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Anotace

Diplomova prace se zabyvd pomérnym zastoupenim fotosyntetickych pigmentt
v rostlinach psenice seté (Triticum aestivum). Rostliny byly péstovany pti dvou riznych
teplotach 20 °C a 30 °C a dvou riznych ozatrenostech. Kultivace probihala vzdy jeden mésic
a vzorky byly odebirany po 5 rostlinach z kazdého boxu, ve kterém byly rozdilné kultiva¢ni
podminky. Vzorky byly zvazeny a suseny, ztéchto hodnot byly ziskany data pro ristové kiivky.
Pro ziskani hodnot fotosyntetickych pigmentti byla vybrana metoda spektrofotometricka.
Byly naméfeny hodnoty absorbanci pro chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy. Vysledky
byly zpracovany do tabulek a grafii, ze kterych je ziejmy pribéh mnozstvi pigmentti béhem

kultivace. V préaci se potvrdila hypotéza, ze se rostliny pfizpisobuji stresujicimu prostiedi.

Annotation

This thesis concerns about proportional content of photosynthetic pigments in plants of
wheat (7Triticum aestivum). The plants were cultivated at two different temperatures (20 °C
and 30 °C) and in two different irradiations. Each cultivation took one month. Five plants per
sample were taken from each cultivation box with different conditions. The samples were
weighted and dehydrated to obtain data for growth curves. Amount of photosynthetic pigments
was measured by spectrophotometry. Absorption for chlorophyll a, b and carotenoids was
measured. These results were processed into tables and graphs where we can see that the
trend of amount of photosynthetic pigments is obvious. This thesis confirms the hypothesis,

that plants can adapt stress environment.
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1. Uvod

Tato prace se zabyva vlivem vysoké teploty a ozafenosti na mnozstvi a pomérné zastoupeni

fotosyntetickych pigmentt rostlin.

V soucasné dobé je sledovani reakci rostlin na podminky ristu ve vyssich teplotach

a vys$i intenzité ozarenosti velmi aktudlni vzhledem k procesu oteplovani klimatu.

Cilem diplomové prace je zjistit vliv teploty a intenzity ozéfeni, tedy stresu, na rostliny
pSenice seté (Triticum aestivum), zejména se zaméfenim na zménu obsahu a zastoupeni
jednotlivych fotosyntetickych pigmenti. Pfedpoklada se, ze rostliny si jako adaptacni reakci
na zvysenou teplotu a ozéafenost vyvinou jakysi obranny systém, jehoz soucasti budou

1 zmény v zastoupeni fotosyntetickych pigment.



2. Literarni prehled

2. 1. Stres

Stresem rozumime vSechny od normy se odchylujici situace, které organismus nadmérné
zatézuji. Kazdy organismus reaguje na stres specificky. Rostliny jsou schopny se se stresem
vyrovnat mnoha mechanismy. Rostlinna odezva na stres se sklada z nékolika krokt, ve
kterych se pocatecni schopnost rostliny branit se snizuje (alarm) a pozd¢ji jsou aktivovany
restituéni mechanismy, kontrolujici naslednou obnovu normalniho rostlinného odporu
(Brunold a kol., 1996). Charakter a prib¢h takovychto zmén je rozdilny podle stresort.
Zalezi vsak také na fyziologickém stavu buiiky nebo celé rostliny a piredev§im na intenzité
stresu a jeho trvani. Pti pfili§ dlouhém trvani stresovych podminek, nebo kdyz restitu¢ni

mechanismy nejsou dost vykonné, rostlina pod vlivem stresovych podminek umira.

Nejcastéjsimi stresory, které plisobi neptiznivé nebo dokonce zhoubné na rostliny, jsou
chlad, mraz, nizké teploty, nizka vlhkost, anaerobi6za, neptfiméiené mnozstvi chemickych
sloucenin nebo znecisténi vzduchu. Za stres jsou tedy povazovany takové podminky, které

nejsou pro rostlinu optimalni (Brunold a kol., 1996).

2. 2. Teplota

Kazda metabolicka reakce je charakterizovana teplotnim koeficientem, ktery uvadi o kolik
se zméni rychlost reakce, zménime-li teplotu. Teplotni optima jsou druhové specificka.
U vysSich rostlin lezi teplotni optima vétSinou pii teploté 28-32 °C a teploty nad 35 °C jiz

zacinaji pisobit Skodliveé (Hess, 1983).

Rostliny jsou adaptovany na rizné teplotni podminky. Je to predev§im vlivem rtizného
genetického vybaveni mezi rostlinnymi druhy, ale vyznamnou roli hraje také zivotni historie
konkrétni rostliny. Obecné musi byt rostliny schopny pfizptsobit se riiznym dennim a roénim
fluktuacim teploty. Teplotni fluktuace mohou mit pfimy vliv na fotosyntetickou redukci
uhliku, syntézu cukrt a transport elektroni, ktery je limitovan poctem mobilnich pienasect

elektrond, plastochinonu a plastocyaninu (Brunold a kol., 1996).



Se stoupajici teplotou rychlost fotosyntézy roste, pii vysSich teplotach se priristky
rychlosti zmenSuji, kfivka vytvofi maximum a nakonec zafne rychlost fotosyntézy
klesat. Pokles zac¢ne jiz pii teplotach, které neposkozuji fotosynteticky aparat, ale pfi jesté
vyssich teplotach je vyznamnou slozkou poklesu také naruseni fotosyntetického aparatu
(Burke, 1990). Tvar kiivky se také méni s ¢asem, po ktery je fotosynteticka soustava
vystavena vysoké teploté. Kiivka zavislosti rychlosti fotosyntézy a teploty nebyla dosud
jednoznaéné vysvétlena (Setlik a kol., 1998). Se stoupajici teplotou zaéne byt fotosyntéza
limitovana pochody, které jsou méné zavislé na teploté nez biochemické reakce. Takovym
pochodem je napt. difuze. Rychlosti difuze jsou omezeny nejprve pohyby membranovych
prenasecu elektron: chinonti uvnitf membrany, cytochromu ¢ nebo plastocyaninu v roztoku
pfi jednom povrchu membrany a feredoxinu pii druhém povrchu. Difuze zprostiedkuje dale
spojeni mezi membranou a Calvinovym cyklem, pokud jde o dodavku NADPH+H* a ATP.
Difuzi se do chloroplastu dostava konecn¢ take CO,, jenz mize byt pfi vySSich teplotach

hlavnim ¢&initelem omezujicim rychlost celého souboru reakci (Setlik a kol., 1998).

Se stoupajici teplotou se urychluji pochody vedouci k vymeéné plynii v opaéném sméru.
U C3 rostlin se tak siln€ uplatiiuje fotorespirace, jelikoZ pomér oxygendzové aktivity Rubisco
k aktivité karboxylacni roste s teplotou. S teplotou ale také roste rychlost mitochondrialniho
dychani a ten podil fotosyntézou pfeménéné energie, ktery se spolu s dychanim vyuzije na
syntetické udrzovaci a opravné pochody. Rychlost téchto pochodii stoupé s teplotou i poté,
co fotosyntéza narazi na difuzni omezeni. U C4 rostlin nepfitomnost fotorespirace a vysoka
karboxyla¢ni u¢innost umozhuji t€émto rostlinam asimilovat CO, s dobrou ucinnosti pifi
vysSich teplotach. Davaji jim vyhodu pro rist na siln€ oslunénych stanovistich také nepiimo:
vysoka karboxyla¢ni G¢innost dovoluje ucinnou fotosyntézu i pii nizkych koncentracich
CO, v mezibunéCnych prostorach listu, tedy 1 pfi ¢asteCné piivienych pradusich. Tim se
omezuje vypar vody transpiraci a tak usnadnuje existence na horkych slunnych stanovistich.

Ve stepich a (polo)poustich proto ¢asto dominuji pravé C4 rostliny (Burke, 1990).



2. 3. Teplotni aklimatizace

Teplotni aklimatizaci rozumime rozvoj tolerance na poskozeni zptsobené jak nizkou,
tak vysokou teplotou. Studie, které zkoumaji typy poranéni zptisobené teplotnim stresem,
pomahaji urcit procesy ¢i strukturni zmény v rostlin€, pii kterych se rostlina adaptuje.
Diilezité u téchto procesii a rozvoje strukturnich zmén je doba expozice rostliny. Efekty
teploty na aklimatizaci miizeme zjistit nékolika typy pokust (Setlik, 1972):

1) rostliny jsou vystaveny rychlym ¢i pomalym zménam teploty,

2) jednotlivé rostliny jednoho druhu rostou ve dvou rozdilnych prosttedich,

3) druhy z riznych teplotn¢ odlisnych regionii jsou dany do prostiedi o stejnych
podminkach.

V piipadé této diplomové prace byla pouZzita metoda Cislo 2, tedy Ze rostliny pSenice seté

byly vystaveny dvéma rozdilnym teplotdm a rozdilnému ozareni.

U této metody se da predpokladat, ze vysoka teplota bude redukovat fotosynteticky
fetézec a soucasné bude u rostliny vzristat dychani, coz obnasi, ze fotosyntéza v asimilacnich
procesech bude redukovana. Rostliny, které jsou adaptovany na chladnéjsi prostredi, maji
mnohem vyssi fotosyntetickou kapacitu pii nizsich teplotach oproti druhim zvyklym na
teplé prostiedi, napt. pousté (Berry a Bjorkman, 1980). Pfizptisobeni se teplotnim zménam
muze zahrnovat dva typy zmén a to piizpisobeni se nizkym nebo vysokym teplotam. Pro
tuto praci ma vyznam aklimatizace na vysokou teplotu. Vysokoteplotni aklimatizace vychazi
z rostouci stability jedné nebo nékolika chloroplastovych komponent. Vyzkumy mnoha
enzymu ukazaly, ze ribulosa - bisfosfat - karboxylaza a fruktosa - difosfat - karboxyldza jsou
obvykle pfifixaci oxidu uhli¢itého a aktivité fotosystému II (PSII) limitovany kroky spojenymi
s cyklem metabolismu uhliku pii nizsi teploté. Teplotni stabilita thylakoidni membrany je

kli¢ovym komponentem v aklimatizaci na vysokou teplotu (Bjorkman a kol., 1963).

2. 4. Vysokoteplotni aklimatizace

Fotosyntéza je jednim z procest, ktery je velice citlivy na zmény teploty a mé velky vliv
na efektivni rlst a potencidl (Berry a Bjorkman, 1980). Podle Bjorkmana (1980) je teplotni

stabilita chloroplastii zalozena na struktufe thylakoidni membrany, naopak Teeri (1980),



uvadi, ze n¢které mechanismy teplotni adaptace jsou zavislé na syntéze proteinti ¢i jejich

funk¢énich zménach.

2. 5. Vysoka teplota

Inhibice fotosyntézy pii vysoke teploté je zplisobena deaktivaci PS II, ktera je spojovana
s denaturaci polypeptidi thylakoidni membrany, disociaci svétlosbérného komplexu
2 (Light Harvesting Complex 2, LHC 2) z PS II a inhibici kyslik vyvijeciho komplexu
zpusobenou uvolnénim Mn** iontii. Obecné jsou PS II komponenty vice termolabilni nez
PS T komponenty. Pii vysoké teploté nartista také fotorespirace a klesa kvantovy vytézek
asimilace CO, (Weiss, Berry, 1998). Tento pokles fotosyntézy je reverzibilni a zda se,
7e je zpusoben zpétnovazebnou regulaci Rubisco. Aktivita Rubisco je vysokd v oblasti
20-30 °C, ale pii teploté¢ 3045 °C klesa o 50% (Weiss, Berry, 1998). Tolerance na teplo
je limitovéana teplotni stabilitou rozpustnych enzyml a membranovych struktur. Vysokou
teplotou je indukovana inhibice produkce O,, asimilace CO, a fotofosforylace. Ta zptsobi
pokles mnozstvi produkovaného ATP, které je potiebné pfi asimilaci uhliku v temnostni fazi

fotosyntézy.

2. 6. Nizka teplota

Inhibice fotosyntézy zpusobena nizkou teplotou odrézi predevSim zmény na urovni
chloroplastii. Nizka teplota vyvolava nartst fluorescence z chlorofylu a a naopak pokles
kvantového vytézku elektronového transportu PS I1. Akumuluji se redukované elektronoveé
pienasece, coz zvySuje pravdépodobnost poSkozeni PSII. Také PSI miize byt ptivodcem

fotoinhibice pii nizké teploté u druhti citlivych na chlad (Larcher, 1988).

2. 7. Ozareni

Slune¢ni zafeni dopadajici na jednotku zemského povrchu za jednotku Casu je velmi
proménliva hodnota. Protoze se Zemé otaci kolem své osy s denni periodou a obiha
kolem slunce s ro¢ni periodou, osciluje ozarenost zemského povrchu na kterémkoli misté

s obéma témito periodami. Proto denni Uhrny ozafeni v daném rocnim obdobi nebo za
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cely rok mizeme charakterizovat jen primérnymi cCisly, kterd mnohdy nemaji skutec¢ny
vyznam. Maximalni hodnoty i ro¢ni priméry denniho ozafeni se méni podle polohy mista
na zemékouli pravidelné se zemépisnou Sitkou a k tomu i nepravideln€ podle klimatickych

podminek, predevsim oblaénosti (Setlik a kol., 1998).

Fotosyntéza vyzaduje pro svou praci urcitou minimalni hodnotu ozétenosti. Také enzym
Rubisco, uplatiujici se v tzv. temnostni fazi fotosyntézy, je aktivovan teprve po osvétleni
fotosynteticky aktivni tkan&. Aktivita aktivazy Rubisco je zvySovana pfi vzriistu ozarenosti

(Prochazka a kol., 1998).

Pokud je ptfekrocena minimalni hodnota ozatenosti, ale hustota toku fotonid je mala,
uplatiiuje se nejvice regulacni mechanismus prechodu LHC ze stavu 1 do stavu 2, ktery
optimalizuje vyuZiti excitani energie mezi PSI a PSII, cozZ je dilezité pravé pii nizké,

limitujici hodnoté svétla (Krause, Weiss, 1991).

Se zvySujici se hodnotou toku fotonil roste i€innost fotosyntézy, ale zaroveii roste i podil
absorbované energie, kterd neni vyuzita pro fotosyntézu. Proto zde mlizeme zaznamenat
nartst nefotochemické disipace energie. Dochéazi k fotoinhibici fotosyntézy. Excitacni
energie se méni na teplo. Pfi urcité specifické intenzité svétla fotosyntéza dosdhne svého

maxima (saturuje se) a ani pti vétSim osvétleni jiz neroste (Krause, Weiss, 1991).

Matematicky popis zavislosti rychlosti pochodu a nasycenosti zafenim je shodny s rovnici
enzymatické reakce Michaelise a Mentenové (1), tj.,
_ Pmax * ]
I+K, (1)

kde P je rychlost pochodu, P__ jeho nejvySsi mozna rychlost (pfi vysoké ozéfenosti), I je
ozafenost a K_konstanta obdobna konstant€ Kz rovnice Michaelise a Mentenové. K
je rovna koncentraci substratu, pii niz enzymatickéd reakce dosahuje poloviny maximalni
rychlosti, tedy K_je obdobné€ ozéfenost, pii niz rychlost fotosyntézy P je polovinou nejvyssi
mozné rychlosti P (Setlik a kol., 1998).

Pti uplné fotosyntéze v neporuSenych chloroplastech, v buikach fotosyntetickych
mikroorganismti a ve fotosyntetickych pletivech rostlin omezuje maximalni rychlost
fotosyntézy pii vysokych ozatrenostech také soubor stromatalnich reakci vazby a redukce

CO, a rychlost difuze CO, z vn¢&jsiho prostiedi az ke karboxyla¢nimu enzymu. Kineticka
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ktivka je pak urena rychlostnimi konstantami a maximalnimi rychlostmi v§ech reakci, které
pochod skladaji. Pti vyssich ozatrenostech je patrné, ze i¢innost vyuziti energie fotosyntézou
neni linearni a se stoupajici ozatrenosti stale klesa. Nakonec prestane fotosyntéza stoupat, je
nasycena zatfenim. V oblasti nasyceni klesa u¢innost fotosyntézy neptimo timérné stoupajici

ozéatenosti (Setlik a kol., 1998).

2. 8. Efekty ozarenosti

Vykonnost fotosyntézy u rostlin pii vysoké intenzité ozafeni neni zavisla na obsahu
chlorofylu nebo na absorpci a vychytdvani svételnych kvant jako u stinomilnych rostlin,
ale spiSe na vztahu mezi fotoinhibici a stupném rozpadu chlorofylu. Sife fotoinhibice je
zéavisla na intenzit€ a trvani expozice na vysokém stupni ozaieni (Baker, 1996). Fotoinhibice
je zptisobena piilisSnym pfenosem kvant produkovanych béhem svételné reakce pro reakcéni
centra, misto aby se pfeménila v teplo ¢i zafeni. Rozmanité mnozstvi kysliku a volnych
radikalll ni¢i reak¢éni centra mimo receptory, které zvySuji redukéni silu. Obvyklymi
receptory jsou procesy fixace CO, zahrnujici ribulosa-bisfofat-karboxylasu, ktera vyuziva
svételnd kvanta. Stinomilné rostliny maji nizS§i Groven Rubisco oproti svétlomilnym
rostlinam a ptedevsim C3 rostliny maji vyssi enzymatickou uroven. Svétlomilné rostliny
s C4 metabolismem jsou schopny vyuzivat fotosyntetickou energii mnohem efektivnéji i bez

rustu Rubisco (Burke a kol., 1990).

Obvykle stinomilné rostliny maji nizsi kapacitu elektronového transportu, nizsi obsah
cytochromi, plastochinonu, feredoxinu a ATP syntetdzy. Poskozeni rostliny vysokou
intenzitou zéafeni je zavislé na koncentraci CO, a O, slouzici jako receptory zaznamenavajici
zvyseni redukeni sily, kterd zde vznika. Nizsi teploty zplsobuji redukci fixace CO, a dale
sniZeni dostupnosti receptorti. Modifikace listi, kterou ovliviiuje fotosyntéza, bude mit vliv na
odpovéd’ rostliny pfi stresu z ozareni. Riist a rozvoj listli se méni diky intenzité zateni a to tak,

7e dochazi k prodluzovani palisadovych bunék a riistu jejich poétu (Setlik a kol., 1998).
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2. 9. Odolnost pri vysokém ozareni

Stinomilné rostliny maji pouze omezenou kapacitu na Gpravu po vystaveni vysokému
zéteni, obvykle jsou poskozeny, poptipadé umiraji. Na druhou stranu u svétlomilnych rostlin
vyrazn¢ vzrostla kapacita pro svételné nasyceni fotosyntézy a to:

1) zvySenim urovné enzymatického metabolismu uhliku,
2) ristem fotosyntetického elektron-transportniho fetézce,

3) ristem kapacity CO, transportu.
Odolnost na stres z vysoké ozatenosti zptisobuje napft. vosk, kutikula a materialy bunééné

stény v listech, které zvySuji odraz svétla z listi (Lichtenthaler a kol., 1998).

2. 10. Fotosyntetické struktury

2.10. 1. Listy

Listy jsou nejvyznamnéjsi morfologickou strukturou rostlin adaptovanou pro zabezpeceni

celého komplexu procesti souhrnné oznacovanych jako fotosyntéza.

V celé tisi rostlinnych organismi piedstavuji listy rostlin organy velmi specifické. Jsou
to vétSinou tenké ploché tutvary, které jiz od pohledu naznacuji vyvojové ptizplsobeni
k maximalni absorpci slunecniho zatreni a k maximalnimu zkraceni transportnich drah pfi
vymeéné plynli mezi vnitinim prostorem listu a okolni atmosférou (Prochazka a kol., 1998).

2. 10. 2. Plastidy

Plastidy byly poprvé pozorovany v 17.stoleti Grewem. Ten objevil, ze zelena hmota
v listech ma povahu partikuli. V roce 1883 Schimper zavedl pojem plastid. V 60. letech
20. stoleti se zjistilo, Ze jsou chloroplasty schopny fotosyntézy, tzn. uvolnovat kyslik,
syntetizovat ATP a vazat CO,. Pfedpokladem vzniku chloroplastii je tzv. endosymbioticka

hypotéza.

,Fotosynteticky aktivni plastidy vznikly nitrobunécnou symbidzou fotoautotrofnich
mikroorganismi s mikroorganismy heterotrofnimi.* Pfedpoklada se, ze k endosymbiotickému

vzniku plastidi doSlo v evoluci opakované (Hoober, 1984).
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2. 10. 2. 1. Klasifikace typu plastidii

Typy plastidl podle barvy:

1. barevné — chromoplasty sensu lato — fotosynteticky aktivni jsou chloroplasty
a fotosynteticky neaktivni chromoplasty sensu stricto.

2. bezbarvé — leukoplasty — vétSinou se dale déli podle zasobnich latek, které se
v nich ukladaji, napt. amyloplasty (obsahuji Skrob), proteinoplasty (hromadi
bilkoviny) a elaioplasty (hromadi tuky) (Benes, 1994).

U vyssich rostlin jsou chloroplasty stavebné 1 funkéné podobné, narozdil od chloroplasti
fas. Maji tvar pfevazné cockovity, velikosti 5—10 mm, s ohledem na intenzitu zaieni. Na svétle
se zplost'uji a jejich objem se zmensuje, ve tme nabyvaji skoro kulovitého tvaru (Voet a kol.,

1995).

Na povrchu chloroplastli je dvojitd membrana, jejiz funkci je nejenom udrzeni stalého
tvaru plastidu, ale i tvorba systému thylakoidi, ochrana chlorofylii a syntéza thylakoidnich

lipidii. Tloustka kazdé z membran je 6 az 10 nm. Mezi nimi je periplastidovy prostor.

Od vnitini obalové membrany jsou odvozeny dva membranové systémy chloroplasti:

periferni retikulum a systém thylakoida.

Periferni retikulum je typické u C, rostlin. Jde o sit'ovity systém kanalkd prostupujici

zejména periferii chloroplastii. Vyskytuje se hlavné v bunikach mezofylu.

g grandind (pritskn

M# CASH . rmewrbrdn

Obr.1. Schéma vzniku
thylakoidu 7 vnitini
membrany proplastidu
(A), bliZsi pohled na
Cdst soustavy thylakoidii
(B) a na vysek z jednoho
thylakoidu (C).
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Zakladni jednotkou struktury chloroplastu jsou thylakoidy (Benes, 1994).

Thylakoidni membrana je kli¢ovou strukturou fotosyntézy. Ty se vyskytuji jako thylakoidy

integralni (pfitisknuté, naskladané) nebo thylakoidy stromatu (nepfitisknuté, volné).

Bilkoviny tvoti 60—-65% hmotnosti thylakoidnich membran, které tvoii komplexy
piedevsim s fotosyntetickymi barvivy, z nichz vyznamnou slozku tvoii chlorofyly. Zbylych

40-35 % tvoti prevazné nenasycené mastné kyseliny (Prochéazka a kol., 1998).

2. 11. Fotosyntetické pigmenty
K fotosyntetickym pigmentiim patii chlorofyly, fykobiliny a karotenoidy.

Chlorofyl je hlavnim fotoreceptorem ve fotosyntéze (Prochéazka a kol., 1998). Chlorofyly
a a b jsou nejhojnéjsimi fotosyntetickymi pigmenty v suchozemskych rostlinach a u zelenych
fas. Zakladem struktury jsou porfyrity, coz jsou tetrapyroly vzajemné spojené metinovymi
miustky (-CH=) a s komplexné vazanym kationem Mg*". Hydrofilni charakter porfyritu je
do zna¢né miry prekryt lipofilnim charakterem fytolu, jimz je esterifikovan zbytek kyseliny
propionové na 7. atomu uhliku. Rozdil mezi chlorofylem a a chlorofylem b je tvotfen pouze
rozdilnymi skupinamina 3. atomu uhliku. Molekuly chlorofyltimaji nepolarni charakter, proto
je lze extrahovat z rostlinného materidlu organickymi rozpoustédly, pfedevsim acetonem.
Molekula chlorofylu se béhem pohlceni zafeni oxiduje a zaroven se vraci do zakladniho
energetického stavu a ptijetim elektronu posléze prechazi do pocatec¢niho stavu. Chlorofyl se
tedy chova jako oxidoredukéni systém, ktery miize vyménovat elektrony jednak v zakladnim,
jednak v excitovaném stavu, pfi¢emz pocatecni energie téchto stavi se li§i. Rozdil hodnot
tvoii energie ziskand absorpci svételného kvanta. V rostlinné buiice nejsou chlorofyly volné,
ale tvofi komplexy se specifickymi bilkovinami. Chlorofyl a tvofi pfedevsim reakéni centra

fotosystému a je hlavni soucasti svétlosbérnych komplexii. Je nezbytny pro vlastni pfeménu

energie ve fotosyntéze (Setlik a kol., 1998).

Spektralni vlastnosti chlorofyld, tj. poloha a vyska absorpcnich past, zavisi také vyrazné
na povaze prostiedi v némz jsou barviva rozptylena. Spektra barviv se lisi, jsou-li rozpusténa
v raznych rozpoustédlech. Méni se predevsim s polaritou rozpoustédla. Podobny vliv ma také

nekovalentni vazba chlorofyli na hydrofobni molekuly bilkovinnych komplexi. Absorpcni
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spektra chlorofyl-proteinovych komplexii se navzajem lisi, i kdyz obsahuji tyz chlorofyl.

Vazba na bilkovinu posouva ¢ervené absorpéni pasy k delSim vinovym délkam.

Draha biosyntézy zvlastni pro chlorofyly zacind chelataci hote¢natého iontu
protoporfyrinem IX. Dalsi kroky jsou: metylace zbytku kyseliny propionové na C-13,
B-oxidace tohoto zbytku a uzavieni kruhu na C-15, a redukce vinylu na C-8 na ethyl. Tim
vznikne protochlorofylid a. Z protochlorofylidu vznika chlorofylid redukci dvojné vazby
mezi uhliky 17 a 18 na kruhu D. Tato redukce probiha pfi biosyntéze chlorofylii u vysSich
rostlin jen za plsobeni svétla. Fotochemickd redukce protochlorofylidu na chlorofylid
je vyznamnym krokem, v némz se reguluje tvorba chlorofyl-proteinovych komplext

v thylakoidech a celé utvateni chloroplasti (Setlik a kol., 1998).

Fykobiliny jsou akcesorické, dopliikové pigmenty u sinic, ruduch a skrytének. Skladaji
se z vlastniho chromoforu fykobilinu a bilkoviny. Fykobiliproteiny se nachézeji ve
fykobilizomech, coZ jsou ttvary na vnéj$i stran¢ thylakoidnich membran. Ziskanou excita¢ni

energii pfedavaji na chlorofyl a (Prochéazka a kol., 1998).

Karotenoidy funguji jako sbéra¢i svételné energie, fidi fotosyntetické procesy
a maji velky vyznam v ochran¢ fotosyntetickeho aparatu proti destrukci svétlem a O,

(Prochazka a kol., 1998).

2. 12. Svétlosbérna a ochranna funkce karotenoidii ve fotosyntetickych
membranach

VétSina karotenoidl se vyskytuje v zelenych listech a hnédych stélkach motskych fas,
kde je jejich zbarveni maskovano modrymi a zelenymi chlorofyly. Karotenoidy jsou opravdu
tésné spojeny s chlorofyly, které se nachazeji ve fotosyntetickych membranach vyssich
rostlin, fas a fotosyntetickych bakteriich. Obé pigmentové skupiny jsou organizovany
v protein-pigmentovych komplexech, spiSe nez nahodile umisténé v lipoidni membrané.
Protein-pigmentové komplexy chlorofylu b jsou ukotveny v té€sné blizkosti karotenoidl

(Setlik a kol., 1998).
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2. 12. 1. Svétlosbérna funkce karotenoidu

Schopnost karotenoidl ptfidélovat absorbované svétlo do fotosyntetického reakéniho
centra poprvé objevil Engelmann, ktery prosvétloval mikrospektra skrz vlakna tas a ktera
byla obklopena ,kyslik-pozirajicimi® pohyblivymi bakteriemi. Bakterie shromazd’ovaly
na urcitych mistech fas kyslik a zde byl lokalizovan také chlorofyl a jako vedlejsi pigment

stejn¢ jako karotenoidy (Siefermann-Harms, 1987).

Tato reakéni sekvence zacala s excitaci karotenoidii a vedla k fotosyntetické aktivité
v n¢kolika krocich:

car. + hv — car.”

car.” +Chl — car. + Chl”
Chl' »—— Chl

Chl " — Chl_+ fotochemie

Chl * — Chl_+ fluorescence
Tato sekvence ilustruje, ze ucinnost prenosu energie z karotenoida na chlorofyl miize byt

analyzovana porovnanim rychlosti fotosyntetickych reakci, napf. uvolnéni O,, fixace CO,,.

Prvotni studie svétlosbérnych funkci karotenoidi ve fotosyntetickych procesech
byly provadény na purpurovych bakteriich. U téchto organismt se elektronova spektra
karotenoidl a bakteriochlorofyll lehce piekryvaji. Diky rozdilné absorbanci mohou byt oba
pigmenty vybuzeny samostatné¢. Pfenos energie z karotenoidii na bakteriochlorofyl ma rizny
vyznam pro odlisné druhy purpurovych bakterii. Napt. Rhodopseudomonas sphaeroides
vyuzivéa svétlo pohlcené karotenoidy s ucinnosti 90 % srovnatelné s bakteriochlorofylem.
100 % ucinnost byla pozorovana u jejiho svétlosbérného pigmentového proteinu B800-850.
Na druhou stranu u Rhodospirillum rubrum jsou karotenoidy spiSe neti¢inné, coz mize
byt vysvétleno diive vytvorenou cestou car.” déleni karotenoidd. U fas a vyssich rostlin se
elektronové spektrum karotenoidti a chlorofylt prekryva kviili cervené posunutému spektru
chlorofyll a,b,c. Proto nemusi absorbancni spektra jasné odhalit pfitomnost karotenoida
(Evans, Terashima, 1987). V téchto ptipadech zjisténi ucinnosti prenosu energie vyzaduje
analyzu za pfispéni ostatnich pigmentd. To mize byt slozité kvili tomu, Ze absorban¢ni
spektra karotenoidl in situ a v organickych roztocich se mohou vyznamné lisit. Proto byla

v nékolika studiich uvadéna primérna data Gi¢innosti pfenosu energie zejména pii pouzivani
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neporusenych tkani. U vyssich rostlin f-karoten, lokalizovany v proteinech reakéniho centra,
prendsi absorbovanou energii do chlorofylu a s vyssi G¢innosti. U¢innost pfenosu energie
z xanthofylli na chlorofyl a ve svétlosbérném lutein-proteinovém komplexu chlorofylu a,b

dosahuje 100 %. (Siefermann-Harms, 1987).

Karotenoidy maji schopnost vyuzivat modro-zelené svétlo, které je mélo nebo vibec
absorbovano chlorofyly. To je velmi dulezité pro vodni druhy, které ve svém ptirozeném

prostfedi mohou pfijit do styku s modro-zelenym a modrym svétlem, ale ne s Cervenym kviili

vvvvv

v

niz8i molekulovou hmotnost nez chlorofyly (Lichtenthaler, 1987).

chlorofyl b

chlorofyl a

f-karoten

Obr. 2. Chemicka stavba tii nejcastéjsich asimilaCnich pigmenti.
Koleckem vyznacen rozdil mezi chl a a chlb

— 18 -



Mechanismus excitace energetického prenosu z karotenoidii na chlorofyl je ¢asteéné
vyfeSen. Pfi absenci energetického pfenosu trva deexcitace karotenoidii méné nez 1ps.
Energie muze byt pienesena na chlorofyl bez casového limitu. Nasledek rozsiteni premisténi
mezi partnery se nemuize piihodit béhem energetického prenosu. Tento fakt, ze transport
energie neni podporovan teplotou mensi nez 4K je shodny s pienosnym mechanismem,
ktery nezahrnuje rozpoustéci kroky. Zasadni strukturni pozadavek na energeticky pienos
z karotenoidi na chlorofyl mize byt vyvozen z tézko pfipravitelného modelu ucinnosti
prenosu energie. V tomto modelu byly karotenoidy a porphyrinové chromofory fixovany
v jejich pfiblizné pozici a vyrovnany ve vzdalenosti mensi nez Inm. Tato vzdalenost mohla
byt porovnavana se vzdalenosti vétsi nez 2 nm mezi chlorofylovymi molekulami v modelech

tuto vykonnost umoznujici (Lichtenthaler, Rinderle, 1988).

Dalsi dtleZitou vlastnosti oproti bakteriochlorofylu je, Ze karotenoidy téméf
nefluoreskuji.
2.12. 2. Ochranna funkce karotenoidii

Pro fotosyntetizujici organismy je pfitomnost karotenoidii v jejich fotosyntetickém aparatu
nezbytna vzhledem ke $kodlivosti svétla a kysliku. Ochrannd role karotenoidt byla poprvé

zkoumana v roce 1956 na Rhodopseudomonas sphaeroides a na jejich modro-zelenych
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Obr. 3. Pomérnd pohltivost (absorbance) roztokii ti'i hlavnich typii asimilacénich pigmentii p¥i riznych

vinovych délkdach (absorpcni spektra), a obvyklé akéni spektrum fotosyntézy (relativni rychlost fotosyntézy
PFi ozavovani listu svétlem riiznych vinovych délek, horni éast grafu). Sestaveno podle riiznych autori.
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mutantech, kterym chybély barevné karotenoidy. Nad svétlem a pod vlivem dusiku se
skupiny nechovaly stejné. Dochéazelo k rustovym rozdilim. Nad svétlem a na vzduchu se
rust modro-zelenych mutantii zpomaloval, jejich bakteriochlorofyl se odbarvil a bakterie

zemiely. Ochrannd funkce karotenoidi byla tedy demonstrovana na vysSich rostlinach.

Ve v

svétlem neabsorbovaly chlorofylem. Cervené svétlo, které excituje chlorofyl, zpisobilo jeho
destrukci a degeneraci membrany plastidu. /n vitro je destruktivni efekt Cerveného svétla na
chlorofyl také velmi dobry. Jak vidime, pfitomnost karotenoid zamezuje destrukci excitova-

ného chlorofylu 1 v organickych rozpoustédlech. (Siefermann-Harms, 1987).

Fotofyzikalni reakce pifedchdzejici destrukci chlorofylu a mechanismus ochrany
karotenoidy jsou velmi dobfe zndmé. V navaznosti na deexcitacni cesty chlorofylu* je

pozorovana i tfeti cesta na fotosyntetické membrané¢ — utvafeni chl* mezisystémovym

s nesparovanymi spiny. (Lichtenthaler, 1987).

Podle dat z chovani chlorofylu a v organickém rozpoustédle je polovicni rychlost
utvatfeni chl* odhadovana na 5,2 ns. Chloroplasty adaptované na temnotu pienaseji 4,5 %
absorbované energie, zatimco osvétlené nedosahuji trovné postacujici k fotochemickym
reakcim. Pfi vyssich svételnych intenzitach se energie zvysuje s kazdym piijmutym kvantem.
Ackoliv polovi¢ni Cas zivota chl* v bezkarotenoidovych systémech se pocita ve stovkach
mikrosekund, tento typ chl je obtizné zjistit v karotenoidy obsahujicich membranach,
protoze je velmi rychle pfeménovan na zékladni chl, hlavné pfes energii prenasejici cesty.

(Siefermann-Harms, 1987).

2. 13. Svétlosbérné komplexy

Vrostlinné buiice nejsou chlorofyly volné, ale tvoii komplexy se specifickymi bilkovinami.
Tyto komplexy jsou lokalizovany ve fotosyntetizujici organele — chloroplastu. Vazba na
bilkoviny zplisobuje zménu vlastnosti prostetické skupiny (tj. chlorofylu). Jednotlivé
komplexy se 1i§i polohou absorp¢nich past, popiipadé hodnotami E° zakladniho a vybuzeného
stavu. VSechny molekuly chlorofylovych komplexti v buiice nejsou rovnocenné: jsou spojeny

do vétSich celkli zvanych anténové (svétlosbérné) komplexy obsahujici asi 200 molekul
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chlorofylu (Sebanek a kol., 1983). Uvniti jednotky se predava zachycena energie mezi
molekulami pigmentu bez podstatné ztraty energie. Tento proces je ukoncen pienosem na
specializovany chlorofylovy komplex, ktery absorbuje zafeni o vétsi vinové délce a ma
v souvislosti s tim mensi rozdil energie mezi zdkladnim a vybuzenym stavem. Vzhledem
k niz$i hodnoté jeho excita¢ni energie uz neni mozny zpétny prenos energie na anténovy

komplex.

Tato molekula, kterd pfedstavuje reak¢ni centrum spojené s anténovym komplexem, tak
nutn¢ shromazd'uje veskerou energii pohlcenou celym komplexem na podobném principu,
jako ATP shromazd’uje chemickou energii makroergickych sloucenin. K reakénimu centru
se pfipojuje systém vyuzivajici zachycenou energii, ktery je tvofen fetézcem oxido-
redukénich systémi analogickych dychacimu fetézci. Vedle chlorofylu obsahuji anténoveé
komplexy fadu tzv. pomocnych barviv, zejména karotenoidy. Jsou to Zlut4 a ¢ervena lipofilni
barviva, jejichz funkce spo€iva jednak v zachycovani svételnych kvant v oblasti spektra, kde
neabsorbuji chlorofyly, jednak v odstraiiovani radikalovych forem kysliku, které vznikaji

v pribehu fotosyntézy a pisobi destrukéné na chlorofyly (Filek a kol., 2004).

Spojenim anténovych komplexii a reakénich center s ptenaSeCovymi slozkami vznikaji
dva fotosystémy oznacované jako I. a II. Fotosystém I. m& v reakénim centru pigment
s maximem absorpce pii 700 nm (P-700), fotosystém II. obsahuje analogicky pigment
s maximem pii niZsi vinové délce (P-680). Redukovana forma P-700 v excitovaném stavu

je silné redukéni €inidlo, zatimco P-680 je slabé redukéni ¢inidlo. Naproti tomu oxidovana
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forma P-700 je v zakladnim stavu slabé oxidacni ¢inidlo a P-680 je siln¢jsi oxidacni ¢inidlo

nez molekularni kyslik. Mze byt proto redukovana vodou, coz je podstatou fotosyntetické

produkce molekularniho kysliku (Sofrova, 1992).

Svétlosbérné antény jsou u vSech fotosyntetickych organismii. U vSech také rozezndvame

podle tésnosti spojeni antény s reakénim centrem dva typy antén:

1) Vnitini antény, které jsou v neménném stechiometrickém poméru k reakénimu

2)

centru a byvaji s reak¢nim centrem tésn¢ spojeny;

Vnéjsi antény, které jsou s reakénim centrem obvykle spojeny prostiednictvim
vnitini antény, se mohou nékdy pfemistovat a bunka jich vytvaii vice nebo
méné podle osvétleni, za néhoz roste. LHC 2 a také jiné antény v membranach
oxygenni fotosyntézy se mohou dokonce podle podminek osvétleni presouvat
mezi PS IT a PS I (Setlik a kol., 1998).

Vnitini antény jsou vzdy zanofeny v membrané thylakoidu a jejich bilkoviny jsou

hydrofobnimi vazbami vazany na bilkoviny reak¢niho centra. Naproti tomu u vnéjSich antén

jsou dv¢ strukturalni uspotadani:

1))

2)

Vnémembranové antény, které jsou bud’ ptichyceny na povrchu thylakoidd, jak
je tomu u zelenych sirnych fotosyntetickych bakterii, sinic a ruduch, nebo jsou
v duting thylakoidu jako u skrytének. Bilkoviny, na nichZ jsou barviva vazana,
jsou vétSinou hydrofilni povahy.

Vnitromembranové antény, jejichz bilkoviny jsou hydrofobni a prostupuji
membranu jednou nebo nckolika o Sroubovicemi. Takové jsou antény
u purpurovych fotosyntetickych bakterii, u vSech fas kromé ruduch a skrytének

a u vsech vyssich rostlin.

2.14. Denni kolisani ve sloZeni chlorofylu a/b v LHC 2

Svétlosbérny chlorofylovy komplex chlorofylu a/b fotosystému II (LHC 2) je hlavnim

komplexem thylakoidni membrany v zelenych tasach a vysSich rostlinach. Jeho funkci je

absorbovat svétlo a transportovat energii k reakénimu centru fotosystému I1. Jeho svétlosbérna

anténa hraje dilezitou roli jak v kratkodobé, tak v dlouhodobé adaptaci. Exprese gentt LHC 2

muze byt regulovana dennim cyklem (Liker, Garab, 1995).
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Jedna z kratkodobych regulaci je zména uspotadani thylakoidl, ktera zahrnuje protein
kinasy a fosfatasy, které katalyzuji fosforylaci a defosforylaci LHC 2 atd., které zpétné

ovliviiuji pohyblivost anténovych komplext a jejich vazbu s fotosystémem I a II.

Dlouhodobd aklimatizace rostlin, napt. k rozdilné intenzité zafeni, ma za nasledek
celkovou zménu v ultrastruktufe membrany a slozeni anténového systému. To vyZzaduje
syntézu a nahromadéni urcitych pigment-proteinovych komplexi a degradaci jinych
komponent. Aklimatizace je regulovana nékolika Groviiovym regulacnim systémem, jehoz

mechanismus jesté neni zcela znam (Burke, 1990).

V rostlinach rostoucich v diurndlnich cyklech bylo prokdzéno, Ze hladina mRNA
pro LHC 2 prochazi také diurnélni oscilaci. Tato geneticky programovana regulace byla
porovnavana s oscilaci mnozstvi LHC 2 v thylakoidnich membranach mladych list pSenice

a s oscilaci chloroplastovych proteinit hrachu kodovanych jadrem.

Zda se, ze okrajové antény hraji klicovou roli v kratko- i dlouhodobych regula¢nich
procesech, zatimco struktura a slozeni vnitinich antén LHC 2 je mén¢ flexibilni

(Liker, Garab, 1995).

2. 15. Fotosyntéza

Fotosyntéza je energeticky velmi naro¢na a zavisi na ptivodu energie z vnéjsiho prostiedi.

Moderni definice fotosyntézy miize znit: Fotosyntéza je série procest, v nichz se meéni

ee ey

biosyntézou se rozumi predevs§im syntéza sacharidl fixaci atmosférického oxidu uhlic¢itého,

ale muze jit napt. také o redukeci nitritt.

Obecnou rovnici (2) fotosyntézy l1ze napsat takto:
2H,D +CO, —"[CH,0]+ H,0+2D 2)

Kde H,D je donor vodiku (respektive protonu a elektronu), D je oxidovana forma, CH,0

je monomer glycidu, hv je kvantum fotosynteticky u¢inného zareni (Benes, 1994).
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Cely proces mizeme rozdélit na dvé faze: fotochemickou, v niz se svételna energie
preménuje na vhodnou formu energie chemické, tj. na energeticky bohaté formy obou
zéakladnich biochemickych energetickych systémii, ATP a NADPH, a chemickou, v niz se
takto ziskana energie vyuziva k redukci oxidu uhlic¢itého. Prehled o fotochemické, tedy
primarni fazi fotosyntézy podava takzvané Z-schéma (Obr. 5) navrzené¢ R. Hillem a F.
Bendallovou v roce 1960 tak, ze reagujici latky zde byly umistény podle posloupnosti
reakci a podle oxidaéné redukcéniho potencidlu. Chemicka faze zahrnuje soubor reakci,
v nichz se na tikor chemické energie produktt svételné faze (NADP, ATP) syntetizuji rizné
organické latky napt. sacharidy, organické kyseliny, tuky a bilkoviny. V souc¢asné dob¢ jsou
znamy dva zpusoby fixace oxidu uhli¢itého. V prvnim piipad¢ je prvni stabilni slouceninou
3-fosfoglycerat, tedy latka se tfemi atomy uhliku, proto se tento d€j nazyva C,-fotosyntéza,
ve druhém pfipadé je touto slouCeninou Ctyi uhlikaty oxalacetat, jde tedy o C, fotosyntézu

(Sofrové, 1992).
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3. Material a metodika

Cilemtéto pracebylo zjistit, jaky vliv ma stres teploty a ozafeni na mnozstvi fotosyntetickych
pigmentl v rostlinach. Pro tento pokus byla vybrana psenice seta (7riticum aestivum).
P3enice setd patii do &eledi Lipnicovité (Poaceae). V CR se pSenice seta péstuje ve dvou

formach — jarni a 0zimd. Pro méfeni byla vybrana forma ozima.

3. 1. Kultivace

Pokusy byly provadény na pSenici seté (Triticum aestivum). Rostliny byly péstovany
v kultiva¢nim boxu rozdélenym na dvé nezavislé komory, metodou vodni kultury v Knopové
zivném roztoku, paralelné¢ ve dvou riznych intenzitach ozéatenosti (2050 lux a 4400 lux)
a dvou rozdilnych kultivacnich teplotach (20 °C a 30 °C). Zdroj zateni byl v obou komorach
stejny. Intenzita ozatenosti E (3) byla regulovana vzdalenosti rostlin od zdroje zateni. Osvétleni

je tedy nepiimo umérné ¢tverci vzdalenosti a je tim slabsi, ¢im Sikméji paprsky dopadaji,

1
E:r—z*cosa (3)

kde I je svitivost paprskii dopadajicich pod uhlem o k norméle plochy, vzdalené od

zdroje 1.

Denni rezim v boxu byl upraven: den 12 hod, pfi teploté¢ 20 °C a 30 °C, noc 12 hod
pii teploté 18 °C. V prubéhu pokusu byla teplota kontrolovana laboratornim teplomérem.
Rozdil teploty od zadanych podminek byl max. 2 °C. Intenzita zafeni dopadajici na iroven
listd méla hodnotu 2050 Iux a 4400 lux, v zavislosti na svételnych podminkéach mistnosti, ve
kterych se box nachézel. Intenzita zafeni byla namétena luxmetrem typu Li-250 Light Meter.

Hodnoty ozéfenosti jsou prumérné.

Do kultivaénich nadob bylo vysazeno 400 semen. 200 bylo kultivovéano pfi teploté 20 °C
a ozareni 2050 lux, zbylych 200 pfi teploté 30 °C a ozéfeni 4400 lux. Semena byla nasazena
na dfevéné listy 20cm dlouhé Smm od sebe, vzdy 3 liSty v jednom akvériu. V kazdé
komote boxu byly pouzity 2 akvaria. ProtoZze byla semena takto blizko u sebe, dochazelo

k vzajemnému zastinéni rostlin, coZ se projevilo i v mnoZzstvi namétenych pigmentd.
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3. 1. 1. SloZeni Zivného roztoku:

Knoptiv zivny roztok:

28,8 % Ca(NO,),. 4 H,O 4ml
10 % KH,PO, 2ml
10 % KNO, 2ml
10 % MgSO,.7H,0 2ml
10 % KCl I ml
1 % FeCl, 1 ml
Destilovana voda ad 1000 ml

3. 2. Odbér a zpracovani vzorki

Vzorky pro analyzu byly odebirany v 1. méiéni 10., 16., 19., 23., 26. a 30. den, v ptipadé
2. méfeni 10., 13., 16., 19., 22. a 25. den kultivace. Vzorky mély byt odebirany vzdy po tiech

dnech kultivace, v ptipadé 1. méteni to nebylo z technickych divodi mozné.

Po deseti dnech kultivace bylo odebirano vzdy po 10 vzorcich z kazdé¢ komory. Pé&t
vzorkll bylo pouzito pro méfeni Cerstvé biomasy a pro zjiSténi obsahu fotosyntetickych
pigment. Dalsich pét pro zvazeni susiny. Z rostlin byly pouzity pouze ¢asti, v nichz probiha

fotosyntéza (bez kotene).

Cerstva biomasa byla zjiiténa vazenim na analytickych vahach. Susina byla zvazena po
ctythodinovém susSeni pti 105 °C v susarné typu ECOCELL 55, LSI-Linie Standard a deseti

minutovém ustaleni v exikatoru.

Rostliny pouzité pro zjisténi Cerstvé biomasy byly dale vyuzity k méfeni fotosyntetickych
pigmentl. Vzorky byly rozdrceny v tfeci misce. Miska byla vyplachnuta 85 % roztokem
acetonu do zkumavky a acetonem doplnéna na 10 ml. Poté bylo do centrifuga¢nich zkumavek
odlito z kazdého vzorku po 2 ml extraktu a pti 3000 otacek 10 minut centrifugovano. Méteni
vzdy bylo provadéno s jednim slepym vzorkem, jimz byl 85 % aceton a jednou kyvetou,
ktera obsahovala roztok s fotosyntetickymi pigmenty. U kazdého vzorku byla zméfena
absorbance pfi vlnové délce 663 nm, 644nm a 452,5nm.Vysledky méteni byly sepsany do
tabulky.
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Obsah jednotlivych fotosyntetickych pigmentti byl stanoven podle vzorci (4—6) Zieglera
a Eggla (Ziegler, Eggle, 1965).

(a)l03*E,, —0918*E,,[mg/l] pro chlorofyl a (4)
c(bN9,7*E,, —3.87*E, [mg/l] pro chlorofyl b (5)
c(car)4,76* E 4525 — 0,226 % cla+b)mg/l] pro karotenoidy (6)

3. 3. Analyza fotosyntetickych pigmenti

Pii méteni fotosyntetickych pigmentli byl pouZit spektralni fotometr UV/VIS 1202
(Shimadzu, Japonsko). Pfi méfeni ve fotometrickém reZimu bylo pouZito volby méfeni
absorbance. Zdroj zafivé energie zajistuje wolframjodidovéa lampa, kterd vysila zafeni na
miizkovy monochromator. Svételny paprsek prochdzi monochromatickou vstupni Sté€rbinou
pfimo na kyvetu. Absorp¢ni prostiedi tvoii kyvetovy prostor s vicemistnym drzakem. Byly
méteny vzdy pouze dva vzorky, z nichZ jeden obsahoval rozpoustédlo (85 % aceton) — §lo
o slepy vzorek, druhd kyveta byla naplnéna vzorkem obsahujici fotosyntetické pigmenty.
Na klavesnici byla zvolena pozadovanou vlnova délka pro jednotliva méfeni. Vysledkem
meéteni byly absorbance jednotlivych pigmentt.

Pozn. Pro méreni byly vybrany pouze dvé varianty, a to 20 °C pri optimalnich podminkach a 30 °C pri
extremnim ozareni. Téchto dvou krajnich variant by bylo mozné vhodné vyuzit pri pokusech ve Skolni praxi.
Rostliny se viozZi do dvou akvarii. V akvariich jsou rostliny ponoreny v kadince se zZivinym roztokem do vody
o teploté 20 °C nebo 30 °C. Voda v akvariich se pravidelné prihiiva na tuto teplotu, ozareni se reguluje

vzdalenosti rostlin od zdroje (zarivky). Akvaria musi byt uzavrend, aby byly udrzeny stalé podminky.

3. 4. Metody stanoveni fotosyntetickych barviv

Na piijmu svételné energie vyuzivané ve fotosyntéze se podileji u vyssich rostlin kromé
chlorofyll a a b 1 karotenoidy. Pfi fotosyntetickych studiich se vétSinou stanovuje mnoZzstvi
chlorofyldl, a to bud’ celkové mnoZstvi (a+b), nebo mnozstvi jednotlivych chlorofylii a a b

(Sesték, Catsky a kol., 1966).
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Mnozstvi karotenoidl se nestanovuje tak bézné z toho divodu , Ze jsou velmi nestalé —

rychle se rozkladaji na svétle piisobenim kysliku a riiznych sloucenin.

Zakladem kazd¢ analyzy je spravnd volba a odbér vzorku. Odebrany vzorek musi

dostatecné charakterizovat studovany materidl a vysledky musi byt statisticky spolehlivé.
Kazdému méfeni predchazi extrakce.

Cilem extrakce je uvolnéni chlorofylu z jeho vazby s lipoproteinovou slozkou komplexu,
ve kterém je vétSina chlorofylu v rostlinném materialu pfitomna. K extrakci se nejcastéji
pouziva acetonu, methanolu, ethanolu nebo jejich smési s benzinem. Vétsinou staci Cisté

rozpoustddlo, popiipadé vhodné fedéné vodou (Sestak, Catsky a kol., 1966).

Extrahovat by se mélo za chladu, aby nedochazelo k rozkladu pigmentt, tzn. Zze rozméInéné
vzorky by se mély ukladat do lednicky. K rozmélnénému materialu se ptilije vhodné polarni
rozpoustédlo (aceton), rozmicha se a extrakt se v jednodussim piipadé dekantuje filtraci
(ptes filtradni papir), poptipads se centrifuguje (viz. metodika). Ciry homogenni extrakt 1ze

takto pouzit k vlastnimu meéteni fotosyntetickych pigmentt.

K méfeni mizeme vyuzit nékolika metod: kolorimetrické a chromatografické stanoveni,
které lze ve Skolnich pokusech vhodné vyuzit, spekrofotometrické stanoveni, které je
nejpresnéjsi, avSak vyzaduje pomérné nakladné technické vybaveni (viz. metodika).

3. 4. 1. Kolorimetrické stanoveni

Kolorimetrie je nejstar$si modifikaci molekulové absorpéni spektroskopie. Je zaloZzena
na skutecnosti, ze roztoky urcité¢ barevné latky o stejné koncentraci maji stejnou intenzitu
zbarveni. Stanoveni se provadéji porovnanim intenzity zbarveni vzorku se standardnimi
roztoky ve stejnych nddobach (Drbal, Ktizek, 1993). Kolorimetr nedovoluje stanoveni
chlorofylu a a b diky jejich blizké poloze absorpénich maxim, ale mize stanovit jenom
celkové mnozstvi chlorofylti. Mnozstvi chlorofylt (a+b) se urci na kalibraéni kiivce podle
extink¢ni hodnoty.

3. 4. 2. Chromatografické stanoveni

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéjSich analytickych separa¢nich metod. Umoziuje

déleni, identifikaci a stanoveni velkého poctu organickych a anorganickych latek. Zaklady
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kapalinové kolonové chromatografie polozil na pocatku 20. stol. Cvet, ktery na sloupci

sorbentu (stacionarni faze) tispésné rozdelil listova barviva (Drbal, Ktizek, 1999).

Chromatografickych technik je nékolik, nejjednodussi metodou, ktera se da vyuzit ve

Skolni praxi je chromatografie na papite.

U papirové chromatografie je nosiCem zakotvené stacionarni faze specidlni
chromatograficky papir, vyrobeny z €isté celulézy. Mobilni fazi volime podle toho, jakého
rozdéleni chceme docilit. Pokud zvolime toluen, chlorofyly zlstanou $patné¢ rozliseny, ale
karotenoidy budou dobfe patrné. Jestlize zvolime roztok toluen-methanol (400:1), chlorofyly

1 karotenoidy jsou oddé¢leny dobfe.

Pracovni postup: Z chromatografického papiru vystiihneme obdélnik. Na vyznacené
misto start, se nanese kapka délené smési (acetonovy roztok pigmentti). Papir se umisti
tak, aby volné nasaval mobilni fazi. Zde dochazi k vzestupnému vyvijeni. Po ukonceni se

provadi vyhodnoceni (srovnani se standardnimi vzorky).

Pouziti papirové chromatografie pro stanoveni jednotlivych pigmentii neni ptesné, ale pro
demonstraci pokusu ve skole je pln¢ dostacujici.
3. 4. 3. Spektrofotometrické stanoveni

Jedina rychla metoda stanoveni obsahu chlorofylu a a b vedle sebe v extraktu je metoda
spektrofotometricka (viz metodika), ktera vSak vyzaduje nékladné technické vybaveni.
K vypoctu mnozstvi chlorofylu se pouziva rovnic sestavenych riznymi autory. Zakladem
rovnic (7-14) jsou specifické extinkéni koeficienty, udavajici pro danou vinovou délku
hodnotu extinkce roztoku jednotkového mnozstvi daného pigmentu v jednotkové délce

kyvety (Sestak, 1985).

Arnon (1949) pro 80 % aceton:

c(a)l2,7* E y —2,69* E,, [mg /1] (7)

c(b)22.9%E, s —4,68* E,[mg /1] (8)
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Lichtenthaler a Pfister (1978) pro 96 % ethanol:
c(a)l395%E . —6,88* E o [ug /'ml]
c(b)2496* E,,, —732% E,.[ug / ml]

Robbelen (1957) pro 85 % aceton:
c(a)03*E,, —0,92*E,,,[mg/I]
c(bN19,7*E,,, —3.87*E,[mg/l]

Smith a Benitez (/995) pro ether:

c(a)l01* E,, —1,01*E,,,[mg /1]

c(bN6,4*E,,, —25T*E,,[mg/I]

©)

(10)

(1D

(12)

(13)

(14)
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4. Vysledky

Kultivace rostlin probihala vzdy jeden mésic a to v listopadu a v kvétnu, predtim bylo

provedeno jesté jedno pokusné méfeni, jehoz vysledky zde nejsou prezentovany.

Po tfech dnech kultivace rostliny pSenice seté vyklicily a jiz v prvnim tydnu vytvoftily
prvni listy. V mnoZzstvi vyklicenych rostlin nebyl patrny rozdil. Také nebyly patrné rozdily
v ristu mezi kontrolnimi a stresovanymi variantami. U kontrolnich vzorki byl riist pSenice
seté témer linearni s dobou kultivace, pouze mezi 26. a 30. dnem je pii 2. méfeni znatelny
mirny pokles, ktery je dan starim rostlin (Tabulka €. 1a, 2a; Grafy a Tabulky: Tabulka 1b,
graf ¢. 1, 3). Pfi 30 °C je u prvniho méfeni témét shodny prubéeh ristu jako u kontrolnich
variant. U 2. méfeni jsou znatelné odchylky, zv1asté mezi 13. az 16. dnem kultivace je nartst
rostlin témét o 0,2 g, poté nasleduje mirny pokles a stejné jako u kontrolnich vzorkd mezi
poslednimi dvémi métenimi doslo k poklesu diky stafi rostlin, i kdyZz méteni bylo provedeno

jiz 25. den kultivace (Tabulka ¢. 1a, 2a; Grafy a Tabulky: Tabulka 1b, graf ¢. 2, 3).

Tabulka ¢.1a

Primérné hodnoty Cerstvé hmoty v gramech

1.méfeni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,1416 0,1525
16 0,1831 0,1612
19 0,1639 0,2068
23 0,2245 0,2680
26 0,3129 0,3442
30 0,3088 0,2699

Tabulka ¢. 2a

Priimérné hodnoty Cerstvé hmoty v gramech

2.méfeni

dny kultivace 20°C 30 °C
10 0,1191 0,2255
13 0,1855 0,2085
16 0,2398 0,3922
19 0,2953 0,2943
22 0,3222 0,3752
25 0,3710 0,3215
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Mnozstvi susiny také vzrusta s dobou kultivace. U kontrolnich rostlin pii 1. méteni doslo
nejprve k vyraznéj§imu narlstu susiny, od 16. dne nasledoval mirny vzestup po vSechna
dalsi méfeni. Pfi druhém méteni susina nejprve mirné klesala, ale opét od 16. dne kultivace
doslo k vysokému vzriistu, ktery byl nejspise ovlivnén kultivacnimi podminkami. Mezi 22.
a 25. dnem doslo k poklesu, ktery odpovida i snizeni Cerstvé hmoty namétené ve stejné dny
(Tabulka ¢. 3a, 4a; Grafy a Tabulky: 2b, graf €. 4, 6). Pfi 30 °C v 1. méteni odpovida hmotnost
susiny mnozstvi Cerstvé hmoty. Zjevny je nartist mezi 16. a 19. dnem kultivace, poté se
mnozstvi susiny témeéf neméni, stejné jako narast Cerstvé hmoty. Mezi poslednimi dvéma
dny kultivace doslo opét k mirnému nartstu. V kvétnovych pokusech hmotnost susiny méné
odpovidala nartstu cerstvé hmoty. Kiivka ma témét shodny pribéh jako mnozstvi susiny
u kontrolnich vzorkll. Mezi 16. a 22. dnem je vyrazny nartst a opét mezi 22. a 25. dnem ristu
pokles odpovidajici snizeni hmotnosti Cerstvé hmoty pfi téchto métenich (Tabulka €. 3a, 4a;

Graty a Tabulky: 2b, graf ¢. 5, 6).

Tabulka ¢. 3a

Primérné hodnoty susiny v gramech

1.méreni
dny kultivace 20°C 30 °C
10 0,0269 0,0211
16 0,0451 0,0310
19 0,0429 0,0626
23 0,0519 0,0645
26 0,0642 0,0626
30 0,0642 0,0721

Tabulka ¢. 4a

Priimérné hodnoty susiny v gramech

2.méfeni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,0234 0,0243
13 0,0188 0,0212
16 0,0227 0,0339
19 0,0565 0,0628
23 0,0688 0,0704
26 0,0368 0,0394
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4. 1. Zmény obsahu fotosyntetickych pigmenti

Mnozstvi chlorofylu a v kontrolnich vzorcich mélo sestupny charakter, u prvniho méteni
byl tento pokles prakticky pravidelny, v druhém méfeni byl pomérné vyznamny pokles
mezi 13. az 22. dnem méfeni. Hodnoty obou méteni se nachazeji v rozmezi 1,051 mg/g az
0,648 mg/g Cerstvé hmoty (Tabulka ¢. 5a, 6a; Grafy a Tabulky: 3b, graf ¢. 7, 9). Pii 30 °C
byly hodnoty chlorofylu a vyrazn€ vyssi, od hodnot 1,276 mg/g po hodnoty 0,678 mg/g,
takze pokles je strméjsi. Pfi druhém métfeni mezi 10. az 13. dnem doslo k nartistu mnozstvi
chlorofylu a a mezi 13. a 16. dnem k vyraznému poklesu, ktery odpovida vyraznéjSimu
narastu Cerstvé hmoty v tomto obdobi kultivace. Pfi mirném nartstu Cerstvé hmoty doslo
k mirnému poklesu mnozstvi chlorofylu a a vyraznému vzrastu Cerstvé hmoty odpovida
ubytek chlorofylu a. Od 19. dne kultivace jsou méteni téméf identickd s pokusy v 1. méfeni.
Mizeme tedy konstatovat, ze fotosynteticka aktivita byla vyssi u stresovanych rostlin, tzn.
ze vysoka teplota a ozarenost maji pozitivni vliv na aktivitu fotosyntézy. Rostliny se tedy

ptizplsobily témto extrémnim hodnotdm velmi rychle (Tabulka €. 5a, 6a; Grafy a Tabulky:
3b, graf €. 8, 9).
Tabulka ¢. 5a

Mnozstvi chlorofylu a v mg/g Cerstvé hmoty

1.méfeni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,9522 1,2762
16 0,9050 0,9966
19 0,8387 0,9169
23 0,8287 0,7743
26 0,8038 0,7130
30 0,6728 0,6784

Tabulka €. 6a

Mnozstvi chlorofylu a v mg/g Cerstvé hmoty

2.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,9634 0,8423
13 1,0511 1,1533
16 0,8720 0,5784
19 0,6875 0,7615
23 0,6482 0,6509
26 0,7198 0,6624
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Mnozstvi chlorofylu » v kontrolni variant¢ ma nejprve nepatrny sestupny charakter.
V prvnim méteni od 16. dne kultivace doslo k narlstu fotosyntetické aktivity, zeyména diky
zastinéni rostlin, které se snazily zachytit co nejvétsi mnozstvi svétla. Zastinéni odpovida
1 narastu Cerstvé hmoty. Pokles mnozstvi chlorofylu » mezi 26 a 30. dnem je dan stafim rostlin,
jejichz listy byly jiz povadlé a rostliny tedy mély pfistup ke svétlu. V ptipadé druhého méfeni
ma kiivka odlisny pribéh, mezi 16. a 23. dnem kultivace doslo k vyznamnému poklesu, ziejmé
diky mensimu zastinéni. Vyznamny nartst pti 19. dnu od poc¢atku méfeni miizeme piipisovat
tomu, Ze rostliny dorostly jiz do takové vysky, kdy se ozatenost zacala snizovat. Opétny pokles
mezi poslednimi dvémi méfenimi je dan stafim rostlin (Tabulka ¢. 7a, 8a; Grafy a Tabulky: 4b,
graf ¢. 10, 12).

V extrémnich podminkach byl prabéh chlorofylu b trochu odliSny. Hodnoty mnozstvi
pigmentl jsou vys$i, tzn. Ze aktivita fotosyntézy byla také vyssi, coz se potvrdilo jiz
u chlorofylu a. V pfipad¢ prvniho pokusu jsou hodnoty témét konstantni, coZ je zpisobené
vysokou ozatenosti, kdy rostliny po celou dobu rustu mély dostatek svétla. V piipadé
druhého méfeni doslo k vyraznému naristu zejména mezi 10 a 13. dnem kultivace, coz
odpovida 1 naristu Cerstvé hmoty v tomto obdobi a vzdjemné zastinéni rostlin bylo vyssi.
Poté néasledoval pomérné vyznamny pokles. Rostliny mély mezi témito méfenimi dostatecné
mnozstvi svétla a nebyly dale nuceny toto svétlo v takové mife zachycovat. Od 19. dne
kultivace byl priibéh podobny jako u 1. méfeni, pouze mezi 22. az 25. dnem doslo vyraznému
narlstu, ktery je nejspiSe zptisoben chybou méteni (Tabulka €. 7a, 8a; Grafy a Tabulky: 4b,
graf €. 11, 12).

Tabulka ¢. 7a
Mnozstvi chlorofylu b v mg/g Cerstvé hmoty

1.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,3305 0,5225
16 0,3234 0,4289
19 0,3100 0,4377
23 0,3329 0,4613
26 0,4177 0,5001
30 0,3540 0,4691

Tabulka ¢. 8a

Mnozstvi chlorofylu b v mg/g Cerstvé hmoty

2.méreni

dny kultivace 20°C 30 °C
10 0,3859 0,4191
13 0,4431 0,5875
16 0,3889 0,3805
19 0,3029 0,4404
23 0,4465 0,4586
26 0,3692 0,8435
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Celkové mnozstvi chlorofyli u kontrolnich vzorktl v 1. méfeni vykazuje mirny pokles
v pritbéhu prvnich 3 métenich, dale nasledoval drobny nartist a mezi 22. az 25. dnem kultivace
doslo opét ke snizeni. Pribéh kiivky odpovida mnozstvi chlorofylu a, ktery mé dominantné;si
postaveni pted chlorofylem b. Zastoupeni chlorofylu b se tedy projevilo drobnym nardstem
mezi 23. a 26. dnem kultivace. Pfi jarnim méteni doslo k vyraznéjsimu poklesu mezi 13. a
19. dnem kultivace, coz je opét dano vyraznéjSim poklesem obou typi chlorofylu, ktery je
disledkem nartstu Cerstvé hmoty. Dale nastal drobny narist zpisobeny vy$$im mnozstvim
chlorofylu b (Tabulka ¢. 9a, 10a; Grafy a Tabulky: 5b, graf €. 13, 15). Pi 30 °C je celkova
hodnota chlorofylli vys$i, coz je zpisobeno zvySenou intenzitou fotosyntetické aktivity.
V 1. méfenich je pokles témét pravidelny od 1,798 mg/g po 1,147 mg/g Cerstvé hmoty. Zde
jsou zcela jasné¢ hodnoty obou pigmentl ovlivnény mnozstvim chlorofylu a. Ve druhém
pokusu je vyrazny nartst mezi 10. a 13. dnem, kterému nasleduje pokles z hodnot 1,740
k 0,958 mg/g. 19. az 22. den jsou vysledky méfeni shodné s prvnim pokusem, coz je vidét
z predchozich grafli. Vyrazné vzestupy mezi poslednimi méfenimi jsou velmi ovlivnény
vysokou hodnotou chlorofylu b, ktera byla namétena 25. den kultivace (Tabulka €. 9a, 10a;
Grafy a Tabulky: 5b, graf ¢. 14, 15).
Tabulka €. 9a

Mnozstvi chlorofylli v mg/g Cerstvé hmoty

1.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 1,2827 1,7987
16 1,2284 1,4255
19 1,1487 1,3546
23 1,1616 1,2356
26 1,2215 1,2131
30 1,0267 1,1475

Tabulka ¢. 10a

Mnozstvi chlorofyli v mg/g Cerstvé hmoty

2.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 1,3494 1,2614
13 1,4942 1,7408
16 1,2610 0,9589
19 0,9905 1,2019
23 1,0947 1,1094
26 1,0890 1,5059
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Mnozstvi karotenoidd pti 20 °C ma v prvnim pokusu mirn¢ sestupny charakter. Prib¢h je
témeét shodny s kiivkou chlorofylu a . To znamend, Ze s postupnym ristem pSenice seté se
linearn€ snizuje mnoZzstvi pigment. MnoZzstvi karotenoidii ma takovy prib¢eh diky standardnim
podminkam, ve kterych se rostliny nachdzely. V druhém méfeni je pokles vyraznéjsi zvIasté
mezi 13. a22. dnem péstovani, coz odpovida riistové kiivce. Nartist mezi 22. a 25. dnem méteni
je dan stafim rostlin (Tabulka €. 11a, 12a; Grafy a Tabulky: 6b, graf €. 16, 18). V tomto ptipadé
rozdily pii 20 °C a pii stresovych podminkach jsou téméf ve stejném hodnotovém rozmezi.
Pii stresu je pokles vyraznéjsi, coz mize znamenat, ze nejprve rostliny vyprodukovaly vétsi
mnozstvi téchto pigmentt, které maji obrannou funkci, a nasledné se adaptovaly na stresujici
prostredi. V prvnim méteni neni nartst pigmenti viditelny, ale ve druhém méteni pii 30 °Cje toto
prizptsobeni znatelné od 13. dne kultivace, po kterém dochazi k poklesu mnozstvi karotenoidi.
Mezi 10 a 13. dnem doslo k vyraznému nértstu. Pfi¢inou je vliv teploty a svételného ozareni.
Rostlina reagovala na stresové podminky vysokym ndrastem téchto pigmentl. Ziejmy pokles
pigment mezi 13. a 16. dnem kultivace vSak miize odpovidat i vyraznému navyseni Cerstvé

hmoty (Tabulka ¢. 11a, 12a; Grafy a Tabulky: 6b, graf ¢. 17, 18).

Tabulka ¢. 11a

Mnozstvi karotenoidli v mg/g Cerstvé hmoty

1.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,3617 0,5237
16 0,3668 0,4246
19 0,3379 0,3649
23 0,3344 0,3195
26 0,3181 0,2817
30 0,2792 0,2682

Tabulka ¢. 12a

Mnozstvi karotenoidii v mg/g Cerstvé hmoty

2.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 0,4334 0,3585
13 0,4676 0,5022
16 0,3593 0,2265
19 0,2537 0,2750
23 0,2214 0,2251
26 0,2909 0,2001
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Pomér chlorofylu a a b u kontrolnich rostlin ma v prvnich métenich opét mirné sestupny
charakter, stejn¢ jako u hodnot chlorofylli. Ztetelnéjsi pokles je zaznamenan u obou méfeni,
v prvnim piipad€ mezi 23. az 30. dnem kultivace, v druhém mezi 19. a 22. dnem. Pti¢inou
je vyrazngjsi pokles chlorofylu a a nartst chlorofylu b zvlasté ve druhém méfeni. V druhém
meéfeni se objevil narGist mezi poslednimi dvémi hodnotami, coz opét kopiruje predchozi
hodnoty chlorofyli (Tabulka ¢. 13a, 14a; Grafy a Tabulky: 7b, graf ¢. 19, 21). Pii stresovych
podminkéch nema pomér chlorofylti odlisny charakter, pouze u druhého pokusu doslo k velmi
mirnému nartstu mezi 16. a 22. dnem ristu. Mezi 22. a 25. dnem se hodnoty vyrazngji snizily,
coz je dano vysokou hodnotou v poslednim méfeni u chlorofylu b (Tabulka ¢. 13a, 14a; Grafy a

Tabulky: 7b, graf ¢. 20, 21).

Tabulka ¢. 13a

Pomér chlorofyli a/b v mg/g Cerstvé hmoty

1.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 2,8811 2,4425
16 2,7987 2,3237
19 2,7050 2,0946
23 2,4892 1,6784
26 1,9243 1,4258
30 1,9008 1,4461

Tabulka ¢. 14a

Pomér chlorofylti a/b v mg/g Cerstvé hmoty

2.méreni

dny kultivace 20°C 30 °C
10 2,5101 2,1236
13 2,3703 2,0246
16 2,2573 1,6035
19 2,3500 1,7293
23 1,4626 1,7292
26 2,0402 0,7852
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Pomér chlorofylii ku karotenoidim je pti 20 °C mirn¢ vzristajici, vyraznéji doslo k narastu
mezi 19. a 22. dnem kultivace v 1. méfeni, coz odpovidd mirnému nartstu chlorofylu a.
U druhych meéfeni je nartst linedrni. Hodnoty pro kontrolni vzorky jsou téméf shodné
v obou pripadech méfeni (Tabulka ¢. 15a, 16a; Grafy a Tabulky: 8b, graf ¢. 22, 24). Ve
stresujicich podminkach jsou obé méteni také podobnd, pouze mezi 22. a 25. dnem doslo
k narastu hodnot pti druhém pokusu, coz je opét zptisobeno vysokou hodnotou chlorofylu

(Tabulka ¢. 15a, 16a; Grafy a Tabulky: 8b, graf ¢. 23, 24).

Tabulka ¢. 15a

Pomér chlorofylu a ku karotenoidiim v mg/g cerstvé hmoty

1.méfeni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 3,5464 3,4347
16 3,3486 3,3574
19 3,3998 3,7121
23 3,4737 3,8676
26 3,8402 4,3064
30 3,6769 4,2791

Tabulka ¢. 16a

Pomér chlorofylu a ku karotenoidiim v mg/g ¢erstvé hmoty

2.méreni

dny kultivace 20 °C 30 °C
10 3,1087 3,6121
13 3,2110 3,4326
16 3,5099 4,4442
19 3,5205 4,3763
23 4,9590 4,9727
26 3,7676 7,5420
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5. Grafy a Tabulky
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Ruastova krivka ¢erstvé hmoty pri 20 °C
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Graf €. 1: Zavislost pfirlstku ¢erstvé hmoty v gramech na pofadi méfeni pfi 20 °C

Ruastova krivka cerstvé hmoty pfri 30 °C
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Graf ¢. 2: Zavislost pFirdstku ¢erstvé hmoty v gramech na poradi méreni pfi 30 °C

Ruastové krivky ¢ersvé hmoty pii 20 °C a 30 °C
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Graf ¢. 3: Zavislost pfirlstku Cerstvé hmoty v gramech na poradi méreni pfi 20 °C a 30 °C
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Ruastova krivka susiny pfii 20 °C
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Graf €. 4: Zavislost pfirdstku susiny v gramech na poradi méfeni pfi 20 °C

Ruastova krivka susiny pfi 30 °C
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Graf €. 5: Zavislost pfirlistku susiny v gramech na poradi méfeni pfi 30 °C

Rustové krivky susiny pfi 20 °C a 30 °C
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Graf €. 6: Zavislost pfirdstku susiny v gramech na poradi méreni pfi 20 °C a 30 °C
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Graf €. 7: Zavislost mnozstvi chlorofylu a (mg/g) na poradi méfeni pfi 20 °C

Mnozstvi chlorofylu a pri 30 °C
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Graf €. 8: Zavislost mnozstvi chlorofylu a (mg/g) na pofadi méfeni pfi 30 °C
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Graf €. 9: Zavislost mnozstvi chlorofylu a (mg/g) na pofadi méfeni pfi 20 °C a 30 °C
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Mnozstvi chlorofylu b pfi 20 °C
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Graf €. 10: Zavislost mnozstvi chlorofylu b (mg/g) na pofadi méreni pfi 20 °C

Mnozstvi chlorofylu b pfi 30 °C
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Graf €. 11: Zavislost mnozstvi chlorofylu b (mg/g) na pofadi méfeni pfi 30 °C

Mnozstvi chlorofylu b pfi 20 °C a 30 °C

0,9
08 2
0,7
0,6 —&— chIB20 1.méreni
0,5 | M- e —®— chIB30 1.mé&feni
82 7] —®— chIB30 2.méreni
0,1

hodnota

primérna

1 2 3 4 5 6

poradi méreni

Graf ¢. 12: Zavislost mnozstvi chlorofylu b (mg/g) na pofadi méfeni pfi 20 °C a 30 °C
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Mnozstvi chlorofyll pfi 20 °C
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Graf €. 13: Zavislost mnozZstvi chlorofyld (mg/g) na pofadi méfeni pfi 20 °C

Mnozstvi chlorofyll pfi 30 °C
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Graf €. 14: Zavislost mnozstvi chlorofyld (mg/g) na pofadi méfeni pfi 30 °C

Mnozstvi chlorofyll pfi 20 °C a 30 °C
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Graf €. 15: Zavislost mnozstvi chlorofyld (mg/g) na poradi méfeni pfi 20 °C a 30 °C

49



0,50
0,40

0,30

hodnota

0,20

priamérna

0,10

0,00

Mnozstvi karotenoidu pri 20 °C

\-\.7.7 —&—car20 1.méfeni
—l— car20 2.méfeni

1 2 3 4 5 6

poradi méreni

Graf €. 16: Zavislost mnozstvi karotenoidd (mg/g) na poradi méfeni pfi 20 °C
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Graf ¢. 17: Zavislost mnozstvi karotenoidi (mg/g) na pofadi méfeni pfi 30 °C
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Graf ¢. 18: Zavislost mnozstvi karotenoidd (mg/g) na poradi méfeni pfi 20 °C a 30 °C
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Mnozstvi chlA/chlB pfri 20 °C
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Graf €. 19: Zavislost mnozZstvi chlorofyld a/b (mg/g) na poradi méreni pfi 20 °C

Mnozstvi chlA/chlB pfi 30 °C
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Graf ¢. 20: Zavislost mnozstvi chlorofyld a/b (mg/g) na pofadi méreni pfi 30 °C

Mnozstvi chlA/chIB pri 20 °C a 30 °C
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Graf €. 21: Zavislost mnozstvi chlorofyll a/b (mg/g) na pofadi méreni pfi 20 °C a 30 °C
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Mnozstvi chl/car pfi 20 °C
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Graf €. 22: Zavislost mnozstvi chl/car (mg/g) na poradi méfeni pfi 20 °C

Mnozstvi chl/car pfi 30 °C
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Graf €. 23: Zavislost mnozstvi chl/car (mg/g) na poradi méfeni pfi 30 °C

Mnozstvi chl/car pfi 20 °C a 30 °C
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Graf €. 24: Zavislost mnozstvi chl/car (mg/g) na pofadi méreni pfi 20 °C a 30 °C
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6. Diskuse

Vliv zvySené teploty a zvySené ozafenosti na mnozstvi fotosyntetickych pigmentt
je vseobecné znam (Berry and Bjorkman, 1980; Teeri 1980; Weiss, Berry, 1998; Krause,
Weiss, 1991; Setlik, 1972; Hess, 1983). Ve vétsing praci se vSak autoti zabyvaji pouze jednim

ze stresovych faktord. V této praci vSak byla pouzita kombinace obou téchto veli¢in.

ZvySena teplota a ozafenost nemély vliv na rychlost ristu rostlin, na rozdil od rostlin, které
trpi napt. nedostatkem dusiku. Podle Sebanka a kol.(1983) je vyznamna &ast veskerého
dusiku lokalizovéana v chloroplastech. Vyznam dusiku spo¢iva v tom, Ze ma vliv zejména na
tvorbu chlorofylu a tvorbu enzymu Rubisco (Ericsson, 1995).V obou ptipadech byla velikost

rostlin prakticky stejnd a postupné se zvySovala v zavislosti na dnech kultivace.

Mensi mnozstvi odebiranych rostlin mohlo zptsobit urcité¢ odchylky v datech. Vzdy bylo
odebirano 5 vzorkl ke kazdému méteni. MnoZstvi suSiny odpovida namérenym hodnotdm

Cerstvé hmoty a také se linearné zvySuje.

Podle Krause a Weisse (1991) se zvySujici se hodnotou toku fotond roste ucinnost
fotosyntézy, to znamena, Ze fotosyntetickd aktivita by pii vyS$i ozafenosti méla stoupat.
To samé plati i pro stoupajici teplotu, kdy rychlost fotosyntézy roste (Setlik a kol., 1998).
Teplota u stresovanych rostlin nebyla natolik vysoka, aby doslo k poruSeni fotosyntetického
aparatu, naopak rostliny se adaptovaly na teplotu 30 °C, coz se projevilo vy$§im mnozstvim

fotosyntetickych pigmentt, a tim i zvySenou aktivitou fotosyntézy.

Mnozstvi chlorofylu a jako hlavniho fotosyntetického pigmentu (Prochézka a kol.,1998)
mélo jak u kontrolnich, tak u stresovanych rostlin sestupny charakter. V ptipad¢ 2. méieni
doslo k vyraznému snizeni mezi 13. a 16. dnem kultivace, tyto hodnoty odpovidaji
vyraznému nartstu cerstvé hmoty. U stresujicich vzorki byla hladina chlorofylii vyssi
vzhledem k vys$i aktivité fotosyntézy, kterd je dana podminkami rastu. Lichtenthaler
a Rinderle (1988) poukazuji také na to, Ze u vysoké ozafenosti ma rostlina tzv. ,,Sun listy*,
které obsahuji méné thylakoidli v granech, cozma za nasledek zménu fotosyntetického aparatu

umoznujici efektivnéj$i vyuZiti pfijimaného svételného zatreni (chloroplasty vykazuji vyssi
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fotosyntetickou aktivitu). U kontrolnich variant byl priibéh téméf linearni, zde se hodnoty

chlorofylu a snizovaly téméf pravideln¢ s dobou kultivace rostlin.

N 24

funkci chlorofylu a, hraje v§ak vyznamnou roli pfi funkci LHC 1 a LHC 2. Chlorofyl b
slouzi k snaz§imu vychytavani co nejvice slune¢niho zéfeni pfi zastinéni listl, tzn., ¢im
vice budou listy zastinény, tim vice bude vzristat fotosyntetickd aktivita chlorofylu b
(Lichtenthaler, 1987). Ve vysledcich se potvrdilo, ze u kontrolnich vzorkl rostliny nebyly
tolik zastinéné, tim padem mnozstvi chlorofylu b bylo niZ§i, naopak u stresovanych rostlin

bylo mnozstvi chlorofylu b vyssi.

Mnozstvi chlorofyld a+b je siln€¢ ovlivnéno hodnotou chlorofylu @, hodnoty pigmentt

u stresovanych rostlin jsou proto vyssi, vyznamné rozdily vSak nejsou patrné.

Pro fotosyntetizujici organismy je piitomnost karotenoidti v jejich fotosyntetickém aparatu
nezbytna vzhledem ke Skodlivosti svétla a kysliku (Siefermann-Harms, 1987). Ve vysledcich
muzeme pozorovat, ze pii 30 °C nejprve doslo k nartistu mnozstvi karotenoidii, ktery byl
zpusoben vysokou ozarenosti, poté nasledoval postupny pokles, znacici ptizplisobeni se

rostlin tomuto ozafeni.

Pomérné zastoupeni chlorofylu a+b ku karotenoidiim vykazuje mirny nartst ve stresujicich
podminkach, ktery je ovlivnén pfedevsim hodnotou chlorofylu a. Pti kvétnovém méteni

vysoké hodnota 26. dne kultivace je zfejm¢ ddna chybou méteni.

Ve vysledcich se potvrdilo, Ze vysoka ozatfenost a teplota ovliviiuji riist a fotosyntetickou
aktivitu rostlin. Podle pfedpokladii si rostliny vytvofily obranny aparat a rostliny ve

stresujicich podminkach vykazovaly zvysenou fotosyntetickou aktivitu.
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7. Zaver

Cil diplomové prace, ze vysoké teplota a ozafenost ma vliv na mnozstvi a pomérné
zastoupeni fotosyntetickych pigmentl rostlin byl potvrzen. Z vysledki lze konstatovat,
ze proti vysoké teploté a ozafenosti si pSenice setd (Triticum aestivum) vytvaii obranny
mechanismus. Rostliny obsahovaly vyssi mnozstvi vSech fotosyntetickych pigmentd. Tedy

aktivita fotosyntézy byla vyssi.

V pritbéhu této prace jsem zjistila, Ze vodni uspotfaddani pokusu nebylo Uplné¢ vhodné.
Pro ptipadné pokraovani v této praci bych proto doporucovala:

1) zvySeni plochy pro péstovani rostlin a zvySeni poctu rostlin pouzitych pro
jednotliva méfeni.

2) pfi kultivaci rostlin je péstovat pti 20 °C a optimalnich podminkach, pii 20 °C
a vysokém ozéfeni, dale pfi 30 °C v optimalnich podminkach a 30 °C ve
stresujicim prostiedi.

3) rozliSit ozafenost jinym zpisobem nez vzdalenosti od zdroje, napf. jinym
spektrem zéfeni.

4) vyuzit 1 jiné metody métfeni nez spektrofotometrické pro porovnani vysledki.
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