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SUHRN

Cielom prace bolo pocas narastajuiceho vodného deficitu rastlin meraniami Ccistej asimilacie CO,,
uvolnovania O,, aktivity Rubisco, obsahu 13C, aktualnej fotochemickej efektivnosti PSII, vodivosti
prieduchov, osmotického a vodného potencialu, relativneho obsahu vody v listoch. determinovat’ zranitel'nost’
jednotlivych ¢lankov komplexného procesu akou fotosyntéza je. Merania umoznili charakterizovat
stomatické a nestomatické efekty dehydraticie, ako aj rezistenciu mechanizmu fotosyntézy na postupne
narastajuce sucho. Citlivost prieduchov, osmoprotekcia a izotopickd diskriminacia '*C sa zdaju byt
najpozoruhodnejsie parametre, ktoré pri aklimatécii na sucho u€inkuji dynamicky. Ich vyuzitelnost’ vidime
pri tvorbe genotypov lepSie hospodariacich s vodou a uhlikom, ako aj pri kvantifikacii prahu Skodlivosti
prostredia na fotosyntézu.
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ABSTRACT

The aim of this work was to measure the net CO, assimilation, O, evolution, Rubisco activity, BC content,
actual photochemical PSII efficiency, stomatal conductance, water and osmotic potentials as well as relative
water content during increasing plant dehydration. The measurements allowed to determine vulnerability of
individual segments of complex process of photosynthesis and characterise the stomatal and non-stomatal
responses to dehydration and resistance of mechanisms of photosynthesis to gradual water stress. The
sensitiveness of stomata, osmoprotection and isotopic *C discrimination seem to be the most interesting
parameters which act dynamically in plant acclimation to drought. They may be successfully used in
screening new genotypes with efficient water and carbon use and in quantification of threshold of deleterious
environmental effect to photosynthesis.
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SENSITIVE SITES IN PHOTOSYNTHESIS DURING PLANT DEHYDRATION

DETAILED ABSTRACT

In the field are plants often exposed to different environmental stress. Because drought is the most abundant
natural limit which evokes endogenous water deficit, it limits the plant productivity and species distribution.
The physiological criteriare looked longtermly for which would precisely characterise sequencing reactions in
plants evoked by drought. The aim of this work was to apply multimethodic approach in quantifying the
changes of water status and photosynthetic parameters during gradual dehydration of plants and test their
sensitiveness and value in the plant drought tolerance.

The measurements allowed to characterise the stomatal and non-stomatal effects of dehydration and resistance
of photosynthetic mechanisms to developing drought. As water deficit increases, plants maintain the leaf
water content relatively stabile. The phenomenon is regulated by fast stomat closure and osmotic adjustment
which tend to maintain the leaf turgor and intact physiological processes. The stomata closure limits the CO,
supply in the chloroplasts that leads to net CO, assimilation and internal CO, decreases.

Fast decrease of stomatal conductance was reached at WYw of —0,5 to —0,9 MPa. This indicate higher
importance of chemical signaling the drought in the soil and the role of roots in signal perception than role of
a leaf water deficit. In this case, the stomatal effect of dehydration is evident. The measurements of
photosynthetic O, evolution at saturated CO, concentration, actual photochemical PSII efficiency from
chlorophyll fluorescence data and Rubisco activity displayed more significant inhibition as plants were
adapted to gradual dehydration. Taking our results into consideration of other autors on non-stomatal effect of
drought on photosynthesis seems to be controversial.

We assume that gradual dehydration does not modify a real capacity for electron transport during net the CO,
assimilation decrease. The osmotic adjustment maintaining the leaf turgor is associated with carbon
metabolism changes. During dehydration, the leaf sucrose increases while starch concentration decrease. We
suppose that starch degradation leads to sucrose increase. However, even during photosynthesis at CO,
compensation point both sugars are synthesised. To make complex view on differences between hydrated and
dehydrated plants, we present the results about §'"°C curve in soluble sugars and starch related to dehydration.
8"°C in dehydrated plants is non-linear and increases during whole dehydration period. Previous results
highlight the role of stomata effect of drought limiting the CO, concentration and its distribution in the
intercellular space which is available for carbon assimilation and glycide metabolism. It means that stomata
sensitiveness, osmoprotection and isotopic discrimination are the most considerable factors acting
dynamically in the plant acclimation to drought. To develop successful genotype screening, the different
protective mechanisms realising in fluctuating environment are studied and dynamic criteria are intensively
looked for. They might be useful in selection of new genotypes using water and carbon more efficiently and
in determination of threshold of harmful effect of environment on photosynthesis.
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uvobD

Vpolnych  podmienkach su rastliny casto
exponované réznym environmentalnym stresom. Pri
ich posobeni je popri regulacii vyzivného stavu
aradiacného rezimu pre zabezpeCovanie rastovo —
produkénych funkcii esencialna predovsetkym
uroven hospodarenia s vodou. Sucho je najcastejSim
prirodzenym environmentalnym limitom,
vyvolavajic vnutorny vodny deficit, resp. vodny
stres. Je faktorom kontrolujucim produktivitu rastlin
a determinuje distribuciu druhov. Napriek
publikovaniu mnozstva komplexnych prac [2, 3, 30,
32] orealizacii stratégii rastlin pocas sucha,
mechanizmoch  Uniku, vyhnutia  a tolerancie,
ovplyviiuje jednotlivé procesy nerovnakou mierou.
Preto sa dlhodobo hladaju fyziologické kritéria,
ktoré by dostatone presne charakterizovali
postupnost’ spustania  jednotlivych reakcif
vyvolévanych suchom.

Uroveir poklesu urod zavisi od intenzity, dizky
posobenia sucha a Specifity druhu, resp. kultivaru. Aj
ked sa vyskum suchovzdornosti zameriava na
Strukturalne a funkéné parametre vsetkych organov
rastlin, v centre pozornosti zostavaju
fotosyntetizujice organy. Bolo urobenych vela
pokusov pre korelovanie stupfia vodného deficitu
s diferencovanymi parametrami, ako napr. vymeny
plynov prac [8, 27], fluorescencie chlorofylu prac
[14, 15, 17, 22, 28], diskriminacie izotopov prac [1,
7], metabolizmu uhlika prac [4, 26, 25, 31],
parametrov hospodarskej urody [1, 5, 23, 24]
a hl'adanie kritérii pre skrining genotypov [12, 21].
Umoziuju detekovat’ mechanizmy, ako aj otvorené
otazky ucinkov vodného stresu na rastliny, pretoze
budticnost’ pol'nohospodarstva bude pravdepodobne
spojend s ndrastom aridizacie a pravdepodobnosti
fluktuacie zrazok pocas hlavného vegetatného
obdobia pol'nohospodarskych rastlin. Cielom prace
bolo pocas postupnej dehydraticie rastlin vyuzit
multimetodicky pristup pre kvantifikovanie zmien
vodnych pomerov a fotosyntetickych parametrov,
atym aj ich réznu citlivost’ a vyznam v tolerancii na
sucho.

MATERIAL A METODY

Experimenty boli uskutocnené s rastlinami fazule
obycajnej (Phaseolus vulgaris L.). Rastliny boli
kultivované v regulovatel'nych podmienkach

environmentalnych faktorov pri striedani dennej
anocnej teploty 20/18°C, fotoperidde 12/12 hodin,
fotosynteticky aktivnom Ziareni 250 umol.m™s™.
V rastovom §tadiu, kedy prvé listy dosiahli 50%
svojej velkosti bolo prerusené pravidelné zalievanie
arastliny boli vystavené postupnej dehydratacii.
PoCas dehydraticie boli merané nasledovné
parametre:

e relativny obsah vody %RWC = 100 — (SW-
FW / SW — DW), kalkulovany z hodnot kde
SW je hmotnost vzorky po nasyteni, FW
hmotnost’ Cerstvej vzorky, DW hmotnost
susiny

e vodny (Ww) aosmoticky (Ws) potencial
(Wescor, USA)

e vodivost prieduchov (Gc) (LiCor, Nebraska

USA)

e (ista asimilacia CO, (ACO,;) (LiCor,
Nebraska USA)

e fotosyntetickd produkcia O, (EO,) (O,

elektroda Clark, Hansatech, Vel'ka Britania)

efektivnost  PSII
102, 103, Walz
kalkulovand podla [16] ako
AF/Fm = Fm’- Fs/Fm’, kde Fm" je
maximalna fluorescencia pri aktinickom
svetle aFs je ustdlend fluorescencia pri
aktinickom svetle

e aktudlna fotochemicka
(fluorometer PAM 101,
Nemecko),

e aktivita ribuldozo - 1,5 - bisfosfat karboxylazy
/oxygenazy (Rubisco) podla [18]

e 3"C (hmotovou  spektroskopiou)  [7]
rozpustnych  sacharidov  askrobu [31]
v listoch

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hlavnou motivaciou tejto prace je prispiet

k integrovaniu pohl'adov na u¢inok vodného deficitu
na aktivitu fotosyntetického aparatu. Fotosyntéza je
komplexnym procesom zahfiiajucich  difuzne,
biofyzikalne a biochemické procesy, detekovatelné
na  Urovni  proteinov, makromolekularnych
komplexov, chloroplastov, protoplastov, listov az
porastu. Integrovanie pohladov umoziuje lepSie
pochopit’ limity prostredia ovplyvilujuce regulaciu
tohto procesu. Z doterajsSich prac bola vzhl'adom na
vyznam mnozstva CO, vyuzitelného v metabolizme
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pozornost’ najcastejsie sustredend na meranie Cistej
fotosyntézy. Jej korektné meranie musi zahinat
atributy kontroly externej koncentracie CO,, teploty
listu, relativnej vlhkosti hrani¢nej vrstvy vzduchu a
Ziarenia.

Predpokladd sa, Ze pocCas sucha sa stupei
dehydratacie stava jedinym limitujucim faktorom
adifizia CO, do listu je dand otvorenostou
prieduchov. Obsah vody v listoch hydratovanych
rastlin kolise okolo 90% RWC. Ak prebicha
dehydratacia rastlin v konStantnych podmienkach
ziarenia a teploty, obsah vody v mezofyle sa prili§
nemeni azniZzuje sa vpriemere o 5 - 7%.
Predpokladame, ze tento stav, koreSpondujuci
s vodnym potencidlom ¥Yw = -0,5 az — 0,9 MPa, je
regulovany rychlym zatvorenim prieduchov a
osmotickou upravou, ktora ma tendenciu udrzat
turgor a intaktnost’ fyziologickych procesov v listoch
(obr. 1). Napriek tomu, Ze listy obsahuju dostatok
vody, zatvaranie prieduchov limituje prisun CO, do
chloroplastov. Znizenie vodivosti prieduchov ma za
nasledok pokles cistej asimilacie CO, a zniZenie
interného tlaku CO, [4, 5, 11, 13]. Touto reakciou sa
velmi  rychlo dosahuje kompenzacny bod
fotosyntézy. Od tohto obdobia prakticky neprebicha
vymena plynov medzi atmosférou a listom, avsSak
konverzia Zziarivej energie ako aj tvorba produktov
fosforylacii (ATP, NADPH) pokracuje.

Z uvedeného vyplyva vAacsi potencidlny vyznam
rychlej chemickej signalizdcie o suchu v substrate
nez je vyznam samotného vodného deficitu listov.
Podl'a viacerych autorov prac [25, 29, 32] korene
zohravaju esencidlnu ulohu v percepcii sucha, kde
kyselina abscisova (ABA) je pravdepodobne
rozhodujtca. Znizeny vodny potencial listov sa zda
byt skor dosledkom ako pri¢inou stomatickej
kontroly fotosyntézy. Ddlezitym mechanizmom pre
riadenie vodného rezimu v pol'nych podmienkach sa
zda byt nerovnomerné rozlozenie korenovej ststavy
v roznych vrstvaich pddy snerovnakym vodnym
potencidlom. Pre signalizovanie vodného deficitu
pddy je dostatoéné, aby sa iba malé mnoZzstvo
korenov nachadzalo v podmienkach sucha, ktoré
vytvori dostatoéné mnozstvo ABA. [9, 10, 11]
predpokladaju, ze u viacsiny, ak nie u vSetkych
druhov vysSich rastlin, je zatvaranie prieduchov
pocas miernej dehydratacie, ked’ vodny deficit listov
nie je vyssi ako 30%, zodpovedné za zniZenie
fotosyntézy listov vystavenych. Evidentny je teda
stomaticky efekt dehydratacie [4, 12, 15].

Doékaz nestomatického  pdsobenia sucha na
fotosyntézu [3, 9, 18, 19] zostava stale kontroverzny.
Pouzitie kyslikovej elektrody umoznuje merat
fotosynteticki  produkciu O, pri saturacnych
koncentraciach CO,, ked’ prieduchy su zatvorené. Z
merani fluorescencie chlorofylu intaktnych listov je
mozné kalkulovat' celkovii rychlost’ elektronového
transportu a reguldciu vyuzitia Zziarenia rastlinami.
Aplikacia vysokych koncentracii CO, eliminuje
zniZzenie kvantového vytazku pre Cisti asimilaciu
CO, alebo fotosynteticki produkciu O,. Pri
nesaturac¢nych koncentraciach CO, listov
dehydratovanych rastlin cast’ elektronov donoruje
fotorespiraciu, apreto je logické, ze aktualna
fotochemicka efektivnost PSII, vyjadrena ako
AF/F'm (obr. 2) je pocas dehydratiacie znacne
stabilnd.  Klucovy  enzym, ucinkujici  pri
zabudovavani CO, v strome chloroplastu, ribuldzo-
1,5,-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza (Rubisco), nie
je inhibovany.  AvSak merania so satura¢nymi
koncentraciami CO, ukazujl, ze vsetky elektrony su
pri  predpokladanom  potladeni  fotorespiracie
a oxidativnej funkcie Rubisco spotrebovavané na
zabezpeCenie jej karboxylacnej funkcie. Rychlost
elektronového transportu je zhodna s jeho rychlostou
pri  kontrolnych rastlinach. Predpoklada sa, ze
postupna dehydratacia rastlin nemodifikuje skuto¢nti
schopnost’ pre elektronovy transport pri poklese
Cistej asimilacie CO,, pretoze sink produktov
elektronového transportu je intaktny. Porovnanie
medzi meraniami uskuto¢nenymi pri vysokych a
normalnych koncentraciach CO, (0,0035%) su
silnym argumentom zddvodiujucim, Ze je to hlavne
stomatickd kontrola, ktord je zodpovednd za
inhibiciu fotosyntézy rastlin vystavenych suchu.

V tejto ochrane fotosyntetického aparatu zohravaju
tiez doleziti ulohu rozpustné, osmoticky aktivne
produkty metabolizmu a kapacita pre osmotickl
upravu genotypov. S osmotickym prispésobenim
[20] st spajané modifikdcie metabolizmu uhlika.
Dosledkom asimilacie CO, je syntéza sacharidov,
ktord vyuziva metabolicki cestu Calvinovho cyklu
[31]. Vo vyznamnej koncentracii su v bunkach
pritomné dva sacharidy, Skrob ako zéasobna latka
lokalizovana v chloroplastoch, a sacharoza
syntetizovana v cytoplazme. Sachardza je hlavnou
zloZzkou rozpustnych cukrov. U dehydratovanych
listov je jej koncentrdcia vysSia ako u
hydratovanych. Ked’ze pocas sucha sa koncentracia
Skrobu v listoch znizuje, predpoklada sa, Ze jeho
degradacia prispieva k zvySeniu obsahu sachardzy.
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Avsak aj vstave kompenzacného bodu fotosyntézy
su syntetizované rozpustné sacharidy, ako aj skrob.
Preto aj kapacita pre syntézu, nielen jej rychlost
bude znakom citlivosti fotosyntetického aparatu na
dehydrataciu.

Ak teda fotosynteticka asimilacia CO, pocas
vodného deficitu sa znizuje paralelne s vodivostou
prieduchov az do nulovej vymeny plynov, je
vyznamné analyzovat asimilaciu uhlika a vediet
v akych proporciach je CO,, uvolneny pocas
respiracie, reasimilovany rastlinou. V tomto smere je
efektivnym metodologickym prostriedkom S$tadium
izotopického zlozenia rastlin [1, 7].

Enzym Rubisco, zodpovedny za fixaciu CO, pocas
fotosyntézy, uskutociiuje  diskrimindciu  medzi
najviac rozsirenymi stabilnymi izotopmi uhlika '*C a
BC. Vtomto smere mozno kontatovat’ niektoré
vSeobecne zname fakty. Atmosfericky CO, obsahuje
okolo 98,9% '*C a 1,1% "C. Distribucia izotopov na
miestach réznych komponentov nie je rovnaka.
Pomer "“C/"”C je v rastlinnych pletivich mensi nez
v atmosferickom CO,, ¢o poukazuje na tzv.
diskriminéciu, t.j. frakcionaciu jednotlivych izotopov
pocas fotosyntézy. Z praktickych ddovodov sa
v geochémii a fyziologii rastlin obsah izotopov 8"°C
vztahuje k izotopovému Standardu belemnitu z Pee
Dee (PDB) v USA vjednotkdich promile
(%o0). Organicka hmota  je ochudobnena o Bc
v porovnani so Standardom PDB a preto su hodnoty
negativne. Z komplexnosti pohladov selektujeme
vysledky o obsahu §'"°C rozpustnych cukrov a §krobu

ako funkciu dehydratacie, =z ktorych vyplyvaju
odlisnosti medzi rastlinami hydratovanymi a
dehydratovanymi. 8"C dehydratovanych rastlin ma
nelinearny  charakter anarastd  pocas  celej
dehydratacie.

Z predchadzajucich vysledkov vyplyva vyznam
stomatického efektu, limitujuiceho mnozstvo CO,
ajeho zlozenie v intercelularnych priestoroch, ktory
je disponibilny pre asimilaciu uhlika a glycidovy
metabolizmus. Ztoho vyplyva, zZe citlivost
prieduchov, osmoprotekcia a izotopicka
diskriminacia su najpozoruhodnejsie faktory, ktoré
pri aklimatacie na sucho uc¢inkujti dynamicky.

ZAVER

Pre skrining genotypov sa hladaji dynamické
kritéria ~ askama sa  diverzita  obrannych
mechanizmov, realizujicich sa v premenlivych
podmienkach prostredia. V tomto smere vidime ich

vyuzitelnost  pri  tvorbe  genotypov  lepSie
hospodariacich s vodou a uhlikom, ale aj pri
kvantifikdcii prahu Skodlivosti prostredia na

fotosyntézu. Ked’ze suché perioédy su v prirodzenych
podmienkach pestovania casto spojené so silnym
ziarenim a vysokymi teplotami, ¢o mdze sposobit
dodato¢ény tlak na fotosynteticky aparat, vidime
vyznam tychto fyziologickych kritérii aj z hladiska
integrity reakcif rastlin na environmentélny stres.
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Obr. 1. Zmeny parametrov vodného rezimu (relativneho obsahu vody — RWC, vodného potencialu — ¥w, osmotického
potencialu Ws, turgoru - ¥p, difuznej vodivosti — Gc) listov pocas dlhodobej dehydratéacie rastlin (plné symboly —
dehydratované rastliny; prazdne symboly — hydratované rastliny).

Fig 1. Changes of leaf water regime parameters (relative water content - RWC, water potential - ¥'w, osmotic potential -
s, turgor presure - Wp, diffusion conductance - Gc) during long-term plant dehydration (full symbols — dehydrated
plants; empty symbols — hydrated plants).
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Obr.2  Zmeny parametrov fotosyntézy (asimilacia CO, — ACO,, uvolnenia O, — AO,, aktualnej efektivnosti PS IT —

AF/F’m, inicidlnej aktivity Rubisco, obsahu izotopu *C v rozpustnet frakcii a $krobe v listoch) pogas dlhodobej
dehydratécii (pIné symboly — dehydratované rastliny; prazdne symboly — hydratované rastliny).

Fig.2  Changes of photosynthetic parameters (CO, assimilation - ACO,, O, evolution - AO,, actual photochemical
PSII efficiency - AF/F’m, initial Rubisco activity, °C content - 5'°C in leaf soluble fraction and starch, during long-term

dehydration (full symbols — dehydrated plants; empty symbols — hydrated plants).
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