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Temnotné adaptovany stav

Na svétlo adaptovany vzorek

Chlorofyl

Chlorofylova fluorescence

Minimalni Chl fluorescencni vytézek v temnotné adaptovaném stavu
Maximalni Chl fluorescencni vytézek v temnotné adaptovaném stavu
Maximalni variabilni Chl fluorescen¢ni vytézek v temnotné adaptovaném stavu
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII

Maximalni Chl fluorescen¢ni vytéZek v na svétlo adaptovaném stavu
Nefotochemické zhaseni Chl fluorescence

Reakéni centrum

Fotosystém I

Fotosystém II

Svétlosbérné proteinové komplexy

Adenosin trifosfat

Primarni akceptor elektronti

Sekundarni akceptor elektronti

Fotosynteticky aktivni zafeni, rozsah vlnovych délek: 400 az 700 nm
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1. Uvod

1.1. Fotosyntéza

1.1.1. Zdklady fotosyntézy
Témét vSechny organické latky, které koluji v trofickych fetézcich na Zemi, vznikaji pfi
fotosyntéze. Fotosyntéza je proces mnoha propojenych reakci, kde zdrojem energie je
slunec¢ni zareni. Fotosyntetizujici organismy, jako napiiklad sinice, fasy a vyssi rostliny,
vyuzivaji elektrony zmolekul vody a energii slune¢niho svétla k asimilaci CO, do

organickych sloucenin (Obr. €.1).

CO, + H,0 —— {CH,0} + O, + AG

Obr.1. Zakladni rovnice fotosyntézy, kde {CH,0}je vzorec strukturni jednotky cukrt, 4f je excita¢ni
energie a AG energie dissipovana zpét do okoli rostliny.

Pti Stépeni vody uvolnuji do atmosféry plynny kyslik. V buiikach vysSich rostlin probihaji
fotosyntetick¢ déje ve specializovanych vnitrobunéénych organelach - v chloroplastech
(Obr.2). Struktura chloroplastu je obdobnd té mitochondridlni. Dvé membrany, vnéjsi a
vnitini, obklopuji prostor nazyvany stroma, kde se nachazi mnoho metabolickych enzymu a

kde probiha vlastni fixace CO, (Calvintv cyklus).

‘I‘hy‘hkoi.ds _Grana (thylakoida)

Obr.2 Strukura chloroplastu — fotosyntetické organely vyssich rostlin

Protoze chloroplast je bakteridlniho piivodu, a do eukaryotnich fotosyntetizujich buiiek byl
zaClenén endosymbidzou, nachazi se ve stromatu sada ribosomii, RNA a DNA. Ve
stromatalnim prostoru je tfeti membrana, tvofena lipidovou dvojvrstvou, na které¢ probihaji
procesy zachyceni svételné energie-fotofyzikalni a fotochemické déje. Tato membrana je
oznacovana jako thylakoidni a vytvaii zplostélé utvary - thylakoidy. Diky nabojim na

proteinech membrany se zplostelé utvary k sobé ptiblizuji a tvofi grana.



Vnitini prostor thylakoidl, nazyvany lumen, je naplnén kapalnou fazi s dalSim
enzymatickym aparatem.

Vsechny déje které jsou soucasti procesu fotosyntézy lze rozdélit do dvou zékladnich fazi:
svételné a temnotni.

Jako svételna Cast fotosyntézy jsou oznaCovany déje na thylakoidni membrané, pii kterych
dochazi k absorpci slune¢niho zafeni, separaci naboju a pienosu elektronti a nasledné protont
pies membranu. Vysledkem svételné faze fotosyntézy je redukce NADP na NADPH+H",
generace elektrochemického gradientu na membrané, ktery je vyuzit pro syntézu ATP.
Molekuly ATP a NADPH+H" jsou dale vyuzivany v Calvinové cyklu pfi fixaci CO; a jeho
preméné na cukry ve stromatu chloroplastu, popt. jsou dale pfenaSeny do cytosolu, kde jsou
vyuzity v syntéze mnoha jinych molekul, které rostlinné buniky pottebuji k zivotu.

Déje, pii kterych dochazi k samotnému zabudovani uhliku do organickych cukr za pomoci
enzymu Calvinova cyklu ve stromatu chloroplastu, jsou oznaCovany jako temnotni, nebot’ pfi
nich jiz neni tfeba energie zafeni.

V nasledujicim textu se soustfedim na svételnou fazi, ktera je charakteristicka biofyzikalnimi

déji absorpce zateni, emise zafeni a tepelné disipace energie fotosyntetickymi pigmenty.

1.1.2. Pigmenty

Absorpci kvant zafeni a pfenos excitacni energie zabezpecuji pigmentproteinové komplexy,
které jsou tvoreny chlorofyly a karotenoidy vazanymi na proteiny. S témito komplexy jsou
spojeny chinony a cytochromy a dale enzymy podilejici se na rozkladu molekul vody,
redukci NADP+ a vyrobé ATP. Cely tento systém je umistén v tylakoidni membrané¢ (Obr.3).
Chlorofyl (Chl) je zékladnim fotosyntetickym pigmentem. Zakladem jeho struktury je
porfyrin, coz jsou Ctyfi tetrapyroly vzajemné spojené methinovymi mistky a s komplexné
vazanym kationtem Mg”>" (Obr. 4). Podle rozdilnych skupin na II. pyrolovém cyklu
rozliSujeme rizné chlorofyly, napt. Chl a, b, c.

Dalsimi dulezitymi pigmenty jsou karotenoidy - polyizoprenoidy, které se déli na

uhlovodikové karoteny a kyslikaté derivaty xantofyly.
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Obr.3. Zékladni schéma fotochemickych d&ji v thylakoidalni membrané. Zakladnimi
transmembranovymi komplexy jsou PSII (RC2), cytochrom bg/f komplex, PSI (RC1) a ATPaza.
Transport elektronti mezi témito komplexy zajistuji mobilni pfenasece: plastochinon a plastocyanin
(Pc). Plnou &arou je vyznacen pohyb elektroni, te¢kovanou ¢arou pohyb protontt H™ (Setlik a kol.
2007).
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Obr.4. Struktura molekuly chlorofylu. Pifevzato z http://cs.wikipedia.org

1.1.3. Déje svételné faze fotosyntézy

Svételna faze fotosyntézy probihd na Ctyfech zakladnich supramolekulédrnich komplexech
vazanych v tylakoidalni membrang: fotosystém II (PSII), cytochrom be/f komplex (Cyt bs/f),
fotosystém I (PSI) a ATP-syntdza. Transport elektronii mezi témito komplexy zajist'uji
mobilni pfenasece: plastochinon (mezi PSII a Cyt by/f) a plastocyanin (mezi Cyt bg/f a PSI)
(viz Obr.3).

Fotosyntéza zafind zachycenim fotonu v antén¢ LHCII PSII. Excitace je pfenesena na
chlorofyl reakéniho centra, kde je pouzita na rozdéleni naboji oxidaci primarniho donoru
P680, k redukci feofytinu a posléze pevné vazaného chinonu Q. Z Q, je pfenesen na dalsi
chinon Qg, ktery vstoupi do kapsy Qg. Po redukci Qp dvéma elektrony ptijme dva protony a
vznikne molekula neutrdlniho plastochinonolu PQH,. PQH; pfenese protony a elektrony ze
stromatalni strany thylakoidni membrany k lumenu do bs/f komplexu. Zde jsou odd€leny
protony a vylouCeny do lumenu. Elektrony pfijme ptenaseC plastocyanin (PC), ktery je
transportuje k PSIRC, kde redukuji primarni donor P700, jiz pfedtim oxidovany primarni

separaci naboje diky excitacni energii svétla zachyceného chlorofylem v PSI. Po této cesté



napfi¢ thylakoidni membranou je redukovan feredoxin. Odtud mohou byt elektrony piedany
zpét do poolu plastochinonu pii cyklickém transportu elektronti, nebo slouzi k redukci
NADPH a dalSich slozek v temnostni fazi fotosyntézy. Zdrojem elektronti pro redukci P680+
slouzi komplex oxidujici vodu a vyvijejici kyslik (OEC, oxygen evolving complex) V tomto
systému se nachazi klastr ¢tyf vazanych atomi Mn. Béhem ¢tyt excitacnich cykla se ze dvou
molekul vody uvolni ¢tyfi protony do lumenu a molekularni kyslik difunduje do atmosféry.

(Prochézka a kol. 1998).

1.1.4. Fotosyntéza u stalezelenych rostlin

Stalezelené rostliny rostouci v klimatickych oblastech s velkymi ro¢nimi vykyvy teplot
musely vyvinout mechanismy, které jim umoziuji rist a vyvoj v téchto podminkach. U
stalezelenych rostlin se stfidaji dvé zakladni faze: dormantni stadium a obdobi rlstové
aktivity.

Prezimujici stalezelené rostliny riznych rodi obecné vykazuji sezonni fluktuace Gcinnosti
fotosyntézy v 1été a v zime: v Iét¢ je UCinnost fotosyntézy vysokd, v zimé téméf nulova
(review Oquist a Huner 2003). V klimatickych zénach s mirnymi zimami jsou sezénni
zkoumany ve studiich jehlicnant Pinus ponderosa, Pseudotsuga menziesii aj. (Verhoeven a
kol. 1996). Obdobné vysledky byly pozorovany také u liSejniki nebo druhti ptizptisobenych
mirnym zimam, jako Opuntia stricta, Malva neglecta a Yucca glauca (Barker Logan Adams
Demmig-Adams 1998). OvSem modelovym organizmem pro studium kli¢ovych odpovédi
fotosyntézy na sezonni klimatické variace, pro které jsou charakteristické zimni teploty pod
bodem mrazu béhem delsich ¢asovych period, a které mohou zptisobit i kompletni inhibici
fotosyntézy, slouzi Pinus sylvestris. Kiivka sezonnich zmén rychlosti asimilace CO, u této
rostliny ukazuje rozsdhlé minimum béhem zimy s nejniz§imi hodnotami v bieznu, kdy je uz
vysokd ozafenost a zaroven jsou rozdilné teploty ve dne a v noci — nad a pod 0°C, takze
dochazi ke stiidavému roztavani a mrznuti listd. Siroké maximum rychlosti asimilace CO,
bylo zaznamenéno béhem léta. K rychlym zménam v fotosyntetické Gc¢innosti, které dobie
koreluji se zmé&nami minimalnich teplot, dochazi na jafe a na podzim (Oquist a Huner 2003).
Schopnost fotosyntetickych organizmi udrzovat rovnovdhu mezi mnozstvim energie

absorbované fotochemickymi procesy a jejim naslednym vyuzitim v metabolismu ristu,



je nazyvana fotostaze. Kdyz ozafeni piesahne kapacitu fotosyntetického aparatu vazat CO,,
indukuji se zmény vedouci k fotostazi. Pro dosazeni této rovnovahy musi rostliny v zimnim
obdobi redukovat velikost svétlosbérnych antén, coz je provazeno casteCnou ztratou
chlorofylu (Oquist a Huner 2003). Kromé toho, Ze je snizovana efektivni i fyzicka velikost
antén, snizuje se také pocet RC a D1 proteinu. Zde ale nestaci jen snizit G¢innost antén, ale
také je nutno zvysit kapacitu nefotochemického zhdseni - premény cCasti absorbovaného
svétla na teplo. Tato tepelnd disipace je uskuteChovana xantofylovym cyklem, postupnou
epoxidaci zeaxantinu pfes antheraxantin na violaxantin (Adams a Barker 1998) a zvySovanim
pH gradientu na membrané thylakoidu. Proto béhem zimniho obdobi rostliny maji rostliny
vys$si obsah xantofyli v listech a obsahu proteinu PsbS vazaného s PSII, ktery ma také
zdsadni vyznam pro zhaSeni excitatni energie zavisejici na xantofylovém cyklu (Oquist a
Huner 2003). Béhem nejtuzsi zimy nebyla zméfena zadna fotosyntéza, ale po rozmrznuti
listh byly naméfeny malé, ale pozitivni hodnoty Fvy/Fy, nizky staly obsah D1 proteinu a
s vysoké stabilnim NPQ (Oquist a Huner 2003). V jarnich mésicich, kdy dochézi k prechodu
z dormance, prudce stoupa ucinnost fotosyntézy, protoze se metabolismus rostlin vraci
k fotosynteticky aktivnimu stavu: zvySuje se obsah chlorofylu, LHCII komplexi, reakénich
center a epoxidovaného stavu xantofyll. Vysledkem nastupu jara je tedy navraceni
fotosyntetické kapacity a sniZeni stalého NPQ, které je charakteristické pro zimu. Naopak,
pred nastupem do dormantniho stadia dochazi v rostlinach béhem podzimu k aklimatizaénim
zménam umoznujicim jejich existenci v zimnim obdobi. VSechny tyto zmény jsou spoustény
aktivaci urcitych geni. Indukce je vyvolana zkrdcenim fotoperiody a sniZenim dennich teplot
na 15-10°C (Oquist a Huner 2003).

Pti porovnani cCisté fotosyntézy borovice (Pinus contorta) a ozimé pSenice (Triticum
aestivum) v 1ét€ a v zimé&, byl u borovice pozorovan pokles o 80% v dormanci, na rozdil od
pSenice, jejiz asimilacni vytéZky zistaly nedotéeny (Savitch a kol. 2002). Tento pokles

souhlasi s faktem, ze borovice v dormanci neroste na rozdil od pSenice.

1.2. Fluorescence jako metoda studia fotosyntézy

1.2.1. Zdklady fluorescence

Svétlo absorbované chlorofylem ve fotosyntetickém aparatu je zdrojem energie pro primarni
fotochemické reakce. Za fyziologickych podminek je vice nez devadesat procent energie

vyuzito ve fotochemii. Absorbovana energie, kterd neni vyuzita k fotochemii,



je chlorofylem zpét emitovana v podobé fluorescence, nebo disipovana v podobé tepla. V
pokojové teploté pochazi vétsina emitovaného zateni z fluorescence fotosystému II (Maxwell
a Johnson 2000).

Pokud je fluorescence excitovana modrym svétlem, je maximum vyzatfované fluorescence pfi
vlnovych délkach 685 a 735nm. Pti vybuzeni fluorescence cervenym svétlem je maximum u
685nm silné potladeno (Sebanek a kol. 1998). Fotosyntéza, fluorescence a tepelna disipace
maji mezi sebou kompetitivni vztah. Pokud tedy vzroste ucinnost jedné z téchto veliCin,
vytézek ostatnich dvou klesd. Méfenim a zaznamenavanim zmén kvantového vytézku
fluorescence lze tedy ziskat informace o zménach uc¢innosti fotochemie a tepelné disipace. I
kdyz celkové mnozstvi zafeni, které jde do fluorescencni emise se pohybuje kolem 1 az 2 %,

1ze ji bez problémi métit (Maxwell a Johnson 2000).

1.2.2. Fluorescencni kinetika a zakladni fluorescencni parametry
Kdyz je fotosyntetizujici organizmus v temnotné¢ adaptovaném stavu (TAS) vystaven
aktinickému svétlu, vytézek fluorescence vzristd az k lokdlnimu maximu a nésledné opét
klesa, az se ustali na stabilni hodnoté (Fs) (Obr.5). Tehdy je fotosynteticky organismus uz
adaptovan na svétlo (svételné adaptovany stav, SAS). Charakteristické zmény fluorescence
behem piechodu z TAS na SAS se nazyvaji fluorescencni indukce nebo také Kautského jev

(Kausky a Hirsch 1931).

Fluarescence, r.j.

Obr.5. Zaznam fluorescenéni kinetiky u temnotné adaptovaného listu rododendronu. Cerna barva u
0osy X zobrazuje temnotné adaptovany vzorek, zlutd barva cCas, od kdy byl vzorek vystaven
aktinickému svétlu 100 umol(fotond).m?.s”. Cervené odbélnicky oznaduji &as, kdy byly
aplikovanany saturaéni pulzy (1500 pmol(fotontl).m™.s™) pro stanoveni maximalniho fluorescenéniho
vytézku.

Jako prvni byla zméfena uroven Fy, nasledné byla stanovena Fy; v saturacnim pulzu. Po 25s temnotni
adaptace byl list vystaven aktinickému svétlu o dobu 60s, v 76s byla zméfena maximalni fluorescence
u FM‘ .



TAS rostliny Ize charakterizovat dvéma urovnémi fluorescence:
Fo — vSechna RC jsou oteviena, primarni akceptory Qa jsou oxidovany a jsou tak schopny

piijimat elektrony, Fu - vSechna RC jsou uzaviena, primarni akceptory Qa jsou redukovany a
nejsou tak schopny pfijimat elektrony. Tento stav nastavd, kdyz je rostlina vystavena
vysokému ozafeni, naptiklad v podob¢ satura¢niho zablesku, ktery zahlti v§echna RC, nebo
po aplikaci herbicidi.

Zakladnimi fluorescenénimi parametry jsou:

Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fum - maximalni kvantovy vytézek PSII,

@y o = Fy / Fy - efektivni kvantovy vytézek konverze fotochemické energie PSII,

NPQ = (Fm —Famr) / Fue - nefotochemické zhaSeni fluorescence. Tento parametr slouzi pro
kvantifikaci procesi, které zptisobuji pokles maximalni fluorescen¢niho emise pii pfechodu
rostliny z TAS do SAS.

Popis vSech fluorescencnich vytézkii TAS 1 SAS rostlin a fluorescencnich parametrti je

detailné uveden v publikaci (Rohacek 2002).

1.2.3. Mereni fluorescence

Metoda zdznamu chlorofylové fluorescence je casto vyuzivéna pii vyzkumu fyziologie
fotosyntézy. V disledku Sirokého rozsifeni méficich pfistrojli je mozné provadét meéteni
v laboratofi, ale 1 v polnich podminkéach. Tato technika umoziuje studovat neinvazivnim
zpusobem fotochemické a nefotochemické procesy v thylakoidnich membranach chlorofyla
fotosyntetizujicich rostlin.

V soucasné dobé jsou nejvice pouzivany fluorimentry pracujici na principu pulzni
amplitudové modulace (PAM) fluorescenc¢niho signalu (Schreiber a kol. 1986). Lze jimi
piesné¢ mefit fluorescenci chlorofylu dokonce 1 na pozadi denniho svétla v polnich
podminkach.

V praxi jsou dostupné dva typy fluorimetrii: nezobrazovaci fluorimetry integruji
fluorescencni signél z celého méfeného vzorku a vystupem méieni je jedina fluorescencni
induk¢ni kfivka nebo soubor fluorescencnich parametrii. Lze jimi méfit 1 velmi rychlé
procesy na fotosyntetické membrané (Schreiber 2004). Zobrazovacimi fluorimetry lze méfit
zmény fluorescenéni emise chlorofylu v ploSe a zobrazit tak prostorovou heterogenitu

vzorku, a to jak na mikroskopické tak makroskopické trovni (Nedbal a Whitmarsh 2004).
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2. Material a metody

2.1. Stanovisté a meteorologicka data
Méfeni byla provadéna v Novych Hradech (48° 47' N, 14° 46' E, 541m. n.m., JZ Ceské
republiky od 17.5.2005 do 24.4.2006. Pribéh teplot béhem této kampané jsem ziskala

z meteorologické stanice, stojici v parku Ustavu systémové biologie a ekologie AVCR.
Aktualni ozéfenosti a aktudlni ozéafenosti v mistech odbéru vzorkli byly méfeny pfimo na

stanovisti pfistrojem Li-Cor (model Li-250 Light meter, Licor enviromental).

2.2. Rostliny

Pribéh fluorescencnich parametrii jsem sledovala u dvou rostlinnych druhti: smrk omorika
(Picea omorika) a rododendron (Rhododrendon x hybridum). Obé sledované rostliny rostou
v parku Ustavu systémové biologie a ekologie AVCR a jsou staré piiblizné 30 let. Byly
vybrany, protoze jejich jehlice/listy pretrvavaji na rostliné nékolik let, a ja jsem tak mohla
sledovat prabeh zékladnich fluorescencnich parametrti i béhem zimniho obdobi, kdy se tyto
stalezelené rostliny museji vyrovnavat s nizkymi teplotami.

U smrku jsem méfila exponované i zastinéné jednoleté letorosty, u rododendronu jen
exponované. U kazdého méfeni jsem méla tfi opakovani, z kterych jsem stanovovala primér
a standardni odchylku.

M¢éfeni bylo provadéno na odstiizenych vzorcich. Oddéleni vzorku od vétve rostliny jsem
provadéla pod vodou, abych piedesla embolismu xylému. Pak jsem je ptenesla do laboratofte,
kde se v teploté¢ odpovidajici venkovnimu prostiedi temnotné adaptovaly po dobu 20 min.

Mg¢fteni probihala taktéz v teplotach odpovidajicich venkovnim.

2.3. Méfeni fluorescence chlorofylu

Kinetiku fluorescence chlorofylu a zékladni fluorescencni parametry jsem métila pomoci
kinetického zobrazovaciho fluorimetru FluorCam (690M, uzaviena verze, P.S.Instruments,
spol. sr.0., Brno, Ceskd republika, www.psi.cz) (Obr.6). Méfeni probihala paralelng
s méfenim fluorescence chlorofylu ve venkovnich podminkach (viz bakalafskd prace
Vaclava Sloufa). Po temnotni adaptaci jsem vzdy aplikovala stejny méfici protokol - zhaseci
analyzu, béhem kterého byla zaznamenéavana fluorescencni indukce. M¢fici protokol byl
nasledujici: nejprve byl zméten fluorescencni signal temnotné adaptovaného vzorku (Fy)

pomoci deseti neaktinickych mefticich pulsi.
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Closed FluorCam

Obr.6. Kineticky zobrazovaci fluorimetr, uzaviend verze
(www.psi.cz/products/fluorcams/open.htm)

Pak byla zméfena maximalni Groven fluorescencni emise (Fy;) v bilém saturacnim pulsu
(1.6s, 1500umol(fotont) m™ s™). Nasledovala 30s temnotni adaptace, po které byl vzorek
vystaven aktinickému svétlu na dobu 90s (100pmol(fotontl) m™? s™, 620nm). Na konci této
periody byla stanovena uroven Fs (steady-state). V posledni vtetiné trvani aktinického svétla
byl vzorek opdt vystaven saturaénimu zéblesku (1.6s, 1500pumol(fotoni) m? s™), b&hem
kterého byla zmétena Groven Fyr.

Fluorescencni parametry @ a NPQ jsem pocitala podle Rohacka (Rohacek 2002):
®y=Fy/Fu=(Fu—Fo)/Fu

NPQ = (Fm —Fm) / Far

2.4. M¢éfteni rychlosti asimilace CO:

Méfeni byla provadéna na intaktnich listech rododendronu pfistrojem CIRAS-1 (PP Systems,
Inc., UK, www.ppsystems.com) pii aktualni ambientni ozafenosti, teploté a vzdusné vlhkosti
v blizkosti mych odbérovych mist. Méfeni byla provadéna na stale stejnych listech. Pro jedno
méteni bylo pouzito 5 listd. Listy rododendronu byly pii méfeni uzavieny v asimilacni
kyveté, v konstantni ambientni koncentraci CO, (375 + 5umol (CO,).mol™). Tato méfeni
probihala paralelné¢ s méfenim fluorescencni emise ve venkovnich podminkach (viz
bakalaiska prace Vaclava Sloufa) a méfenimi fluorescenéni emise v laboratofi, které jsem
m¢éla na starosti ja.

Vysledky rychlosti asimilace CO, mi byly poskytnuty mou Skolitelkou, pro srovnani

s vysledky mych experimentt v laboratofi.
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3. Vysledky

3.1. Meteorologicka data

Hlavnim cilem této prace bylo monitorovat zmény rychlosti asimilace CO,, limitnich
fluorescen¢nich vytézkt (Fy, Fy) a dvou zdkladnich fluorescencnich parametrtit (Fy/Fu,
NPQ) v pribéhu celého roku. Jednim z dalSich tkoli bylo ovéfit souvislosti mezi vyse
uvedenymi parametry a meteorologickymi vlivy — zejména teplotou a intenzitou slune¢niho
zateni. Obrazek ¢.7 popisuje pribeh maximalnich (plné body) a minimalnich teplot (prazdné
body) od 1.5. 2005 do 26.4. 2006, tj. béhem obdobi, kdy jsem provadéla méfeni. Z grafu
vyplyva, ze od kvétna 2005 do konce fijna 2005 a od dubna 2006 byly denni minimalni
teploty pievazné nad 0°C, a v obdobich od listopadu 2005 do konce biezna 2006 pod 0°C.

o min teplota
o max teplota
9
o]
5
[}
)
|_
-10 -
-20 -
-30 ) ) ) ) ) )
1.V 30.vlI  29.vill 28X  27.XIl 25.11 26.1V
Obr. 7.

Prib¢h maximalnich dennich a minimalnich dennich teplot, v obdobi kdy byly provadény
experimenty (1.5. 2005 az 26.4. 2006). Data byla ziskana z meteorologické stanice umisténé v parku
na Novych Hradech.

Obrazek ¢.8 ukazuje prubch aktudlnich ozafenosti na volné plose (fotosynteticky aktivni
radiace, FAR), které jsem naméfila v Case experimentll (prazdné body) a potencidlnich
maximalnich hodnot ozarenosti (FAR) pro Nové Hrady spocitané podle Jonese (1992)
programem PhotosyntAssistant (plna ¢ara). Tato data nam byla poskytnuta Mgr. Otmarem
Urbanem, Ph.D. z Ustavu systémové biologie a ekologie AVCR, v.v.i. v Brné

http://www.usbe.cas.cz/index.php?node=295).
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Obr. 8. FAR naméfeny na stanoviiti rostlin (mé&fili jsme spoleéné s Vaclavem Sloufem, v
dopolednich hodinach. pfistrojem Li-Cor kolmo k obloze na volném prostranstvi), a hypoteticka
maximalni ozafenost (FAR) pro lokalitu Nové Hrady ve stejném obdobi.

3.2. Rychlost asimilace CO,

Jednou z metod kterou jsme pouzivali, bylo méteni rychlosti asimilace CO, (Ciras — I, PP -
Systems, Ltd., UK). Obrazek ¢.9. ukazuje prubéh aktudlni asimilace CO; listli rododendronu
meétfené v ambientnich podminkach na stanovisti. S vysledky tohoto pokusu porovnavam sva
data, zdznamy teplot a ozafenosti (viz dale). Naméfené hodnoty odpovidaji pribéhu teplot v
daném obdobi. Nejvyssi rychlost asimilace CO, jsme zaznamenali 3.5. 2005, béhem léta
2005 postupné klesala. Nejrychlejsi pokles byl zaznamenam na podzim (od 8.11. do 12.12.
2005), kdy jiz denni minimalni teploty byly pod 0°C. Tento experiment jsme provadéli pouze

u rododendronu, nebot’ pro méteni u smrku jsme neméli potfebné vybaveni.
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Obr. 9. Rychlosti asimilace CO, listd rododendronu meétena v dopolednich hodinach (10-11h)
v ambientnich podminkach na stanovisti ptistrojem CIRAS-I (PP-Systems, Ltd. UK).

3.3. Zmény fluorescencénich indukénich kiivek béhem roku

Zmény ve fluorescenéni indukei v aktinickém svétle (100 pmol(fotont).m™2.s™") b&hem roku
po jednotlivych mésicich jsou zobrazeny na obrazcich €. 10 (listy rododendronu), ¢. 11
(osvétlené letorosty smrku) a €. 12 (zastinéné letorosty smrku). U vsech sledovanych vzorka
jsou minimalni hodnoty fluorescen¢niho signalu dosahovany v mésicich zimniho obdobi (od
listopadu 2005 do konce biezna 2006). V souladu s pozdnim néastupem jara v roce 2006, kdy
teploty vzduchu byly pod bodem mrazu az do 26.3. 2006, jsou bfeznové hodnoty
fluorescence blizké tém zimnim. Vyrazny nariist je patrny az v dubnu.

Obecné lze fici, ze listy rododendronu maji vyssi fluorescencni vytézek zhruba o 50%, nez
letorosty smrku. Zastinéné i1 osvétlené letorosty smrku maji nejvyssi fluorescenéni signal v
kvétnu, na rozdil od rododendronu, ktery dosahuje svych maxim az v zafi. Fluorescen¢ni
signal zastinénych letorostd je vyS$i nez u osvétlenych, patrné v disledku vétsiho mnozstvi

chlorofylu v jehlicich.
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Obr. 10. Fluorescencni indukce u listd rododendronu v riznych mésicich béhem roku.
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Obr. 11. Fluorescencni indukce u osvétlenych letorostti smrku v riiznych mésicich béhem roku.
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Obr. 12. Fluorescen¢ni indukce u zastinénych letorostit smrku v riznych mésicich béhem roku.
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3.4. Sezénni zmény fluorescenénich vytézka Fpa Fy

Z namétenych indukcénich kiivek jsem vybrala hodnoty fluorescencnich vytézkt Fy a Fy jak
u listli rododendronu, tak u letorostii smrku, jejichZ prib¢h je ukdzan v obrazku ¢.13.

Z obrazku ¢€.13 lze fici, ze hodnoty Fy u rododendronu jsou obecné vyssi nez u obou smrki
(ca 0 30 %. Jak u letorostd smrku i u listi rododendronu jsou vyrazné rozdily v Fy mezi
letnim a zimnim obdobim. Od 1.5. 2005 az do 29.11. 2005 jsou hodnoty Fy rododendronu i u

smrku vysoké a stabilni.
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Obr. 13 Fluorescen¢ni vytézky Fo (horni panel) a Fy (spodni panel) u temnotné adaptovanych vzorkt
rododendronu (levy panel) a smrku (pravy panel). U smrku jsou odliSené osvétlené (prazdné
kosoctverce) a zastinéné letorosty (plné kosoctverce).

Pokles nastavé od 29.11. 2005 do 6.3. 2006 u rododendronu a od 6.12. 2005 do 21.2. 2006 u
smrku, tzn. rododendron na podzim reaguje rychleji. Fo u osvétlenych i zastinénych letorostt

smrku maji podobny prubéh, jen v zimnim obdobi (od 10.1. do 6.3. 2006) jsem naméfila

cvwvr

vvvvv

v daném roce. Rozdil hodnot Fy v letnim a zimnim obdobi je u rododendronu 50%, u

osvétlenych letorostlh smrku 85% a u zastinénych letorosti smrku 70%.
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Také hodnoty Fy vykazuji velké rozdily mezi letnim a zimnim obdobim. V obdobi od 1.5. a
do 30. 6. 2005 jsem pozorovala narast hodnot Fy; jak u rododendronu, tak u smrku. Stabilni
vysoké hodnoty jsem namétila od 14.7. dol.11. 2005 a pokles Fy; jsem zaznamenala od
v na prelomu mésicii unora a bfezna 22.2. az 6.3. 2006. U Fy jsou rozdily mezi létem a
zimou vyrazngj$i, konkrétné u rododendronu 80%, u osvétlenych letorostli smrku 90% a u

zastinénych letorostl 85%.

3.5. Sez6nni zmény fluorescencnich parametrd Fy/Fy a NPQ
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Obr. 14. Prubeh fluorescenénich parametra Fy/Fy (horni panel) a NPQ (spodni panel) u temnotné
adaptovanych listl rododendronu (levy panel) a letorosti smrku (pravy panel), kde jsou odliSeny
osvétlené (prazdné kosoctverce) a zastinéné letorosty (pIné kosoctverce).

Podle vzorci uvedenych v materidlech a metodach, jsem z fluorescencnich vytézki
zékladnich parametrti pocitala nasledujici fluorescenéni parametry: Fy/Fy a NPQ. Jejich

prubéh béhem sledovaného obdobi je na obrazku 14.
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Fy/Fy smrku a rododendronu jsou priblizn€ srovnatelné a vykazuji stejny trend jako Fy a Fy.
Nartst hodnot Fy/Fy jak u rododendronu, tak u smrku jsem pozorovala od 1.5. 2005.
Maximdlnich hodnot bylo dosazeno 14.7. 2005, které se udrzely az do 15.11. 2005, tj. do
obdobi, kdy se poprvé objevily prvni ranni mraziky. Minimalni hodnoty jsem naméfila 10.1.
2006 u rododendronu (0,31) i u smrku (0,43 pro osvétlené a 0,47 pro zastinéné letorosty).
Rozdil v hodnotach Fvy/Fy vletnim a zimnim obdobi je 60% u rododendronu, 50% u
osvétlenych letorosti a 45% u zastinénych letorostti smrku.

U NPQ jsem nejvy$si hodnoty naméftila 14.7. 2005, nejnizs§i hodnoty 6.3. 2006 u
rododendronu, a v21.2. 2006 u smrku. U osvétlenych i zastinénych letorosti jsem
pozorovala velmi podobny priibéh. V zimé jsem n¢kdy naméfila zaporné hodnoty NPQ, které
jsem v obr.14 nezobrazovala. Je to pravdépodobné zplisobeno tim, ze v zimé nelze zméfit
spravnou hodnotu Fy z diivodu inhibice chladem. Proto jsem nepovazovala tato data

namétena za relevantni a neuvadim rozdil hodnot NPQ pro letni a zimni obdobi.

3.6. Korelace Fy, Fym, Fv/Fpa NPQ s meteorologickymi daty

Abych ziskala informace o vztahu klimatologickych charakteristik a fluorescencnich
parametrt, korelovala jsem prubéh téchto parametrii s pribéhem minimalnich teplot a
s namétenou aktualni ozafenosti (FAR) na stanovisti pfed odbérem vzorki.

Protoze mé experimenty slouzily jako doplitujici méfeni pro zjisténi informacéniho potencialu
steady-state fluorescence (Fs) méfené v ptirodnich podminkéch (Soukupova a kol. 2007 a
bakalaiska prace Vaclava Sloufa), pouzila jsem stejny pfistup jako Soukupova a kol. Ti
zjistili, Zze hlavnim faktorem ovliviiujicim zménu fluorescencni emise (Fs) v ptirodnich
podminkach je teplota. Konkrétné béhem jarniho obdobi, kdy stalezelené rostliny pfechazeji
ze zimni dormance do fotosynteticky aktivniho stavu, je to primér minimalnich dennich
teplot béhem predchazejicich tfech dnl. Proto i ja jsem korelovala fluorescencni vytézky a
parametry naméiené béhem laboratornich experimentti s primérem minimalnich teplot za tfi
dny pfedchazejici meteni.

Obrazek ¢.15 ukazuje korelaci Fy (horni panel) a Fy; (dolni panel) s teplotou u rododendronu
(levy panel) a u smrku (pravy panel), kde jsou odliSené osvétlené (prazdné kosoctverce) a

zastinéné letorosty (pIné kosoctverce).
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Obr. 15. Zavislost fluorescen¢nich vytézkti F, (horni panel) a Fy (dolni panel) na priméru
minimalnich teplot za predchazejici tfi dny u listd rododendronu (levy panel) a letorostd smrku
(pravy panel). Méfeni jsem provadéla na temnotné adaptovanych vzorcich.

Obecné lze fici, Ze teplota kolem 0°C (+ 2°C) je mezni hodnotou jak pro rododendron, tak
pro smrk. U teplot pod touto hranici je pozorovatelna linedrni zavislost Fy i Fy u
rododendronu. Nad touto hranici je priabéh Fy i Fyy u rododendronu stabilni. U smrku tato
zéavislost neni tak ztetelna. Obrazek ¢.16 ukazuje podobnou zavislost u Fy/Fy (horni panel) a
u NPQ (dolni panel) u rododendronu (levy panel) i u smrku (pravy panel). I u Fy/Fy u
rododendronu i u smrku je mezni hodnotou teplota kolem 0°C. Pod touto hodnotou je
zavislost Fy/Fy na teploté linearni, nad touto hodnotou jsou hodnoty Fy/Fy stabilni (kolem
0,8).

U NPQ jsem Zadnou mezni hodnotu nepozorovala. V rozmezi teplot —5 az 13 °C se NPQ
lienarn€ zvySuje. Do tohoto grafu jsem nezahrnovala jiz vySe zminované zaporné hodnoty

NPQ namétené v zimnim obdobi.
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Obr. 16. Korelace FV/FM (horni panel) a NPQ (dolni panel) na priméru minimalnich dennich teplot
za tf1 dny predchazejici méfeni u listti rododendronu (levy panel) a u letorosti smrku (pravy panel).

Vzhledem k tomu, ze NPQ souvisi s nefotochemickou disipaci svételné energie a zavisi tedy
na ozafenosti (Ensminger a kol. 2006), vynesla jsem naméfené hodnoty NPQ v laboratoti
s aktualni ozafenosti, kterou jsem zmeéftila na stanovisti pred odbérem vzorkl (obrazek ¢.16).
Zde jsem pozorovala linearni zavislost az do ca 300 pmol (fotond).m™>s"'. Nad touto
hodnotou je NPQ stabilni a ve vysokych ozafenostech (nad 800 umol (fotont).m™.s™) je u
rododendronu zietelny pokles. U smrku jsem tento pokles nepozorovala ziejmé z divodu

rozdilné architektury listu/jehlice a i koruny kete rododendronu a jehlicnanu smrku.
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Li-cor. Obr 17 rododendron, Obr.18 smrk zastinéné obr 19 osvétlené letorosty.
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4. Diskuze

Rychlost asimilace CO, v pribéhu roku vykazovala zna¢né vykyvy: na podzim jeji hodnoty
vyrazné poklesly k minimalnim hodnotdm, které jsme zaznamenali v lednu a na zacatku
unora 2006. Od 9.3.2006 se hodnoty rychlosti asimilace CO, opét zvySovaly, 3.5. 2006
syntézy u stdlezelenych ptezimujicich rostlin, které popisuje Oquist a Huner (2003) a
Ensminger a kol. (2006).

Mym tkolem bylo méfit sezonni zménu zékladnich fluorescencnich parametri (Fo, Fu,
Fv/Fy a NPQ). Protoze fluorescencni vytézky Fy a Fy souvisi s koncentraci Chl a tedy se
stavem LHCII a RC fotosyntetického aparatu, mély tyto parametry obdobny pribeh jako
rychlost asimilace CO; s jarnim narlstem, vysokymi hodnotami v 1ét€ a prudkym poklesem
na podzim. V zimnim obdobi s nizkymi teplotami rostliny snizuji kapacitu biochemické ¢asti
fotosyntézy (sink) (Ensminger a kol. 2006) a dochdzi k inhibici elektrontranspotnich
komplext na thylakoidni membréané. To vSe vede k popsanym zménam ve fluorescencnich
vytézcich.

Také rocni pribéh fluorescencniho parametru Fy/Fy odpovidal rychlosti asimilace CO,. Tato
zjiténi jsou v souladu s jiz publikovanymi vysledky (Ensminger a kol. 2006). Oquist a
Huner (2003) pozorovali, ze zmény Fvy/Fy a zejména jeho pokles na podzim poukazuje na
snizeni Uc¢innosti PSII centra v zim¢ za ucelem stabilizace a udrzeni fotostaze. Fotostaze je
mechanismus udrzujici rovnovahu energie absorbované na PSII a energie, kterd je
spotiebovana v asimilacnich procesech. Vzhledem k tomu, ze v zim¢ se vlivem nizkych
teplot inhibuji enzymy Calvinova cyklu, se u neopadavych rostlin, které maji funkcni
fotochemicky aparat i béhem téchto nepiiznivych podminek, museji snizit mnoZzstvi
absorbované excitacni energie. Toho je dosazeno snizenim ucinnosti pienosu pohlcené
energie ze svétlosbérnych komplexti do RC. Za timto procesem stoji snizovani obsahi
chlorofyli v listech a soucasn¢ zvySovani obsahu karotenoidi. Nefotochemické zhaseni
fluorescence je v zimé& rostlinou navySovano v disledku aklimatizace na nizké teploty a
vysoké ozéarenosti diky vyssi koncentraci xantofylu v listech. Proto je také vyS$i mira
deepoxidace a vyssi disipace absorbované energie v podobé tepla (Oquist a Hunner 2003).
Nameéfila jsem nejvyssi NPQ u rododendronu 24.5. 2005 a u smrku 14.7. 2005. To je
v rozporu s mymi vysledky. Tyto hodnoty ziskali Oquist a Huner méfenim obsahu karotent,
konkrétné poméru epoxidovaného a deepoxidovaného stavu xantofyli. U fluorescen¢niho

parametru NPQ, ktery popisuje schopnost rostliny zhaset nadmérné ozareni a které jsem
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vyhodnocovala ja, naopak v zimé klesal. Je to patrné¢ v dusledku sniZzeni koncentrace
chlorofylu a tedy i zmenseni fotosyntetické antény.

ovlivityjicim fotosyntézu je teplota. Soukupova a kol. (manuskript) zjistili, Ze narlst
fluorescen¢ni emise v ptirodnich podminkach (Fs) u smrku béhem ptechodu z dormance do
fotosynteticky aktivniho stavu koreluje s primérnou minimalni teplotou za tii predchazejici
dny. Proto i ja jsem korelovala zmény Fy, Fy, Fy/Fy a NPQ a s primérnou minimalni
teplotou za tfi dny, které prfedchazely méteni. Z vysledkl (Obr.15 a 16) vyplyva, ze zasadni
vyznam pro zménu Fy, Fy; a Fy/Fy u smrku i u rododendronu ma teplota kolem 0°C, coz je
v souladu se zjisténim Soukupové a kol. U NPQ jsem nepozorovala zadnou hrani¢ni
hodnotu, ale linearni zavislost (Obr.16). Souvisi to ziejmée s vyvojem klimatickych faktora
béhem roku. Vyssi teploty jsou dosahovany v letnich mésicich, kdy je také obecné vyssi
0zarenost.

Nicméné, zkousela jsem 1 zavislost na pramérné teplot¢ béhem tifech predchazejicich dnd,
kde mi vysSla podobna korelace jako na primérné minimalni teploté (data jsem
neprezentovala).

Protoze NPQ zévisi hlavné na ozatenosti, zkousela jsem i korelaci NPQ namétenou v mych
experimentech u temnostné adaptovaného vzorku na aktualni ozéfenosti v daném dni pied
méfenim (Obr. 11, 12, 13). Zde jsou dv& vyzna&né hodnoty 300 umol(fotond).m™.s" a 800
pmol (fotont).m™.s" Pod 300 pmol(fotontl).m™.s™ je zavislost NPQ na ozafenosti linearni a
nad 800 pmol (fotoni).m™.s™ je pozorovatelny pokles u rododenronu. U smrku tento pokles
neni patrny. Je to ziejmé v diivodu rozdilné architektury smrku a rododendronu jak na Grovni
koruny, tak listu/jehlice. Smrk mé kuzelovity tvar a prekryvajici se patra vétvi s letorosty, u

rododendronu, ktery je nizky a ma tvar sféry, je prekryti listli znateln¢ mensi.
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5. Zavér

V obdobi od kvétna roku 2005 do dubna 2006 jsem méfila pribéhy fluorescencni indukce a
zékladnich fluorescen¢nich vytézkti a parametri (Fo, Fu, Fv/Fm a NPQ) na temnotné
adaptovanych vzorcich v kontrolovanych svételnych podminkach a v teplotach
odpovidajicich ambientni teploté¢ ve venkovnich podminkach. Experimenty jsem provadéla
na listech rododendronu a osvétlenych a zastinénych letorostech smrku. Paralelné jsme méftili
rychlost asimilace CO, listli rododendronu v ambientnich podminkach na stanovisti.

Z dat ziskanych zpracovanim fluorescencnich indukénich kiivek temnotné adaptovanych
vzorkl jsem ziskala tyto informace:

Rychlost asimilace CO; se v pritbé¢hu roku méni a zmény odpovidaji vyvoji v pribehu teplot.
Zmény vytezki fluorescencni emise (Fo, Fum) a prubehy fluorescenénich parametrti (Fy/Fyy,
NPQ) behem roku také odpovidaji priibéhim teplot.

Rozdily fluorescencnich parametrti v letnim a zimnim obdobim jsou nasledujici:

Fo: rododendronu 60%, smrk - osvétlené letorosty 50% a zastinéné letorosty 45%.

Fum: rododendron 80%, smrk - osvétlené letorosty 90% a zastinéné letorosty 85%

Fv/Fym: rododendron 50%, smrk - osvétlené letorosty 85% a zastinéné letorosty 70%.

Zména fluorescencnich vytézkl i parametrii zavisi na teploté. Ja jsem na zékladé vysledk
Soukupové a kol. testovala zavislost na praiméru minimalnich teplot za tfi dny pfedchazejici
mému mefeni. Zavislost na aktudlni ozarenosti méfené na v misté odbéru vzorkd jsem

vyhodnocovala v ptipadé¢ NPQ.
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