Dukat’, Jovan' a ‘DZambul.
Teploty nukleace ledu. zjisténé IR analyzou jsou uvedeny u jednotlivych Cdsti rostliny ve stupnich
Celsia, (b) Postup mrznuti v pficném fezu strouzkii Cesnek( v ontogenetické spirdle v neloupané cibuli
Cesneku, (c) Stejna cibule cesneku po odtdti. Posledni strouZek (*), u kterého neprobéhla nukleace
ledu, pfi odtdti nebyl poskozeny, coZ je patrné podle neménné svétlé barvy jako pred mrznutim.
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Obr. 2. Test nukleace ledu u rizné velkych pacibulek klonu "Dukat’, ‘DZzambul” a’Karel IV". Pfi nukleaci
ledu se v termogramu jednotlivé pacibulky zbarvi svétle, coZ odpovidd ndsledné zvysené teploté
vlivem uvolnéného specifického tepla krystalizace ledu.
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Obr. 3. Nukleace ledu zmérend na zdkladé IR spektra. Pocty sledovanych strouzki byly n=12-28 a
pacibulek n=45-82. Usecky vyjadruji standardni chybu priimérnych hodnot. Mezi odridami nebyly
statisticky vyznamné rozdily (p<0.01).

evvys

byla nalezena sifici se ledova; zéna od podpuci k nejmladsim listlm. V méné castych pripadech byla
nalezena mista spontanni nukleace ledu, v ¢astech rostliny nesouvisejici s Sifici se ledovou zénou.
Nukleace ledu u strouzkd v cibuli Cesneku nastala po ontogenetické spirdle vyvoje strouzkd, pfi
nejvyssich teplotach nastala nukleace ledu u nejdfive zaloZenych strouzkl az po nejmladsi strouzky.
Nebyly nalezeny rozdily v nukleaci ledu u strouzkd tfi klonG ani u pacibulek, nehledé na jejich
velikost. Jako kriticky organ |ze oznacit strouzek s nejvyssi teplotou nukleace, ale strouzek je zpravidla
v padé 4-10 cm coz pfi holomrazech m(ze byt kritické. V jarnim obdobi mlze byt kritickym orgdnem
nadzemni ¢ast — listy. Poskozeni ¢asti rostliny, organ( ¢i pletiva muze slouzit jako kriticky indikator
poskozeni ¢esneku nizkymi teplotami.

3.1.3 Metoda mrazového testu

Metoda mrazového testu byla zavedena pro zjistovani letdlni teploty po vystaveni rostlin
odstupfiovanym zdpornym teplotdm. Mrazuvzdornost rostlin se vyjadfuje v letalni teploté, kterd
vyjadtuje teplotu, kterou prezije pravé 50 % zkoumanych jedinc(.

Rostlinny material

Rostliny pro testovani byly vypéstovany ze strouzkl cesneku béhem14 dni v klimatizovaném boxu pfi
teploté 22°C, pfi ozarenosti 80 pumol m? s?, pfi dlouhém dni a fotoperiodé den/noc 16/8 hodin,
v parenistni zeminé v kvétinacich 6x6 cm, po 4-5 rostlinach v kazdém kvétinacku. Bylo otestovano 74
klonl ¢esneku na mrazuvzdornost.

Pristrojové vybaveni

Hlubokomrazici box -60°C — Arctiko by Dairei, Fizeni teploty poklesu teploty pomoci pocitace a
umisténi otopné spirdly v kazdém boxu (Obr. 4b)

Popis metody

Rostliny byly otuzovany po dobu 4 tydnl v klimatizovaném boxu pfi teploté 4°C, pfi ozarenosti 80
umol m2 s, pFi krdtkému dni a fotoperiodé den/noc 8/16 hodin. Po otuZovani byly rostliny (Obr. 4a)
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Metodika testovani odolnosti klont ¢esneku k abiotickym stresim

vloZeny do 8 komor (Obr.4b) po 4 kvétinacich s rlznymi 4 testovanymi odridami. Kazda komora méla
samostatné fizenou teplotu pomoci ohfevu topné spiraly a pronikajiciho chladu z okoli mraziciho
pultu. Program byl nasledujici.

Obr. 4. a)Rostliny predpéstované pred mrazovym testem 14 dni pri 22 °C. b)Pohled do mraziciho boxu,
v kaZdé komore byla programové sniZovdna, udrZovdna a zvysovdna programové teplota
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Obr. 5. Priklad pribéhu osmi teplot mrazového testu. Po uvodni 35 hodinovém pobytu rostlin na-2°C
probéhla tzv. prvni fdze mrazového testu. Druhd fdze mrazového testu spocivala v fizeném poklesu
teplot do Zddané teploty, pobyt 12 hodin na Zddané teploté a poté ohrev stejnou rychlosti do nad
nulové teploty.



Metodika testovani odolnosti klont ¢esneku k abiotickym stresim

Na Obr. 6 jsou rostliny cesneku po mrazovém testu. Rostliny z nejvyssi teploty (-5,5 °C) nebyly
poskozené touto teplotou, o tom svédci jejich rast. Rostliny z nejnizsi teploty nerostou, protoze byly
jejich bunky poskozené mrazem. Rust byl hodnocen po 21 dnech rlstu pfi 22°C.

Na Obr. 7 jsou sefazené testované jednotlivé klony novoslechténi podle letalni teploty (LT50).
Odolnost jednotlivych klonl se pohybovaly od -4 °C do -15,9 °C. Mezi nejméné odolnym klonem
k mrazu a nejvice odolnym klonem je rozdil vice jak 11 °C.

vystaveny rostliny ¢esneku po dobul2 hodin.
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Obr. 7 Testované klony cesneku, registrované odridy a novoslechténi sefazené podle odolnosti k
mrazu.

Zavérem lze konstatovat, Ze infracervend spektroskopie odhalila kritické organy - cibule ¢esneku a
podpuci z hlediska lokalizace nukleace ledovych krystald. Na zakladé méreni byly odhaleny i bariéry k
mrznuti - v kofenech a listech. Na zakladé mrazovych testl je mozné hodnotit klony a novoslechténi
s odolnosti vic¢i mrazu v rozsahu az 10°C rozdilu v letalni teploté.

3.2 Suchovzdornost
3.2.1 Metodologie

Pro stanoveni genotypovych rozdild v suchovzdornosti byla pouZita nedestruktivni, bezdotykova
metoda méreni teploty listll. Na zdkladé tohoto méreni, je mozné usuzovat okamzité, jak dalece jsou
fotosyntetizujici listy ovlivnény nedostatkem vody. Druhd metoda je destruktivni a integralni.
V susiné listll se detekuje pomoci diskriminacni analyzy stabilni izotop 13C, ktery je integralni hodnou
otevienosti praduch.

3.2.2 Metoda termického méreni list(
Pro méreni teploty list( je dllezité védét, Ze listy, které maji pfi oslunéni vysokou teplotu ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami pro bezdotykové méreni teploty. Je dllezité védét, Ze intenzita vyzarovani z
povrchu téles roste s jejich povrchovou teplotou. Tento fakt je mozné vyuzit pravé pti bezdotykovém,
vzdaleném méreni teploty lista.

Rostlinny material
Rostliny v polnich podminkach. Parcelkové pokusy genofondu se vyzkumné stanici VURV, v.v.i.
Olomouc a rostliny zavlaZované a nezavlazované ve foliovych krytech v PobéZovicich.

13



Metodika testovani odolnosti klont ¢esneku k abiotickym stresim

Pristrojové vybaveni

Moderni termokamery vyuZivaji obrazové senzory a jsou schopny zméfit povrchovou teplotu v
640x512 i vice bodech. Tento Udaj zaroveri udava rozlideni vysledného termogramu. Cim vétsi je
rozliSeni termogramu, tim vétsi Ize ziskat prostorové rozliSeni pfi méreni povrchové teploty.

Nejcastéji pouzivané termokamery snimaji tepelné zareni ve vinovém pdsmu pfiblizné 8 az 14 um.
Termokamery, které pracuji vtomto vinovém pasmu, se oznacuji jako LWIR (Long Wave InfraRed). Pfi
méreni teploty s pomoci termokamery je tfeba vidy pamatovat na to, Ze termokamerou neni pfimo
mérena (skutecnd) absolutni teplota povrchu. Absolutni teplota muZe byt termokamerou pro
zemédeélské ucely stanovena po specifikaci parametrd méreni - emisivity a odrazené zdanlivé teploty
(Lukds 2021). Prezentovana méreni byla pouZita FLIR F6 camera (FLIR Systems, USA).

Popis metody

Infracervené snimani teplot genotypl cesneku v polnich podminkach odhaluje, do jaké miry rostliny
trpi nedostatkem vody. Transpirace rostlin je fyziologickd funkce listd na jejich ochlazovani pfi
vystaveni slunci. V pfipadé nedostatku vody, kdy rostlina cesneku trpi suchem, neni transpirace tak
ucinna pro ochlazovani povrchu rostliny a dochazi ke zvyseni teploty listl. ZvySena teplota zplsobi v
listech zastaveni fyziologickych, ale i biochemickych podchodd a mizZe dojit az ke kolapsu a uhynuti
listl a v dlisledku i rostliny.

Nejcastéji pouZivané termokamery snimaji tepelné zareni ve vinovém pdsmu pfiblizné 8 az 14 um.
Termokamery, které pracuji vtomto vinovém pasmu, se oznacuji jako LWIR (Long Wave InfraRed). Pfi
méreni teploty s pomoci termokamery je tfeba vzdy, pamatovat na to, Ze termokamerou neni pfimo
mérena (skutecnd) absolutni teplota povrchu. Absolutni teplota mizZe byt termokamerou pro
zemédélské ucely stanovena po specifikaci parametrd méreni - emisivity a odrazené zdanlivé teploty
(Lukas 2021).

Priklady vyuziti metody

Metoda snimani teploty listd pomoci IR kamery v polnich podminkach, kdy jsou porovnavany
genotypy s rozdilnou intenzitou transpirace listl projevujici se v rizné teploté list(. Genotyp na Obr.
8 levy obrazek, v levém radku trpi suchem (vodnim stresem) (WS+) podle vyssi teploty listd, genotyp
v pravém radku (WS- ) ma chladnéjsi listy, odolava nedostatku vody zvySenou intenzitou transpiraci a
tim probiha vyssi chlazenim listl. Snimani provedeno 16. 6. 2022 v popolednich hodinach. Na Obr. 8
na pravém obrdzku je podobna situace vizualizovana ¢ernobile.

Obr. 8 Pfiklad rostlin cesneku z polniho genofondu cesnekii ve vyzkumné stanici VURV, v.v.i. Olomouc.
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Metodika testovani odolnosti klont ¢esneku k abiotickym stresim

Rostliny ¢esneku ve foliovém krytu Ing. Vaclava Kozaka, Chvojenec jsou na Obr. 9, vlevo je varianta
nezavlaZzovana s primérnou teplotou 47,4 °C, vpravo je varianta zavlazovana s primérnou teplotou
23,2 °C. Snimdni provedeno 28. 6. 2022 v popolednich hodinach.

Obr. 9 Priklad rostlin z experimentu simulace nedostatku vody u rostlin novoslechténi ve foliovém
krytu Ing. Vdclava Kozdka, Chvojenec.

Na Obr. 10 je prezentovana teplota listd u 150 genotypU ¢esneku sefazena podle namérené teploty.

vrve

Nékteré listy genotypl vykazovaly vysokou teplotu, ta odpovidala vadnuti listd. Pric¢inou vadnuti byl
nedostatek vody na uchlazeni listd vlivem absorpce dopadajiciho slunecniho zareni. Rozsah teplot
listl v polnich podminkach je od 26°C do 39,5°C.
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Obr. 10 Priklad teploty listi u 150 genotypl ¢esneku v polnich podminkdch, jako pozadi byla
mérena teplota pidy.
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Vedle fady tzv. indexd tolerance k suchu (napf. Blum et al. 1983) je méreni fyziologickych
charakteristik a molekuldrnich markérQ (Ipek et al. 2008) rozsifené pro testovani suchovzdornosti.
Trochu v Ustrani je méreni primarnich fyziologickych parametr(i a to transpirace a fotosyntézy na
misté jejich primarni regulace priduchy a z nich stanovené efektivity vyuziti vody. K vnitfni efektivité
vyuziti vody byla s vyhodou pouzita analyza diskriminace izotopu 13C Vysledky této analyzy
odpovidaji délce zavieni praduch( a tim i dobé, kdy rostliny ¢esneku trpély nedostatkem vody.
Hodnoty diskriminace izotopu uhliku jsou integrdlni, tj. vypovidaji o reakci listu na nedostatek vody
od zacatku jeho vyvinu po jeho odbéry.

PIné vyvinuté listy byly odebirany pred kvetenim. Standardizace a optimalizace byla provedena
minimalné na 10 plné vyvinutych listech. Homogenizace susSiny listd byla provddéna na kulovém
mlynu Pulverissete 0 Fretsch. Pevny vzorek susiny listu byl pak spalen v kyslikové atmosfére, vzniklé
spalné plyny (CO, ondy N ¢i S) byly analyzovany na pfi stroji EA EuroEA 3028-HT (EuroVectro. Italy) a
IRMS Isoptime (GV Instrument, UK). Vse bylo fizeno pocitacovym programem Masslinx.

Ve vzorcich byl stanoven celkovy obsah C a N a atom %C a %15N. Laboratorni standardy byly
poméreny proti mezindrodnim standardim - PDB pro 13C/12C). Farquhar et al. (1984, 1989) navrhli
jednoduchy fyziologicky model jak ze zméreni diskriminace tézkého izotopu uhliku stanovit vnitfni
efektivitu vyuZiti vody (WUEI). Statistickd vyznamnost rozdilG byla hodnocena pomoci metody
ANOVA a LSD testu s vyuzitim programu Statistica 13.

Efektivita vyuZiti vody byla vice efektivni u cesnekdl, coZ svédcilo o reakci rostlin na nedostatek vody.
Zatimco jiné genotypy mély nizkou efektivitu vyuzZiti vody, svédCici o dostate¢né dostupnosti pro
vyuziti vody rostlinami pro dalsi rdst a vyvoj rostlin. Toto zjisténi je ve shodé s Lipinski a Gaviola
(2011), ktefi nalezli vétsi WUE u nezavlaZovanych genotypt ¢esnek(ll neZ u zavlazovanych. Hongyun et
al. (1999) potvrdily i u cesnekd pokles rychlosti fotosyntézy pri nedostatku vody, jedné z hodnot
pouzitych pfi vypoctu efektivity vyuziti vody.

Rostlinny materidl byl odebiran z polni sbirky genotyp@ ¢esnekd na stanici VURV, v.v.i. v Olomouci a v
Chvojenci. Bylo zanalyzovéno 224 klonG ¢esnekd na diskriminaci stabilniho izotopu *3C. Z diskriminace
13C byla vyjadiena vnitfni efektivita vyuZiti vody (WUEI). Genetickd analyza byla provedena u 679
klon cesnekli z genofondové sbirky vedené v polnich podminkach v Olomouci. Byl vybran
nejnadéjnéjsi klon pod oznacenim ,Les” z hlediska jeho mrazuvzdornosti a suchovzdornosti.

Homogenizace susiny list( byla provadéna na kulovém mlynu Pulverissete O Fretsch. Pevny vzorek
susiny listu byl pak spalen v kyslikové atmosfére. Vzniklé spalné plyny (CO,, N ¢i S) byly analyzovany
na pristroji EA EuroEA 3028-HT (EuroVectro. ltaly) a IRMS Isoptime (GV Instrument, UK). Vse bylo
fizeno pocitacovym programem Masslinx.

Ve vzorcich byl stanoven celkovy obsah C a N a atom %C a %15N. Laboratorni standardy byly
poméreny proti mezinarodnim standardnim - PDB pro 13C/12C). Farquhar et al (1984. 1989) navrhli
jednoduchy fyziologicky model jak ze zméreni diskriminace téZzkého izotopu uhliku stanovit vnitni
efektivitu vyuZiti vody (WUEi). Statistickd vyznamnost rozdild byla hodnocena pomoci metody
ANOVA a LSD testu s vyuZitim programu Statistica 13.

Efektivita vyuZiti vody byla vice efektivni u ¢esnekl, coZ svédcilo o reakci rostlin na nedostatek vody.
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Zatimco jiné genotypy mély nizkou efektivitu vyuziti vody, svédcici o dostate¢né dostupnosti pro
vyuZziti vody rostlinami pro dalsi rlist a vyvoj rostlin. Toto zjisténi je ve shodé s publikovanymi daty
Lipinski a Gaviola (2011), ktefi nalezli vétsi WUE u nezavlaZovanych genotypl Cesnekl neZ u
zavlaZovanych Hongyun et al. (1999) potvrdily u ¢esnekl pokles rychlosti fotosyntézy pfi nedostatku
vody, jedné hodnoty pouzitych pfi vypoctu efektivity vyuziti vody.

Priklady vyuziti metody

Bylo zhodnoceno 53 klonl nadéjnych novoslechténi na suchovzdornost. Z vysledk(l na Obr. 11 bylo
mozné rozlisit dvé skupiny novoslechténi. Prvni skupina novoslechténi, které maji nizkou efektivitu
vyuziti vody pti dostatku pristupné vody a naopak vysokou efektivity vyuZiti vody za nedostatku
pfistupné vody lze oznalit za suchovzdorné novoslechténi oznacené cisly 35,36,48,50,51. Druha
skupina novoslechténi s nizkou suchovzdornosti, které maji vysokou efektivitu vyuziti vody pfi
dostatku pfistupné vody a vysokou efektivity vyuZiti vody za nedostatku pfistupné vody Ize oznacit za
méné suchovzdorné novoslechténi v ramci souboru testovanych novoslechténi oznacené Cisly napt.:
22,28,21,18.
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Obr. 11 Zhodnoceni 53 poloZek novoslechténi cesneku péstovanych pri plné zdavlaze (WUEi M) a pri
sniZené zavlaze (WUEi S) na stanovisti Chvojenec. V modré elipse jsou genotypy, které setii vodou pfi
nedostatku dostupné vody a naopak v oranZové elipse jsou genotypy, které Setri i pfi dostatku vody.

Vysledky z testovanych jednotlivych klon na odolnost k nedostatku vodybyly porovnavany s
vysledky pribuznosti testovanych klon(, ziskané molekularni metodou. Pro hodnoceni vnitini
efektivity vyuZiti vody. Ke zméné doslo u 22 z 58 sledovanych genotypu, coZ je u jedné tretiny. Pouze
u jednoho genotypu byla zaznamenana zména ob kategorii. Zmény byly zaznamenany u 19 klon( do
nizsi kategorie a jen u tfi genotypl do vyssi kategorie WUEi. Tyto zmény byly pravdépodobné
zpUsobeny vlivem rocniku, kdy srazkové byl ro¢nik 2021 bohatsi nez rok 2020.
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Vynos

Testované klony ¢esneku mély nizsi hmotnost cibuli az na vyjimky na zacatku a na konci poradi klond
pfi zavlaze (Obr. 13). Z grafu je patrné, Ze testovany klon BQ-12 patfil ke klondim s vysokou hmotnosti
cibule pod zavlahou a bez zavlahy se drzel také mezi klony s nejvétsi hmotnosti cibuli. Pfesahoval tak
v hmotnosti cibule fadu klond, které i pod zavlahou mély nizsi hmotnost.

Chvojenec 2021
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Obr. 12 Hmotnost cibule v zdvislosti na poradi testovanych klon( podle hmotnosti cibule. Modre a
Cervené je oznaceno postaveni testovaného klonu BQ-12. M — modre, testované klony byly pod
zavlahou, S — Cervené, bez zdvlahy.

Vysledky vyzkumu prvnich dvou let, tfetiho a ¢tvrtého roku feseni projektu se promitly do vybranych
novych klon( ¢esneku s pfidanou vlastnosti suchovzdornosti, mrazvzdornosti a s vysokym vynosem.
Na zakladé diskriminacni analyzy izotopu uhliku je chranén vybrany genotyp BQ-12, ktery je v +2
sigma oblasti se zvySenou efektivitou vyuziti vody a patii mezi ¢tyfi nejlépe hodnocené genotypy v
suchovzdornosti, je vynosnéjsi minimalné o 5% oproti priméru a zaroven ma vhodné konzumni
vlastnosti. Efektivita vyuZiti vody byla stanovena pomoci diskriminaéni analyzy stabilniho izotopu 3C.
Integralni hodnota diskriminace stabilniho izotopu v listech vyjadfovala miru zavienosti a otevienosti
praducht. Tento klon byl vybran z 66 testovanych klond v roce 2019, z 58 testovanych klonU v roce
2020 a 71 klonl v roce 2021. Efektivita vyuZiti vody je nejvétsi v pripadé mensi dostupnosti vody
rostlinou. V takovém pfipadé rostlina Setfi sice s vodou, ale dochazi ke snizeni vynosu. Zaméreni se
na nizkou efektivitu vody, znamen3, Ze rostlina dobfe reguluje vydej vody a ma pfi tom vice oteviené
praduchy, které reguluji téz prijem oxidu uhli¢itého a tim je podpofena i vyssi fotosyntéza a vyssi
vynos. Rostliny s vysokou efektivitou vody sice na jednotku spotifebované vody dosahnou vyssiho
vynosu, ale vynos je relativné maly. CoZ neni pfipad BQ-12 viz Obr. 12.

Na zakladé polnich pokust a pokust ve foliovych krytech bylo zhodnoceno 66 nejnadéjnéjsich
poloZzek novoslechténi a genofondovych poloZek. Rozdéleni klond podle WUEI (vnitfni efektivity
vyuziti vody) a celkového obsahu C (Obr. 13).
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Obr. 13 Rozdéleni genotypu podle WUEi (vnitini efektivity vyuZiti vody) a celkového obsahu C (%), na
zdkladé vyhodnoceni pomoci statistické analyzy Principal Component Analysis (PCA).

Oblast grafu (Obr. 13): I. Znamena vysoké WUEi a vysoky obsah C. Il. Znamena nizké WUEi a vysoky
obsah C. lll. Znamena vysoké WUEI a nizky obsah C. IV. Znamena nizké WUEI a nizky obsah C. Skupina
klond oznacena a), tyto klony se vyskytuji spise v ¢asti s vysokym WUEi a vysokym obsahem uhliku v
susiné v 1. a lll. oblasti. Skupina klon( oznacena b), klony se vyskytuji spiSe v ¢asti s nizkym WUEI a
vysokym obsahem uhliku v susiné v Il. a IV oblasti. Skupina c), klony se vyskytuji spiSe v Il. a IV oblasti
a s vysokym obsahem uhliku v susiné v ¢asti s nizkym WUEi v II. a IV oblasti. Skupina d), klony se
vyskytuji spiSe v €asti s vysokym WUEi v I. a lll. oblasti.

4.  Srovnani novosti postupl

Pro testovani odolnosti ¢esnekl k abiotickym stresim, hlavné suchu a mrazu byl dosud pouZivano
stanoveni vynosu resp. jeho poklesu. Navrienda metodika je zaméfena na zkraceni Slechtitelského
procesu a zacileni na dva abiotické stresy, které mohou vyznamné sniZit vynos. Redukce vynosu
vlivem abiotickych strest je ovlivnéna omezenim fyziologickych funkci, které maji v disledku vliv na
hmotnost a pocet strouzkd v cesnekové cibuli. Proto je tato metodika zamérena na klicové
fyziologické procesy, které jsou redukovany pfi plsobeni abiotickych stresi a mohou tyto dva
vynosové parametry vyznamné snizit a tim i celkova redukce vynosu. Cilem je odhalit nachylné
jedince a odolné jedince pomoci této metodiky pti pisobeni abiotickych stres(l. Pti Slechténi ¢esneki
odolnych k abiotickym stresim bude urychlen vybér odolnych klon( za pouZiti této metodiky. Pfi
testech na mrazuvzdornost byly testovany desitky jedinc(i a pti testech na suchovzdornost byly
testovany stovky jedincll k vybéru nejodolnéjsich k abiotickym stresim. Tyto testy rozliSily celou
Skalu genotypl od méné odolnych k nejvice odolnym a na tomto zakladé bylo mozné vybrat tfi klony
registrovany dvé odridy, registrace dalsi odridy se olekava. Metodika je zaloZena na zjistovani
odolnosti rostlin k abiotickym stresim pomoci novych fyziologickych metod zaloZenych na pouZiti
nejnovéjsich pristroji. Metodika byla vyvinuta vramci vyzkumného projektu a byla podporena
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aplikovanym vyzkumem teoretické a experimentalni povahy, ktery byl zaméfeny na ziskani novych
poznatkll a dovednosti pro vyvoj novych postupl ve Slechténi odolnych cesnekl k abiotickym
stresiim. Pokud je ndm znamo, metodika testovani odolnosti klond ¢esnekl k abiotickym stresiim
dosud neexistuje a tedy nelze ji s ni¢im srovnavat.

Metodika je urcena Slechtitelim a Slechtitelskym pracovistim, které se zabyvaji rezistentnim
Slechténim na odolnost rostlin ¢esneku k abiotickym stresovym faktorim. Metodika mlze slouZit
k otestovani odolnosti genotypt ¢esnekll pro statni spravu, zabyvajici se registrovanim novych odr(d.
Jednotlivé ¢asti metodiky mohou byt vhodnym pracovnim nastrojem pro studenty VS laboratofi ke
studiu a praktickému vycviku v pouZivanych technikdach. Metodika muZe byt modifikovana pro
pfibuzné druhy rostlin rodu Allium jako napfiklad cibuli, Salotku, pazitku a dalsi.

Odhad ekonomického pfinosu zavedenim metodiky pro uZivatele.

Vychazime z porovnani dvou poslednich ro¢nik(. Rok 2022 byl srazkové chudy a je mozné ho oznacit
jako suchy rok. Rok 2021 byl bohaty na srazky. Celkova produkce ¢esneku za poslednich 6 let byla
v priméru 2306 t (Cesky statisticky Gfad). Ve srazkové chudém roce 2022 byl primérny vynos
Cesneku 3,8 t ha a v srazkové bohatém roce 2021 byl primérny vynos 4,26 t ha. Rozdil ve vynosu
v téchto dvou po sobé jdoucich létech byl 0,46 t ha™, coz je pfiblizné propad vynosu o 11% srazkoveé
bohatého roku. KdyZz porovname naptiklad jiné dva srazkové rozdilné roky (2018 a 2020), tak je to
propad vynosu uz o pfiblizné 26% roku 2018 bohatého na srazky.

Primérna cena za 1 kg ¢esneku byla 114 K¢&. Kdyby vyslechténa odrida ¢esneku odolna k suchu méla
vyssSi vynos jen o 5 % (nizky odhad), pak by to znamenalo na 114 tis. K¢ x 2306 x 0,05 = 13 452 tis. K¢,
to je pfinos zavedenim nové odolné odrldy k nedostatku vody. Je jesté fada hodnot, které nebyly ve
vypoctu zohlednény, jako jsou naklady na sadbu cCesneku, zastoupeni péstované nové odrldy,
naklady na vstupy (ochrana, vyZiva, sklizen, suseni atd.). Z téchto dlvodu je propocet ekonomického
pfinosu orientacni. Jestlize dochazi k propadiim ve vynosech v suchych letech, tak na produkci nové
zavedené odolné odrldy ¢esneku a za prdmérnou trzni cenu by bylo mozné zvysit zisk o cca 5%.

Odhad nakladd na zavedeni postupl uvedenych v metodice:

Zavedeni této metodiky by bylo jednoznacné velmi nadkladné, protoZe jsou pouZivany nakladné
pfistroje, pro pfistroje pro stanoveni koncentrace stabilniho izotopu a dalsi laboratorni nakladné
laboratorni pfistrojové vybaveni. Navrhuje se, neZ vybavovat jednotlivda pracovisté ndkladnou
pfistrojovou technikou tak pouzivat jednotlivé techniky jako servis. Napftiklad jeden vzorek pro
stanoveni koncentrace stabilniho izotopu uhliku je ptiblizné 400 K¢ za vzorek. Pofizeni termické
kamery je v fadu 70 tis. K¢.

Nezanedbatelné je i ¢asové hledisko pfi Slechténi odrid ¢esnekd. S vyuzitim fyziologickych znalosti o
reakci novoslechténi ¢esneku se umozni jiz v prvnim roce Slechténi dosahnout odliseni odolnych a
nachylnych genotyp k abiotickym stresiim, coZ zjednodusi a zlevni cely Slechtitelsky proces.
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