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Abstrakt

Fluorescence chlorofyluiedstavuje z#ni emitované ¢dhem deexcitace chlorofyla, ktery
byl excitovan absorpci viditelnéldo UV zéareni.

Analyzou fluorescence chlorofylu Ize ziskat mnoléifescetini parametry, které umadji
kvalitativné i kvantitativre charakterizovat funinost fotosyntetického aparatu rostlin, jejich
fyziologicky stav, Urovaé stresu, jemuZ jsou rostliny vystaveny, fotointitiia ochranné
procesy.

Tato prace porovnava repstji vyuzivané parametry a vlivyienych stresovych faktarna
fyziologicky stav rostlin.

Parametr R, byva povazovan za index vitality rostliny a vyjag miru poklesu fluorescence
z kv na k. Silné koreluje s vyzkem cisté fotosyntézy (). Maximalni kvantovy vyizek
fluorescence chlorofylu J#Fy je dobrym indikatorem fotoinhibice. Fluorescenédooofylu
vykazuje maxima v oblasti kratkovinnélkerveného a dlouhovinnéhterveného (far red)
z&eni. Parametr F690/F735 porovnava jejich interaibyva pouzivanipzjistovani obsahu
chlorofylu. Zmeny hodnot parametru BF/ChIF, ktery porovnava inienmodré fluorescence
s intenzitou fluorescence chlorofylu, jsou réZndobrym indikatorem {sobeni stresovych
podminek.

K postihnuti heterogenity fluoresaemnho signalu nagic listem slouzi v dnesni débstéle
castji pouzivané zobrazovaci metody. Vyuzichto metod napomaha odhalerispbeni
stresovych faktar jeS€ pred viditelnymi projevy na rostli#) cehoz by do budoucna mohlo
byt hojre vyuzivano nafiklad v zenddélstvi.

M¢eteni fluorescence chlorofylu dnes nachazi ugldtni v bezkontaktnim délkovém
praizkumu v podminkach Wsiho prostedi. Fluorescence chlorofylu zdeibe byt snimana
aktivnimi technikami, kdy je #&fena laserem indukovana fluorescence, i technikami

pasivnimi, kdy je snimana fluorescence indukovamadesnim z&enim.

Kli éova slova: fluorescence chlorofylu, fotosyntéza, stres, futddice, dalkovy pkzkum,

fluorescekini zhaSeni, fluorescéni parametry, modra fluorescence



Abstract

Chlorophyll fluorescence represents radiation esditturing the deexcitation of chlorophall
that have been excited by absorption of visibleatazh or UV radiation.

Under various stress conditions the photosynthgtiantum conversion declines, with a
concomitant increase in chlorophyll fluorescenceeréfore changes of chlorophyll
fluorescence can reflect plant physiological status

By using fluorescence analysis is possible to datex several fluorescence parameters which
enable quantitatively and qualitatively characteffiznction of plant photosynthetic aparatus,
physiological status, level of occuring stressdestind photoprotective mechanisms.
Selected fluorescent parameters are introducedoréluence decrease ratio (R is
considered as a rapid vitality index of the leaaesl the the values of R are linearly
correlated to the net photosynthetic Citxation rate. ParameteryHy is related to the
quantum efficiency of PSIl and is a good indicatir photoinhibition. Chlorophyll
fluorescence of leaves consists of two maxima enrgd (near 670 - 690 nm) and far red
region (near 730 - 740 nm). By assesing fluoresseratio red/far-red fluorescence
(F690/F735) are detected differences in chlorophylhtent. Ratio blue-green/chlorophyll
fluorescence (BF/FChl) is a sensitive indicatoimafdence of various suboptimal conditions.
Recently developed imaging methods detects theiliibn of fluorescence signal and
gradients in photosynthetic activity across thd,laa well as its spatial heterogeneity and
patchiness. Imaging methods represent a promiswigior early detection of stress factors,
which is needed for example in agriculture.

As fluorescence can provide information on phottsgtic activity over long distances the
application of remote sensing seems quite suitaile. passive Chl-F techniques detect sun
excited emission by measuring the filling of Fraofan lines. More recently the interest was
also devoted to vegetation remote sensing by laseiced fluorescence. Remote sensing of
chlorophyll fluorescence has a high potential tonitoy photosynthetic activity and health

status of vegetation on the global-scale.



Seznam pouzitych zkratek

BF/ChIF
F690/F735

FIK
PAM

PSI
PSII
Rrp
Ppg)

pomeér modro-zelené fluorescence a fluorescence chitrofy

poner kratkovinnétervené (s maximem o vinoveé délce 690 nm) a dloutravl
cevené fluorescence (s maximem o vinové délce 735 nm

minimalni vy€Zzek fluorescence chlorofylu v temnétadaptovaném stavu
minimalni vygzek fluorescence chlorofylu ve&eln¢ adaptovaném stavu
Jluorescence decrease"” — pokles fluorescencg ads

maximalni vygzek fluorescence chlorofylu v temnétadaptovaném stavu
maximalni vytzek fluorescence chlorofylu ve&eln¢ adaptovaném stavu
fuorescence poipchodu z temnothdo swtelné adaptovaného stavu
fluorescence v ustaleném stavu

maximalni vytzek variabilnifluorescence chlorofylu v temnbadaptovaném
stavu

maximalni vytzek variabilni fluorescence chlorofylu vestsiné adaptovaném
stavu

fluorescetini indulkéni kiivka

pulzni amplitudova modulace

Cista fotosyntéza

fotosystém |

fotosystém Il

Jluorescence decrease ratio"HR= Fp/Fs)

efektivni kvantovy vytZzek fotochemickych reakci PSII



Uvod

Od dob dnes jiz té#i legendarni prace Kautskeho a Hirshefikp@prvé popsali vztah mezi
fotosyntetickou aktivitou a fluorescenci chlorofylwlo nangifeno mnozstvi fluoresceénich
dat, avSak k SirSimu pouzivani této metody doSle jpdsledni dob

Jednou z fekazek, kterd branila ro#éhi pouzivani fluorescence chlorofylu, bylEvdjSi
vysoka cena a obtiznargmosnost fluorimetr Diky vyraznému technickému pokroku
v poslednich letech a zkonstruovani snadno poweligath Fenosnych fluorimetr za
dostupnou cenu tize byt dnes ®ieni fluorescence chlorofylu provéb v laboratornich i
terénnich podminkach, mohou byt sledovany jedrétligty, celé rostliny a dokonce i
porosty. Fluorescence chlorofylu se dostala dorae@jmu biofyziki, molekularnich biolog

a ekofyziolog.

Fluorescence chlorofylu spolehdivwdrazi stav fotosystému Il (PSll), to vSak neznaénee
by mohla byt vyuzivana jen fip vyzkumu s¥telné faze fotosyntézyi sledovani
fyotosyntetické aktivity. Pravposkozeni PS Il totiz byvéasto prvnim projevemugobeni
suboptimalnich podminek.

Fluorescence chlorofylu odrazi anatomii rostlinepch vyvojové stadium, stejntak jejich
fyziologicky stav, néni se tedy v disledku isobeni nejizrgjSich stresovych faktér jakymi
jsou napiklad nedostatek vody, chlad, vysoké teploty, n&uid ozdéenost, fisobeni
toxickych latek, mechanické poSkozenitist nedostatek zivin, a poskytuje informace o tom,
jak jsou rostliny schopné stres tolerovat.

Metody neieni fluorescence chlorofylu postupnalézaji uplaténi i v praktickych oborech,
jakymi je lesnictvi, zahradnictwii zemedélstvi. Fluorescence chlorofylu ma velky potencidl
stat se velmi vyuzivanou technikou procemi a zaji&ni optimalnich podminek (nap
hnojeni, zavlaZzovani) zemlskym plodinam, detekovani rostlin napadenych petgga
selekci odiid odolnych proti stresu.

Fluorescence chlorofylu se jevi jako silny nastridiery mize byt vyuZivan v oborech
zabyvajicich se rostlinnou produke&i k dalkovemu piizkumu fotosyntetické aktivity
vegetace. Aby vSak fluorescence chlorofylu mohlakgtnout uziténé informace, jeréba
zvolit spravnou techniku a metodiku jejihcini, brat v potazizné rusivé vlivy okolniho

prostedi a také odfiltrovat vliv anatomie rostlin na rifis@ci fluorescerniho signalu.

Cilem této prace je sttné popsat jpvod fluorescence a shrnout poznatky o vyuziti
fluorescence chlorofylu ke sledovani fyziologickést@mvu rostlin pod vlivem stresovych



intensity

faktoni a predstavit nejasegji vyuzivané parametry, které se k interpretaciofescence

chlorofylu vyuzivaji.

Literarni p ¥ehled

1. Co je to fluorescence

Emisi z&eni, ke kterému dochazitipptechodu excitované molekuly do zékladniho stavu
souhrni@ ozna&ujeme jakduminiscenci.

Excitace niZze byt vyvolana chemickou reakci, pak mluvimehemoluminiscencj nebo
absorpci kvanta #éni, ktera vede k jevu oztmanému jakdluorescence

Emitované z#eni je charakterizovanoétsi vinovou délkou a niZSi energii nezierd
excitani. Rozdil vinovych délek absanmpiho a emisniho maxima byva ozZpaan jako
Stokesiv posun (Obr.1).

Stokes shift

—

absorption

Obr.1 Stokesv posun

Znazorreni rozdilu absorpniho a
emisniho spektra

Modra kiivka — absorpni spektrum
Zelena Kivka — emisni spektrum
(wikipedia:
http://en.wikipedia.org/wiki/lmage:St
okes_shift.png)

wavelength

2. Typy rostlinné fluorescence

V pletivech zelenych rostlin izeme detekovat fluorescenci dvojiho typu, modrezel

fluorescenci a fluorescenci chlorofylu.

Za modro-zelenou fluorescenci s maximy v oblastD-480 nm (modra fluorescence) a
vétSinou i 520-530 nm (zelen& fluorescence) (Obrjs@u zodpowdny zejména derivaty

kyseliny skdicové a ferulové (Hartley, 1973; Lichtenthaler ah®eiger, 1998), ttzné



fenolické latky a jiné sekundarni metabolity (halperberin), vyskytujici se ve vakuolach a
burg¢nych sénach rostlin (Langet al, 199). Intenzita modré fluorescence tisheni
ovlivnéna vykonem fotosyntézy (Stober a Lichtenthaler,2)99

Odlisné druhy rostlin i jednotlivé rostliny se ligitenzitou modro-zelené fluorescence,
vyrazny rozdil byl pozorovan néfglad mezi jedno8loznymi a dvoudloznymi rostlinami.
Praw diky vySSimu zastoupeni ferulovych kyselin, vykamdnodlozné rostliny vysSi miru
modro-zelené fluorescence (Lichtenthaler a Schwei$98).

Fluorescence chlorofylu je charakterizovananda maximy v oblasticerveného z&ni:
maximem o vinovych délkach 670 — 690 nm (v ramcidst fluorescence chlorofylu
nazyvané jako kratkovinng&rvené zéeni) a maximem ve vinovych délkach 730 — 740 nm
(nazyvané jako jako dlouhovingérvené zgenici far-red zéeni) (Obr. 2) (Langt al, 1991).
Fluorescence chlorofylu je emitovana chlorofylean ktery absorbuje Zéni v modré a
cervené oblasti sluaiho spektra a nachazi se v chloroplastech meagfgto burek. Za
pokojové teploty je fluorescence chlorofylu emitoagievazrt z fotosystemu Il (PSIl). Mala
¢ast dlouhovinnéhoterveného z&eni je emitovana i z chlorofylu fotosystému | (PSI)
(Pfundel, 1998). OvSem za velmi nizké teploty (<I®6pochézi velk&ast emisniho zéni

z PSI (Strasser a Butler, 1977).

Obr.2 Fluorescedni emisni spektra
listu tabdku 20 minut
preadaptovaného na tmu po oeai
t =1s - m¥reni 1 vtéinu po ozéeni
UV-A zaenim (340nm)

t = 300s - ngieni 300 sekund po
ozé&eni aktinickym z&nim
(Bushmann et al., 2000)
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Zastoupeni modré &rvené fluorescence byva odliSnéuanych druli rostlin (Langet al,
1991), tiznych jedind i v ramci jedné rostlinyi jeji ¢asti.

Z listového mezofylu je emitovanaqvazre cervena fluorescence, proto&etné chlorofyly a
karotenoidy zde modrou fluorescenci reabsorbuji.ofdlt intenzita modro-zelené
fluorescence je silnaiedevsim v hlavnich cévach listu a v epidermis, kderozdil od

mezofylu neni vyjma sracich bugk chlorofyl zpravidla pitomny (Langet al, 1994;



Langsdorfet al, 2000). Ze stejnéhotodu vykazuji vysSi miru modro-zelené fluorescence
etiolované listy, zatimco v zelenych listech jd jgjra podstathnizSi (Stobeet al, 1994).
Rozdilné intenzity modro-zelené &ervené fluorescence jsou deb pozorovatelné u
panaSovanych ligf kde v zelené oblasti s vysokym obsahem chlorogyléarotenoid je
vysoka intenzitatervené fluorescence a zaraveizka intenzita fluorescence modre, oproti
tomu bilé pruhy vykazuji vysokou intenzitu modrdeze® fluorescence na ukor fluorescence
cervené (Lenlet al, 2007). Porovnéani intenzity modr&ervené fluorescence se vyuzivia p
odhalovani psobeni #tiznych stresovych faktdr Touto problematikou se podraiin

zabyvam v kapitole 3.2.1.3.1.

3. Fluorescence chlorofylu

Po absorpci kvanta stelného z#eni gejde elektron molekuly chlorofylu ze zakladnihg)(S
do excitovaného ebo ) stavu. Ten je vSak velmi nestabilni a elektropigdan na dalsi
molekulu nebo fejde do zakladniho stavu a energie vznikajfcipfechodu z excitovaného
do zakladniho stavu je vyigna.

Po absorpci kvanta &telného zgeni molekulou chlorofylu dojde kjednomu é&hito
konkurergnich pochod :

1) energie fotof je vyuZita pro étosyntézu

2) energie fotof je vyz&ena v podob cerveného z&ni s vinovou délkoudtSi nez 650 nm —
fluorescence

3) energie fotof se rozptyli na teplo disipace(obr. 3)

Tyto tii procesy si nhavzajem konkuruji, pokles zastougakéhokoli z &chto deexciténich

proces se projevi vaistem zastoupeni jiného (Govindjee, 1995).

Pouhych zhruba 3-5% absorbované energie jereppajako fluorescence, coz se jevi jako
zanedbatelné mnozstvijigsto diky zminam fluorescence ifieme usuzovat na zmy
acinnosti fotochemickych reakci primarni faze foto®py. V @ipac, Ze je intenzita
fluorescence nizka,¢innost fotochemickych reakci primarni faze fotogynyt je vysoka a
naopak (Krause a Weis, 1991).



Obr. 3 Schéma vyuziti excitai
energie v molekule S,
chlorofylu reakniho centra PSII.

S predstavuje z&kladni singletni stav,
S, S singletni excitované stavy,
horizontalni linky znazaji vibracni
stavy uvedenych energetickych hlac
pro rizna vibrani cisla (v pro
zakladni stav, V' pro excitované stavy
vertikalni  Sipky znazauji rizné
kvantové procesy (Sipky &rmem
nahoru: modra - absorpce modréh
z&eni, cervena - absorpceéerveného
z&eni, Sipky sw@rem dolu: Zlutq -
disipace, cervena - fluorescence
zelend horizontélni Sipkaredstavuje 5
chemické reakce &elné faze _ -
fotosyntézy a oranZova horizontah ="
Sipka nabojovou neutralizaci Chl
elektrony dodavanymi komplexerp$tim vodu. (upraveno podle Rakeé&, 2006)
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3.1. Fluorescence chlorofylu na arovni fotosystériu

3.1.1. Fluorescedni induk éni kiivka

Fluorescence chlorofylu je dynamicky jev, jeji imtéa v pfibéhu ¢asu nabyva tuznych
hodnot. Tyto zminy poprvé pozoroval v 30. letech H. Kautsky, pod#z byly zmeny
kvantového vyzku fluorescence ¥ase pojmenovany jako Kautského efekt. Zazn&hto
zmén se nazyva fluorescemi indukeni kiivka (FIK) (Obr. 4). Analyzou fluoresceéni
indukéni  kiivky ziskame soubor fluoresa@arich paramed. Vezmeme-li v Uvahu
antiparalelni vztah fluorescence chlorofylu a vyiuénergie z&eni ve fotosyntéze, poskytne
ndm fluorescetni indukeni kiivka a fluorescetni parametry jak kvalitativni, tak
kvantitativni informace o fotosyntéze. Pomoci flegrednich paramefr muze byt

fotosyntéza popisovana v zavislosti fanych podminkach (Rokék a Bartak, 1999).

3.1.2 Uréeni fluorescernich parametri metodou saturanich pulzi
NejcastjSim zpisobem vyuziti metody &ieni fluorescence chlorofylu je sledovani reakce na
oz&eni u rostlin (lish) adaptovanych na tmu. Byvaji pouzivany fluorimepmacujici na

principu pulsni amplitudové modulace (PAM) (Scheziégt al, 1986).



V listech adaptovanych na tmu jsoti pz&eni slabym modulovanym #&nim vSechna
reakini centra PSIl reoxidovana — ,otena“, mize byt tedy zaznamenan minimalni &gk
fluorescence chlorofylu ¢ Hodnota & je konstantni, nezavisla na fotosyntetické aktivit
Po oz#&eni vzorku kratkym satuéaim pulzem dojde k redukciétsiny elektronovych
akcepto@t v PSIl — reakni centra PSII jsou ,uzdgna“, coz se projevi prudkym viatem
fluorescence chlorofylu @em 100 — 200 milisekund), ktery byva povaZzovamzimalni
(Fm). Rozdil mezi |y a K je ozn&ovan jako maximalni vgZek variabilni fluorescence
chlorofylu v temnoti adaptovaném stavu(J

Po zapnuti aktinického #ni dojde ot k redukci reaknich center a fluorescenceéhem
jedné vtéiny prudce vzroste. Nasleduje aktivace fotochengbkproces (3 — 5 s), kdy je
energie excitovanych elektrdn postup® ukladana do vysoce energetickych vazeb.
Fluorescence v rozmezékolika (obvykle 15-20) minut klesne na Urdivektera se jiz dale
neneni a byva ozn&gvana jako fluorescence v ustaleném stayu (F

Aplikaci metody satugmiho pulzu na rostlinu umigtou na sétle mizeme analogicky jako
v temnot@ adaptovaném stavu ditr minimalni (R'), maximalni (ky‘) a variabilni (K‘)
vytéZek fluorescence ve &elné adaptovaném stavu (Ratek a Bartak, 1999).

Do dnesni doby bylo definovano velké mnozstvi fasmeknich parameftr, coz mnohdy
vede k neporozu#mi. Objevuji se protdetné snahy tyto parametry redukovat, odstranitidvoj
pojmenovani pro tentyZ parametr a cekkajednotit nomenklaturu. Z tohotoivbdu je
mnohdy vyhodné pouzivatizné relativni parametry, tj. jejich pény (Maxwell a Johnson,
2000; Rohéek, 2002).

Obr. 4 Fluorescedni indukni kfivka

zaznamenana qu_orlmetr?m P:AM 2(?00 na |I§ i _ gGﬂT_PE_ngD_
fazolu. Dark period ozraje casové obdobia ”

kdy byla rostlina ponechana ve dmlight FPIP Fa(®
period je casové obdobi, kdy byla rostlini 08 \
ponechana na stle (fotosynteticky aktivnigg |
faze), dark relaxation jeasové obdobi, kdy@ o4 |
byl vzorek opt presunut do tmy; +MR/-MR
oznauje zapnuti  / vypnuti &ficiho zé&eni l[
(oz&enost povrchu < 0,1zmok, mi? sb); = %47 M
+AR/-AR zapnuti / vypnuti aktinickéhoreai i L ’ %
(290 zmok, m?s"); SP aplikaci saturaniho & 02t o Fs e
pulzu (cca 250Qumok, m” s*); FR se Sipkou £ f (- L ey
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ALIZED Chl FLUOR
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a seznamu pouzitych zkrat@oha‘ek, 2006) HIMESCALE ]
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3.1.3. Fluorescetni zhaseni

Pr vzrastu vyuzZiti excitani energie ve prosph fotochemickych reakci primarni faze
fotosyntézy dochazi k poklesu ¥yku fluorescence. Tento jev byva oZo@dn jako
fotochemické zhaseni.

Je-li excit&ni energie vyuzivana k jinym nez fotochemickym @gim, jedna se o zhaseni
nefotochemické. Nefotochemické zhaSeni zahrnujé. nggvéeni pH-gradientu, ne#gou
disipaci energie na teplo, fosforylaci mobilnicktisbirnych komplex FS 1l a fotoinhibici
realkénich center FS Il (Rolkkék a Bartak, 1999).

V ptipact fotoinhibice byla prokadzana pozitivni korelace mleadnotou nefotochemického
zhaSeni a koncentraci zeaxafitwlistech, tedy i fima souvislost s xantofylovym cyklem
(Demmiget al, 1988).

Oba typy zhaSeni vedou k poklesu fluorescence mepbytné je dokazat od sebe odliSit
(Walters a Horton, 1991), k tomu slouzi metodarsaiich pulzi (Bradbury a Baker, 1984;
Schreibert al, 1986).

Zmeény zastoupeni fotochemického a nefotochemickéh@ettidslouzi jako dobry indikéator

stresovych podminek poskozeni rostlin (Ritchie, 2006).

3.2. Vliv anatomie rostlin, v&§Sich podminek progedi a stresovych faktdrna fluorescenci

chlorofylu

Rostliny jsou vystaveny #émicim se podminkam pragsti a velkému mnoZstvitipodnich
biotickych a abiotickych strés VétSina stresovych faktar piimo ¢i negimo omezuje
kapacitu rostliny vyuZivat energii fotbnpro fotosyntézu a modifikuje jeji optické a

fluorescexini vlastnosti.

Méeieni fluorescence chlorofylu vigséhu indukéni kinetiky poskytuje aktualni informace o
poklesu aktivity fotosyntetického aparatu listusteesovych podminek, byva proto v posledni

dokz k detekci stresu statastji vyuzivano (Lichtenthaler, 1996) .

Kratkodobé stresy s dobouigpbeni v rozmezi &kolika minut aZz gkolika hodin gimo
naruSuji fotosyntetickou aktivitu, vliv stiesdlouhodobych, fsobicich na rostlinu &kolik
dni i déle se mize projevovat také poklesem obsahu chlorofylu tulig¥i odhalovani
stresovych faktdr je tteba brat v potaztgobeni mirnych strésneba’ se jim rostlina mze

prizpusobit a na fluorescenci chlorofylu se nemusi piibj@apageorgiou a Govindjee, 2004).
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Za optimalnich podminek je vyrazn vétSi cast energie zéni absorbovaného
fotosyntetickymi pigmenty vyuZita pro fotosyntézeznza podminek stresovychug®beni
stresovych faktdr zpisobuje vySSi vyuZiti energie pro vznik tepla a feszence (Krause a
Weis, 1991).

PrestoZze odhalenitgobeni stresového faktoru na rostlinu je pomodaréacence chlorofylu
relativre snadné, je mnohdy nemozngegré odhalit, o ktery konkrétni stresovy faktor se
jedna. Sledovani fluorescence chlorofylu nam pomatdhalit intenzitu a dobu trvani
pusobeni nefiznivych podminek a dZeme jeji pomoci dkteré stresory vylatit, ¢asto je

vSak zapatbi ji doplnit i rgjakou jinou metodou (Papageorgiou a Govindjee, 2004

Bylo prokazano, Ze fluorescenci chlorofylu mohoudifikovat i odchylky metabolickych
reakci, o kterych se soudi, Ze s fotosyntézou miggouvisi.

To dokazuji napiklad pokusy s Imazapyrem (herbicid, ktery inhibty@rbu postrannich
fetézci nekterych aminokyselin a neni ugjnocekavan pimy efekt na fotosynteticky
elektronovy transport) (Barbagalk al, 2003). Fluorescence chlorofyluiie byt tedy rovéz
vyuzivana za €elem odhalenitiznych metabolickych odchylek. Myslim vSak, Ze jeamem
pravdEpodobrjsi, Ze jejich souvislost s fotosyntetickym apamatspiSe zatim pouze nebyla
prokazana nebo byla podéea.

3.2.1. Nefastji vyuzivané parametry

Pri snaze odhalitjsobeni stresového faktoru byvaji sledovadkteré parametry souvisejici
s indukeni kinetikou, pondry intenzity fluorescence wiznych vinovych délkach a koeficienty
nefotochemického zhaSeni. Prozma n&feni jsou obvykle zaptdbi izné metody a je
nemozné stanovit jediny univerzalni parametr, kigryednoznéné popsal fyziologicky stav
rostliny nebo alespotak slozity proces, kterym je fotosyntéza.

Ja se zagfim pouze na parametry, které byvaji ke sledovaniofygického stavu rostlin
v reakci na nefrznéjSi okolni podminky vyuzivany n&gstji, za tyto parametry, dle ndn
dostupné literatury povazuji konkrétsledovani poklesu intenzity fluorescenceyzia k
(Rrp), zjistovani maximalniho kvantového ¥yku PSIl pomoci weni pomgru Ry/F, a

porovnavani intenzit fluorescence s maximyizné vinové délice.
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3.2.1.1. Urovanicisteho vy#zku fotosyntézy pomoci ,fluorescence decrease“ratio

Rychly nist a pomaly pokles sttem indukované fluorescence chlorofylu (Kautskétfiekt)
je pozorovatelny pouze za optimalnich podminek. HAoetm stresu, kdy je fotosynteticka
kvantova konverze naruSena nebo @pirhibovana, intenzita fluorescencéstava vysoka a
pokles jejich hodnot zy- na K je mérk vyrazny, pomaly nebo chybi Gugln(Obr. 5)
(Lichtenthaleret al, 1998; Ritchie, 2006).

Seedling Condition
— Healthy —
Fm=Fo+ Fy === Stressed

2.04

Obr. 5 Indukni kivka fluorescence
chlorofylu

PIna c¢ara predstavuje  rostlinu
v optimalnich podminkach/gruSovana
cara predstavuje rostlinu pod vliven
stresu.

Fo Fm, Fv, Fs— popis v seznamu zkratel

(upraveno podle Ritchie, 2006) U Fo
=1 e e e

0.5+

Relative Fluorescence

Z davodu snadgsiho vyjadeni miry poklesu intenzity fluorescence z fa ks byl zaveden
parametr Ry (,fluorescence decrease ratio"), ktery se Wipijako podil 5 a ks piicemz b
odpovida poklesu fluorescence ¢ Ra Fs (,fluorescence decrease”), tedy

Rep =Fp/ Fs

piicemzFp = Fy — Fs

Tento parametr byva téZ povazovan za index vitadisgliny.

Cim vyrazrjsi je pokles z i na Fs, tim vy33i je i hodnota d3. Pokles hodnoty B byva
sledovan v reakci na@zné suboptimalni podminky.

S hodnotou R, piimo koreluje vygZekcisté fotosyntézy (&) (Lichtenthaler a Miehé, 1997).
Hodnota Rp je nagiklad vysSi u slunnych ligt(3 - 5,5 pro pla funkéni zelené slunné listy
na gimém os¥tleni) nez u lisi stinnych (1,2 - 2,7 pro pinfunkéni zelené stinné listy ve
stinu), coz odrazi jejich vyssi fotosyntetickouikd (Lichtenthaleret al, 2005a).

Korelaci s fotosyntetickou aktivitou vykazuje t&noduchy powr Fy/Fs, ktery ve srovnani

s parametrem § nabyva vysSich hodngObr. 8)(Lichtenthaler a Babani, 2000).
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Jelikoz fotosynteticka aktivita txe byt odliSna i v ramci jednoho listu, neni vhodimét i
meéteni v Uvahu pouze jediny listovy bod (,point dataasurement”), kteryiidkakdy byva
reprezentativni pro cely list (Buschmaet al, 2000; Bakeret al., 200). Na psobeni
stresového faktoru totiz nereaguje kazdést listu stejid rychle a citliw, a vznikaji tak
gradienty oblasti liSicich se fotosyntetickou wkbiu. OdliSna intenzita fluorescence je
zaznamenatelna kiifgladu i srovnani Sgiky listu stapikem nebo okrajse stedem listu.
Napiklad vliv vodniho stresu na fluorescenci chlorafyje po Sesti hodinach disb
pozorovatelny na listovych okrajich zatimceest listu vodnim stresem nebyl jg&vlivnén
(Lichtenthaler a Miehé, 1997). Z tohéwbdu by ngreni fluorescence chlorofylu jen jediného
listového bodu by stres nemuselo ihned odhalit.

Zobrazovacimi metodami, kdy jerR spa&itdn pro kazdy listovy bod (pixel), ie byt
znazorrna heterogenita fotosyntetické kapacity v rameolié plochy (Obr. 6).

O W 500

Obr. 6 Zobrazeni fluorescence chlorofylu F690 na listtag¥olus vulgaris. Nagfieny byly
parametry by a Fs. Pro kazdy pixel byla vyptidna a zobrazena hodnotadR Fluorescence
kazdého pixelu byla znazema faleSnymi barvami od nuly (modrd) po vysokounotal
fluorescence dervend). V pipadé zobrazovani R byla faleSnymi barvami zobrazena jeho
absolutni hodnota. (Lichtenthaler et al. 2005b)
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Pro dobré grafické znazami byvaji rovieZz casto pouzivany histogramy, které zobrazuji
frekvenci distribuce fluorescence chlorofylu pr@, Fs, Ru/Fs ¢i Rep pro kazdy nsieny pixel
(Obr. 7) (Lichtenthaleet al, 2005b).

DalSi moznosti jak zobrazit hodnoty fluorescenclercliiylu v prostoru je profilova analyza
urciteho fluorescetniho parametru. Profilova analyza je vybornym fiemtkem pro detekci
gradienti v hodnotach paramétifluorescence chlorofylu a fotosyntetické aktiviBrofil je
zaloZen na konkrétni informaci kazdého listovéheefpi nagic listem (Obr. 8) (Lichtenthaler
a Babani, 2000).

Obr. 7 Histogram zastoupeniiznych

hodnot Rp pro vSechny pixely listu dokazuje
vySSi hodnoty parametru-Ru slunnych

listzz. (upraveno podle Lichtenthaler et al.,
2005b)

FREQUENCY

Fm/Fs
Obr. 8 Profil hodnot fluorescefmich parameti
Reo a Fu/Fs napfic¢ listovou plochou. Profil je
zalozen na konkrétni fluoresemimn informaci
z kazdého z 5000 listovych pixe{upraveno podle

Lichtenthaler a Babani, 2000) 0Lt
0 200 400

Pixel number of the image

Fluorescence ratios
[ ]
—
i i 1 " 1 "

—ee )

3.2.1.2. Sledovani poklesu maximéalniho kvantovét¥ku PSIl v reakci na suboptimalni

podminky progtdi pomoci poemu F/Fy
DalSi metodou jak odhalit vliv néjzrejSich faktofi na fyziologii rostlin pomoci fluorescence

chlorofylu je sledovani po#énu R/Fy a nasledné deni maximéalniho kvantového wku
efektivity PSII.
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Pomér R/Fv nazyvany jako maximalnici( potencialni) kvantovy vy¥ek fluorescence
chlorofylu v temnota adaptovaném stavu nebo téZz maximalni kvantovyzeft efektivity
PSIl poskytuje pesny odhad fotosyntetické aktivity. (Papageorgio@avindjee, 2004).
Vykazuje silny kvantitativni vztah s asimilaci €@ tedy i fistem rostliny. Rov&¥ byvaji
sledovany cyklické zgny jeho hodnoty v gib¢hu dne a roku (Edwards a Baker, 1993; Ball
et al, 1995). Je to iezity a snadno #fitelny parametr fyziologického stavu
fotosyntetického aparatll rostlin adaptovanych na tmu nabyva hodnot 0,085. Risobeni
stresovych faktdr hodnotu tohoto parametru sniZuje (Petemsioal, 2001).

Jeho pokles byvéasto sledovan vigledku vzfistu nefotochemického zhaseni v souvislosti
s fotoprotektivnimi mechanismy, jak podr@prpopisuji nize.

V nékterych gfipadech je row vhodné pouzivat pon R/Fy, nag. sledovani vlivu salinity
(Ranjabarfordoeet al, 2006).

Pokles kvantového v§tku PSIl a hodnoty F byl zaznamenan ip vystaveni rostliny

stoupajicim intenzitdm o#@nosti (Obr. 9).

—~
QD
=~
—~

O
N—r

0.8

| llndda

60 1000 2000 3000 0 1060 1380 1700 2070

(_

[ ]
w

Quantum yield of PSII

Iradiance (umol m2s) PAR irradiance (umol nr2s) PAR

Obr. 9 Zmeny kvantového wyzku PSIl (a) a  (b) nepoSkozenych listponechanych 15
minut za teploty 24°C pod vlivemi/eai o tiznych intenzitach (1060, 1380, 1700, 2070, 2530
mol.m?.s* PAR). Jako kontroly byly pouZity listy é@aané z&enim o nizké intenzit60
mol.m?.s* PAR). Fluorescence bylaéiena ihned po ozéni (kvantovy v§tek PSIl na
obrazku (a) a F— bilé sloupce na obrazku (b)) a po 30 minutovéptata na tmu (F — Sedé
sloupce na obrazku (b)). V grafech byly pouzityinprné hodnoty zecty/ nezavislych
experiment. (Sanchez a Quiles, 2006)

Pokles maximalniho kvantového ¥gku PSII ngfeny pomoci uteni parametr R,/Fy vznika
v disledku fotoinhibice a je ffmo ungrny mnoZzstvi zeaxantin ve sledovaném vzorku
(Bilger a Bjorkman, 1994). Viast nefotochemického zhaSeni v souvislosti s foibioh

zpisobenou nadmnym oz&enim (Demmig a Bjorkman, 1987) je debpozorovatelny
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v pribéhu dne, kdy v polednich hodinach rostlitgli vysSi intenzit oz&enosti (Obr. 10).
Patrny rozdil byl zaznamenatii porovnavani svrchnicbasti porostu, které jsou vystaveny
intenzivréjSimu  zd&eni neZz jeho spodnicasti, a Bhem dne vykazuji vigledku
fotoprotektivniho mechanismu vyragéi poklesy v hodnét Fv/R, (Papageorgiou a
Govindjee, 2004).

Po vystaveni rostlin vysoké intenzibz&enosti byla rovéZ prokazana odliSna reakce
chloroplast ve svrchni vrst burek palisadového parenchymu oprotiikém umisinych ve
vrstvé hlubSi. Chloroplasty, nachazejici se wkéach, které byly vice vzdaleny od povrchu
listu, byly zvySenou iradiaci ovliamy mnohem méh v dasledku nizSi hodnoty
fotochemického zhasSeni a vykazovaly vysSi fotogigkieu vykonnost. Je tedyatezité zvolit
takovy zmisob ngfeni fluorescence chlorofylu, aby vysledky byly egentativni pro cely
vzorek (v tomto fipadt list) a nejen pro jeh@ast (svrchni stranu) (Lichtenthalet al,
2005a)

Z+A

Obr. 10 Znézoreni hladiny zeaxantinu a
anteraxantinu (Z+A), nefotochemického zhaseni
(NPQ) a stupa efektivity PSIlI ped svitanim a po
setmeni (R/Fy) a kehem vystaveni slutieimu zéeni
(FV/Fm).  Vpoledne je  rostlina  vystavena
nadn¥rnému ozé&eni, coz ma za nasledek #&sr
nefotochemického zhaSeni a ré&¥npokles hodnot
Fy/Femand F/Fy poneru FJ/Fy ¢ FV/Fy'. (Papageorgiou a
Govindjee, 2004)

dawn noen dusk

Po vystaveni rostlin nedostatku vody dochazi k irdav piduchi, z tohoto dvodu je
omezen fisun CQ, nejsou zapéebi produkty sttelné faze fotosyntézy a wvisledku
nahromadni prebyt&né energie rize dochazet k poskozeni fotosyntetického apardsikt(e
je tedy ve vysledku podobny jak® pystaveni rostliny nadémné oz&enosti) (Grzesiakt al.,
2007). Po kratkémisobeni vodniho stresu obvykle ihned nedochazi &angSimu poklesu
maximalniho kvantového wiku efektivity PSII (F/Fv) (Lu a Zhang, 1999), pockolika
dnech vSak v souvislosti s vyraznym poklesem vaapibtencialu je jeho pokles jiz znatelny
(Koscielniaket al, 2006).
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Meienim fluorescence chlorofylu bylo prokazano, Zel@oKotosyntetické aktivity nemusi
byt zpisoben uzatenim reaknich center PSII, ale je @poben vziistem nefotochemického
zh&sSeni(Martinez-Carrascet al.,2002), které niwze stoupnout z 15% na 47%, a chrani PSII
pied poskozenim nadbyisou energii (Koscielniakt al, 2006).

Je-li parametr §/Fy vynasoben proporci ot&anych rea&nich center, ziskame efektivni

kvantovy vygzek fotochemickych reakci PSibgs)) (Maxwell a Johnson 2000).

Pokles maximalniho kvantoveho ¥¥ku efektivity PSII v dsledku gisobeni vodniho stresu
je také mnohem vyra#jsi u dosglych rostlin nez u rostlin mladych a vznika re¥n
v dasledku nefotochemického zhaSeni, které je inted@vru rostlin starSich (Xwet al,
2008).

Nekteri autdi nepovazuji za vyhodné tento parametr vyuzivat otiebeodrazi vliv
kratkodobého fisobeni stresovych fakibrtak spolehli¢ jako parametr B, a pisobeni
stresovych faktdr jeho hodnotu ovlituje pomaleji neZz hodnotu parametrugpR

(Papageorgiou a Govindjee, 2004).

3.2.1.3. Porovnavani intenzity fluorescence s maximizné vinové délce

K detekci stresu byva krainsamotné fluorescence chlorofylu r@énhojné vyuzivano i
sledovani modro-zelené fluorescence a naslednévm@vani a vypéty ponera intenzit
raiznych fluorescefnich maxim. Najas€ji vyuzivanymi pongry jsou BF/ChIF (porér
intenzity modro-zelené fluorescence a fluoresceratdorofylu), F690/F735 (poem
kratkovinnécervené fluorescence s maximem o vinové délce k@@fnm a dlouhovinné
cervené fluorescence s maximem o vinové délce kaldmnm), F440/F520 (pain modré
fluorescence s maximem o vinové délce kolem 440anrelené fluorescence s maximem o
vinové délce 520 nm) (Schweigetral, 1996; Langet al, 1996; Lichtenthaleet al, 1996).

3.2.1.3.1. Porovnavani intenzity kratkovinné a dimeinné fluorescence

Jednoduchym numerickym vyj@ghim porovnani intenzit kratkovinné a dlouhovinné
fluorescence chlorofylu je pamF690/F735.
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Tento pondr byva fizny u iznych rostlin a jeho hodnota gasto ng¢ni i v ramci jednoho
listu. S rostoucim obsahem chlorofylu ve sledovarsdi listu dochazi k vyrazjsimu vzistu
fluorescence v oblasti s emisnim maximem o vinoe&el 735 nm, zatimco fluorescence
s maximem o vinové délce 690 nm stoupa jen minimalfyto casté rozdily byvaji
zpasobeny pevazr reabsorpci emitovanéhderveného kratkovinného fluoreseéaiho
z&eni, ktera je nasledkentgkryvajiciho se absotpiho a emisniho spektra chlorofylu. Je
tedy logické, Zze mira reabsorpce bud&Siv v oblastech s&Sim obsahem chlorofylu
(Lichtenthaleret al, 1986). Na zakladtéto znalosti byva poén obou maxim emisniho
spektra chlorofylu vyuZzivan jako indikator obsahhblocofylu (ktery miZze byt snizen
v dasledku misobeni stresovych fakigra fotosyntetické aktivity (Lichtenthalet al, 1990;
Dambrosicet al, 1992; Gitelsoret al, 1998).

Casto byvéa pokles hodnoty pém F690/F735 sledovan viihu vyvoje mladych list, kdy
v souvislosti s firozenymi zngnami v ontogenezi dochazi ke zvySovani obsahu afylor

v listu (Obr. 11) (Halet al, 1990; Sestak a Siffel, 1997).

Emisni spektrum je v pbéhu vyvoje rostliny roviZz ovlivnéno stéim jednotlivych
chloroplast, formaci a degradaci fotosyntetického aparatukié&int zménami v pigment-
proteinovych komplexech a elektronovém transportiggzci. Rozdily fluorescencdiznych
vyvojovych stadii mohou byt leckdy napa&i nez i porovnavani stresovanych a
nestresovanych rostlin, je proto nutné vyvojovdistaostlin ve vyzkumu zohlednit. (Sestak a
Siffel, 1997)

Pokles hodnoty po#nu F690/F730 viksledku zvySovani obsahu chlorofylu byva téz
pozorovan fi zelenani etiolovanych rostlin (Stober a Lichtexdn, 1992; Babanet al,

1996), jeji ast zase se z&nou barvy list v pribéhu podzimniho rozkladu chlorofylu

(Dambrosicet al, 1992).

' Obr. 11 Fluorescedni emisni spektra jehlic Abies
P alba pro rostliny odliSného stha obsahu chlorofylu

H 740 méifena v ustaleném stavu.

N 1 — mladé sitle zelené jehlice — intenzita fluorescence
i T chlorofylu je nejvySSi, ftiZeme pozorovat vyrazn

T vy33i hodnoty v oblasti s maximem o vinové délce

690nm

2 — zelené jehlice

3 — plrg vyvinuté tmay zelené jehlice — nejnizsi
hodnota porru F690/F735 (Lichtenthaler et al.,
1986

fluorescence [rel.unitsl

640 680 720 760 800
wavelength {mm]l
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Vyrazné rozdily mezi tvarem emisniho spektra bylyn€Zz zaznamenanyipporovnavani
adaxiélni (svrchni) a abaxialni (spodni) strantuli®\daxialni strana je t¥ena palisddovym
parenchymem, ktery je sloZzen &3$iho p@tu burek nez spongiézni parenchym, ktery itivo
stranu abaxialni. Abaxialni strana obsahuje ¢némlorofylu, a proto je Zz&ni emitované
jejimi chlorofyly méré ovlivnéno reabsorpci. Z tohoddodu je intenzita fluorescence
chlorofylu pochazejici z abaxialni strany vySSiy&si je i hodnota po#énu F690/F735 (Obr.
12) (Dambrosicet al, 1992).

Obr. 12 Schéma ukazuje

reabsorpci cervené DEIECtiqn
fluorescence chlorofylu (upper leaf side)
v bifacialnim listu.

Fluorescewdni emisni |j
spektrum chlorofylu (na
obrdzku cervery) se
prekryva s absornim
spektrem chlorofylu (na
obrazkucerné). Reabsorpce
zavisi na hustétchlorofylu
a jeji vyssi mira je
zaznamenana /p detekci
fluorescence chlorofylu ze
svrchni strany listu, kde je
vy8Si  obsah  chlorofylu
v buzkach palisadového
parenchymu. Oproti tomtu & 0 780 500
mensSi mira reabsorpce j (lower leaf side)
zaznamenana na spodni

strarg listu, kde se ve spongioznim parenchymu vyskytége chlorofylu. (Buschman, 2007)

Chlorophyll Re-absorption /

Fluorescence

Emission

Re-absorption

Emisni spektrum je row ovliviovano strukturou listu (i kdyZz v porovnani s vlivem
mnoZstvi chlorofylu podstatrmére). Nez se excitani swtlo dostane na misto absorpce musi
nejprve proniknout listem. Struktura pletijtpmnost a velikost mezibgénych prostor tedy
ovlivauji i fluorescenci (Virgin, 1954Buschmann 2007). MnoZstvi chlorofylu ve vzorku je
vSak zodpowdné za 92% rozdil v hodnotach posru F690/F735 (Gitelsomt al, 1998),

tudiz vliv anatomie listu je jen maly.

VySe jsem uvedladkolik dikazi o vztahu tvaru emisniho spektra fluorescence ohflr a

poneru F690/F735 na obsahu chlorofylu. ddeomeni si této zavislosti je veliceutkzité,
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neba’ stres a izna posSkozenikasto souvisi s poklesem mnozstvi chlorofylu. Nicénén
koncentrace chlorofylu se ami pomalu v reakci naiené vnitni a vrgjSi podrety, takze
ponmer F690/F735 nerive byt dle gkterych nazok vzdy povaZzovan za vhodny indikator
raného stresu, neni-li provedengjaké dophujici méteni (Valentini a kol., 1994).

Hodnota pordru F690/F735 ovSem neni zavisla pouze na obsalwiofylu, ale reaguje na
meénici se podminky prosdi. Zneény v hodno¢ poméru mohou vzniknout vitsledku zrgny
optickych vlastnosti listu, néppti pohybu chloroplast v reakci na vysoké intenzity ozi.
Zarove byl rast hodnoty poréru F690/F735 zaznamenan s rostouci mirou asimi&ge Je

tedy Zejmé, Ze tento poén odrazi i fotosyntetickou aktivitu. (Valentiet al, 1994).

Hloubka pfiniku excit&niho zdeni listem zavisi na jeho vinové délce. Modréena totiz
muze byt absorbovano i karotenoidy, a tak neprorakahiuboko do listového mezofylu jako
napriklad z&enicervené.

Propustnost zéni listem stoupa sjeho rostouci vinovou délkéarvené zgeni listem
pronikne snaze nez imni modré). Proto fluorescence chlorofylu excit@vamervenym
z&enim pochéazi z hlubSich vrstev listu nez fluoreseechlorofylu excitovana ¥énim
modrym. Ri praniku listovym pletivem z hlubSich vrstev gram k povrchu byva s&Si
pravdpodobnosti reabsorbovana, coZz ma za nasledek easlaltenzity emitovaného &ni

v oblasti kratkovinnéh@erveného z&ni oproti intenzit dlouhovinnéhaierveného zéni a
tedy i pokles hodnoty po#ru F690/F735Agati, 1998; Buschmann, 2007).

3.2.1.3.1. Vyuziti porgru modro-zelené fluorescence a fluorescence chilorof

Pomér modro-zelené fluorescence a fluorescence chlrpfyzn&ovany jako BF/ChIF je
nékterymi autory povazovan za citfjgi indikator stresu nez pamF690/F735 (Schweiger
et al, 1996; Langet al, 1996). Ke zji&ni intenzity pouze fluorescence chlorofylu pdsta
jako excit&ni z&eni zdeni modré, p s zji¥ovani intenzit modro-zelené fluorescence spolu
s fluorescenci chlorofylu je p@tba jako exciténi z&eni pouZzit z&eni o vinové délce v UV
oblasti.

Rostliny vystavené stresovym podminkam akumulgpsermis UV absorbujici latky (nap
ferulové kyseliny, fenolické latky) (Beggst al, 1985). Ty fisobi jako filtr, ktery za
stresovych podminek chrani rostlingegd pfinikem nadbyténého zé&eni do mezofylu, kde by

mohlo poskodit fotosynteticky aparat. Proto jsowifldad slunné rostliny (ale i rostliny
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péstované venku oproti rostlinanégiovanym ve skleniku) chrémy pied UV z&enim lépe
nez rostliny stinné (Schweiget al, 1996).

Nekteri autdi rast hodnoty poréru BF/ChIF vys¥tluji jako disledek vyrazného vistu
modro-zelené fluorescence zatimco fluorescencerafiyla roste podstathmére a tedy i
hodnota poréru BF/ChIF stoupéa (Langt al, 1996). Jini autd zase zaznamenali pokles obou
typa fluorescence, avSak mnohem vyrggn v éervené oblasti emisniho spektra rostliny,
nicméré hodnota poreru BF/ChIF fluorescence stoupa téz (Stodteail. 1993).

Vzrast hodnoty BF/ChIF byl prokazan rnap disledku nedostatku vody (Lareg al. 1996),
poklesu teploty (Bonget al, 1994), msobeni nadirné oz&enosti v dob ristu rostliny
(Stoberet al, 1993) napadeni patogenem (Ludeddeal, 1996).

Pomeér BF/ChIF je povaZzovan za jeden z nejcijich indikatoéi pasobeni stresu vidledku
nedostatku dusiku (Heiset al, 1996).Rostliny gstované fi nedostatku dusiku obsahuji
mnohem meé# chlorofylu, coz vede k poklesu intenzity fluoresce chlorofylu celého listu.
Zarover maji vyssSi obsah flavonbla ferulovych kyselin. Po o#ni UV-A excit&nim
z&enim je fluorescence chlorofylu u rostlinispovanych za nedostatku dusiku oproti
rostlinam s dostatkem dusiku pdtia, nebé vétSina UV zdéeni je absorbovana hned
v epidermis. Hodnota potru BF/ChIF je tedy vysSi u rostlinégtovanych za nedostatku
dusiku (Obr. 13) (Heis@t al, 1996; Langsdorét al, 2000; Lichtenthaleet al, 2005b).

NO N15

Obr. 13 Zobrazeni fluoresceéniho pondru
F440/F690 lisz cukrovérepy. NO — list rostliny
pestované za nedostatku dusiku, N — 15 — list
rostliny p’stované v fdé s vysokym obsahem
dusiku. Ke znzoeni byly pouzity faleSné barvy,
kde modra barva znamena nejnizSi hodnotu a
barva cervena hodnotu nejvyssi. (Lichtenthaler et
al., 2005b)

Fas0/Feso
0O 2

Byl zkouman také vliv nedostatku dusiku na hodmpatoéru F690/F735. Ta je vySsi u rostlin
péstovanych fi nedostatku dusiku, neth@ divodu mensSiho obsahu chlorofylu dochazi jen
omezeg k reabsorpci Z&ni o vinové délce 690nm (Tartachrgtkal, 2006).
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Strené vyjadieno, intenzita fluorescence chlorofylu klesa a tedgnota porru BF/RF
roste:
- PXi pasobeni stresovych fakiorv jejichz disledku dochézi ke ztgtchlorofylu a
karotenoid
- P akumulaci latek absorbujicich UVimhi v disledku stresu v epidermis, které
zabrauji praniku UV z&eni do mesofylu
Intenzita fluorescence chlorofylu stoupéa a tedyrtoad BF/RF klesa:
- Dojde-li kv disledku pisobeni stresového faktoru k blokovani elektronového
transportu a excitawi energie nefite byt vyuzita pro fotosyntézu. Roste tedy
intenzita fluorescence chlorofylu zatimco intenziteodro-zelené fluorescence se

nemsni.

Podle vySe zmimych vysledk je Z'ejmé, Ze mireni jediného fluorescéniho neposkytne o
méteném vzorku dostataé informace.

Do dneSni doby byl prozkoumén vliv ngrgjSich stresovych faktérna modro-zelenou
fluorescenci i fluorescenci chlorofylu a vysledkg sinohdy velmi zasadnlisi i u téner
shodnych pokus Rostlina odraziisobeni vSech okolnich faktoa snadno ighlédnuty vliv
jen jednoho z nich fze vést k Spatnému pochopeisiddii, které mohou vysledky &eni
fluorescence podstatovlivnit.

3.2.2. Detekce biotického stresu pomoci fluorescenchlorofylu

Vlivu biotickych stresak (patogeny virového, bakterialnihd houbového pvodu nebo
herbivai) na rostliny jsem se rozhodlaénovat samostatnou kapitolu, né&bobvykle

nepisobi ihned na vSechny rostliny v porostu ani nawcebstlinu. Fiznaky biotického stresu
se projevuji nejprve pouze naciych mistech nez dojde k jejich ro#sii, a proto i jejich

detekce sledovanim fluorescence chlorofylu vyZzathoghu odlisSné fistupy.

Zkoumani néasledk biotického stresu bylo vzdy problematické, nelgziologické reakce
rostlin se obvykle tzni v zavislosti na druhu rostliny i patogena. Katien¢ nedavnému
pokroku v porozurni ranym interakcim mezi patogeny a rostlinaisgElo praw pouzivani
analyzy fluorescence chlorofylu. 2my fluorescence chlorofylu byvaji zpravidla sledoya

v pletivu obklopujicim napadené misto (Guadlial, 2007).
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Variabilita odpoedi rostlin je Zejmé zpisobena fevazre interakci s ostatnimi
environmentalnimi faktory (napvirové infekce maji &si vliv na fyziologicky stav rostliny

pii nedostatku dusiku nebo vysokém &teni) (Balachandraat al, 1997).

Obvykle existuje ¥tSi mnozstvi variant, které parametry sledovat #igba u kazdého typu
infekce vybrat ten nejvhodjsi. Mohou byt sledovany n#glad zneny nefotochemického
zhéseni (Lohaust al, 2000) nebo zgmy fluorescenni indulkéni kinetiky (Peterson a Aylor,
1995).

Vliv na fyziologicky stav rostliny a fluorescenchlorofylu maji roviéz herbivdi. Efekt
napadeni neni patrny pouze na zkonzumovanych etdtjvale i na pletivech okolnich.
Pomoci fluorescence chlorofylu bylo prokazano, @eigeni fotosyntetického aparatu souvisi

s lokalnimi ztratami vody Zisobenymi hmyzim oZerem (Taegal, 2006).

Detekce onemoemi zengdélskych plodin zfisobenych vlivem patogena je stalieyazi
provadna vyhodnocovanim vizualnich projevTo je vSak ¢aso¥ nara@né obzvlast
v piipadt, kdy je poteba pekontrolovat ®kolik tisic sazenic, metody vyuZivajici
fluorescence chlorofylu maji potencial tento proegsdnodusit a urychlit (Ludekest al,
1996).

PrestoZze ¥tSina fluorimeth byla vyvinuta za &lem n@&feni fluorescence chlorofylu
zelenych pletiv s velkym mnoZstvim chlorofylu, mohbyt vyuzZivany i g méieni pletiv
s relativie nizkym obsahem chlorofylu napovoce, kde jsou v pbéhu zrani chloroplasty
z velké ¢asti degradovany. To bylo sledovano na bananecackBburnet al, 1990) ¢i
papaye (Broret al, 2004). Mienim fluorescence chlorofylu bylo prokadzano, Zelplbyvaji
fotosynteticky aktivni i v pibéhu zrani v obdobi po sklizni. Je tedy mozné naazikinéreni
fluorescence chlorofylu detekovat pksa dalSi choroby ovoce apobené nefiznejSimi
patogeny jestpred jejich SirSim rozgnim (Nedbaét al, 2000).

Vyuzivani fluorescence chlorofylu v zédglstvi se jevi jako velmi silny nastrofipdetekci
rostlin ¢i plodt napadenych patogeny je§iied viditelnymi projevy poSkozeni (Obr. 14) a
jsou vyvijeny fizné metody, jak fluorescenci chlorofylu vyuzit i@uatizovaném zé&eni,
které by bylo schopné identifikovat a odgtraat kugikladu napadené sazenice (Lidek&er
al., 1996)¢ci ovoce (Nedbaét al, 2000) jest pred projevem viditelnych Skod.
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Obr. 14 List Nicotiana tabacum po inokulaci viru tabakov@zaiky. Zleva doprava:red
inokulaci, 14 — 49 hodin po inokulaci. Prvfdda znazotuje intenzitu fluorescence o vinové
délce 440nm — modra fluorescence (extitazaeni — UV zéeni), druharada intenzitu
fluorescence o vinové délce 550nm (exaitazdeni — UV zéeni), feti rada intenzitu
fluorescence chlorofylu o vinové délce 690nm¢tvee ade jsou obrazky zachycené pomoci
RGB kamery, znazaujici okem viditelné symptomy (Lenk et al., 2007)

3.3. Délkovy piizkum pomoci fluorescence chlorofylu

VSeobecné snahy o monitorovani fyziologického steemgetace se v posledni dobbjevuji
¢im dal tim casgji. Davodem jsou mnici se environmentalni podminky souvisejici
piredevSim s rostoucim ztistenim Zivotniho prosedi a zarowe rostouci snahy o
maximalizaci vyno$ Udrody prostednictvim zaji&tni optimalnich podminek zeklskym
plodinam (nap cilené pihnojovani a zavlazovanicasné oSébvanici odstraovani rostlin
napadenych patogeny). Jako idealni nastroj préajéni fyziologického stavu vegetace se
jevi bezkontaktni délkovy pekum, je to totiz jedind technika uniagici monitorovani
vétSich oblasti porogt(Cecchiet al, 1994).

Do centra zajmu mnoha vyzkumnych skupin zabyvdjisie dalkovym pgizkumen vegetace
se dnes dostav&imé nereni fluorescence chlorofylu 2t&i vzdalenosti (Zarco-Tejad al.,
2000b; Ananye\et al, 2005), a to diky svému potencialu odrazdteré fyziologické funkce
rostlin a poméhat odhalit stres jedtied jeho viditelnymi projevy, jak bylo podrojn
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probrano v pedchozich kapitolach. Dalkéwsnimana fluorescence chlorofylu ré¢nvyrazré
koreluje s mirou fixace uhliku (Cartezt al, 1990; Gintheret al, 1994). Sledovani
fluorescence chlorofylu ma také potenciél pro si@ad kvality vody a uplagni naléza i v
oceanografickém vyzkumu (Papageorgiou a Govindiee4).

V nedavné dob byl zajem roviz soustedEn na néreni odrazivosti porost ktera poskytuje
dulezité informace o fyziologickém stavu rostliny, phiklad o obsahu fotosyntetickych
pigmenti (Haboudaneet al, 2002), v hodnoceni fotosyntetické aktivity jeakSmnohem
slabSim nastrojem nezépeni fluorescence chlorofylu. (Méthet al, 1994; Soukupovat al.,

2008). Pro ¥tSi presnost seasto ngii fluorescence a odrazivost seake.

Od dob objevu Kautského indirk kinetiky bylo fluorescence chlorofylu vyuzivano
v laboratornich podminkachipryzkumu fotosyntézy z fyziologického Uhlu pohle@Tecchi
et al. 1994). Jeji pouziti v terénnich podminkach je vBa&né komplikovargjsi. Venku se
totiz srostlinami neda manipulovat, v okolnimu slunénimu z&eni nemohou byt
v libovolnou dobu adaptovany na tmgi vystaveny modulovanému izmi, které se
v laboratornich podminkackie pouziva (Kolbeet al, 2005).

Méieni fluorescetniho zdeni v terénu je rowz problematické z tohoistodu, Ze jeieba ho
meiit oddklerné od odrazeného 8tla stejné vinové délky (Cartet al, 1996).

Presto byly vyvinuty mnohé pasivni i aktivni metodygieni fluorescence chlorofylu, které se

dokazi sdmito problémy do znmé miry vyrovnat.

4.3.1. Aktivni techniky dalkového prazkumu

Na kratké vzdalenosti (1-100 mm) s&Smou vyuziva pulsni amplitudové modulace (PAM)
Kratké pulsy laseru s vysokou energii indukuji fescenci, ktera fiZe byt detekovana i na
pozadi ,rusiciho” slunmiho zd&eni. Pulsy byvaji obvykle aplikovany na jednotllisty. | za
piného slunéniho oz#éeni uzavou dostaten¢ silné blesky z#&ni vSechna redhi centra
v listu a mize byt sledovan maximalni Wiek fluorescence. Tato metoda je vSak jakad
aplikovatelnd na Urowe porostu (Ananyevet al, 2005; Kolberet al, 2005). Vyvoj
fluorescekinich technik byva téZz omezovan bespastnimi n&éizenimi (Papageorgieu a
Govindjee, 2004).

Systémy zaloZzené na analyze ,laser-induced fluerese transients” — LIFT pracuji se
subsaturénimi pulsy (pulsy s nizSi excitai energii nez pulsy satwrd) a mohou byt
vyuzivany k ndteni dynamiky fluoresceénich paramefr ze vzdalenosti 5 - 30 maétr
(Ananyevet al, 2005; Kolberet al, 2005).
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DalSim typem zézeni pouzivanym k dalkovému snimani vyuzZivajisetam indukované
fluorescence je LIDAR (Laser Detection And Ranging)DAR miZe byt pouzivan ke
sledovani fluorescence vychazejici vodnich i temsich ekosystéiin (Papageorgieu a
Govindjee, 2004). LIDAR je rowi povazovan za vhodny dapilici nastroj k mifeni
odrazivosti (Stobeet al, 1994; Saiteet al, 1999).

4.3.2. Pasivni techniky dalkového pizkumu

Pri pasivnim dalkovém pzkumu byva sledovana fluorescence chlorofylu, ktesda
emitovana v dsledku absorpce sluérgho zdeni.

NejvétSim problémem, na kterytbeme i jejim méteni narazit, je fakt, Ze wipozenych
podminkach slur@i iluminace odpovida fluorescence chlorofylu jeralému zlomku
detekovaného #ani a je nezbytné ji od ostatnihaed rejakym zpisobem oddit. Za timto
Ucelem se hojéivyuziva snimani fluorescence ve specifickych dbldselektromagnetického
spektra, Fraunhoferovych liniich (Papageorgiou aiGhee, 2004). Fraunhoferovy linie je
oznaeni pro sadu spektralnich linii, které byly poza@oy jako tmavé pruhy v optickém
spektru slunce. Do dneSni doby jich bylo zaznamendtkolik tisic. Tyto tmavé linie
v oblastech uiité vinové délky solarniho spektra jsouigpbeny absorpci #€ni chemickymi
prvky ve svrchnich vrstvach slunce a také absorpoiekularnim kyslikem v zemskeé
atmosfée (Moyaet al.,2004).

V oblastech Fraunhoferovych linii je intenzita soldo z&eni zeslabena a fluorescein
signal zde mze byt |épe kvantifikovan.

K méfeni fluorescence chlorofylu byvaji vyuzivany kortkedlinie vzniklé absorpci vodiku a
kysliku.

Linie Ha v oblasti z&eni s vinovou délkou 656 nm vznika jakastedek absorpce vodiku.
Nevyhodou je porrné nizka, i kdyZz zaznamenatelnd intenzita fluoreseerustlin v této
oblasti (McFarlanet al, 1980).

Mnohem vhodgjsi k meteni fluorescence chlorofylu jsou tmavé linieagpbené absorpci
atmosférickym kyslikem v oblastech s vinovymi détk#®87 nm (B band) a 760nm (A band).
Tyto linie se vyraz# piekryvaji s fluorescamim emisnim spektrem lis{Obr. 15). Vinova
délka 687 nm odpovida kratkovinérvené fluorescenci a 760 nm dlouhovinfekrvené
fluorescenci (Liuet al, 2005). Pasivni gteni fluorescence tudiz umaje ukeni pongru

kratkovinné a dlouhovinn&rvené fluorescence.
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Obr. 15Emisni spektrum chlorofylu

B-Band a (svrchni Kivka), spodni kvky
. znazonuji Fraunhoferovy linie A a

B v oblasti absorpce sludigiho

z&eni  atmosferickym  kysliku.

660 680 700 720 740 760 780 (Kebabian et al. 1999)

Fluorescence Intensity

Vliv slunetniho zdeni mize byt odfiltrovan metodou ,Fraunhofer line discamation®

(FLD), kdy se porovnav&elikost minima ve spektra solarnihoiedi s velikosti minima
emisniho fluoresceémiho spektra rostliny (Carteet al, 1990; Kebabianet al, 1999;

Freedmaret al.,2002).

Jednim z fistroju vyuZzivajicim k ngeni fluorescence chlorofylu absorpciedi o utitych
vinovych délkach kyslikem je Fraunhofer line distanator (Kebabiart al, 1999).
Fluorescetini z&eni zelenych rostlin prochazi komorou obsahujisliky Ten zde absorbuje
z&eni o vinovych délkach 762 a 688 nm, coz vede &oymé emisi fotof, které jsou
detekovany pomoci fotonasobi Tento indukovany fluoresaén signal odpovida intensit
fluorescence rostlin o vinovych délkach odpovidafic oblasti absorpce atmosférického
kysliku.

Fraunhofer line discriminator e byt pouzit k réteni fluorescence chlorofylu jednotlivych
lista ¢i rostlin, obzvla&t idedlni je pak k @eni na darovni rozsahlejSich ploch vegetace
(Kebabiaret al, 1999).

Nekteri autdi povazuji data ziskanadfenim pasivni fluorescence chlorofylu za matouci,
neba’ jeji hodnoty jsou ovliveny prevazré kvantitou a hustotou vegetace. Pouzivéohto
pasivnich dat k odhaleni raného stresu byva pratohaty nesnadné atrbre dojit k ugitym
zkreslenim (Cecctet al, 1994).

Z vySe uvedeného jeigimé, Ze mnoho parameéthézné zjiStovanych v laboratornich
podminkach (nap R/Fv) je pomoci pasivniho dalkového snimani nedeteletwath,
obzvlast je-li nezbytna pedchozi adaptace listha tmu (Valentiniet al, 1994). Pasivni
dalkové snimani je schopné zachytit tvar spektre¢jzz mohou byt vyvozeny dkteré

spektralni parametry jako nidklad pongr dvou maxim fluorescence chlorofylu F690/F730,
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na jehoz zakladmiazeme uéit obsah chlorofylu a ziskat informace o fotosyitat aktivite
(Zarco-Tejadaet al, 2000)

Velky potencial stat se vyznamnym parametrem valdkn pfizkumu ma fluorescence
v ustéleném stavusFFs byla do sotasné doby oproti jinym fluorescarim parametmm
studovana poliné mére, prestoze je ritelna aktivnimi i pasivnimi technikami, v labor#to
i terénnich podminkach. Bylo prokadzano, gevfrazreé koreluje s asimilaci CO(Soukupova
et al, 2008). Jeji hodnota byva nizka v zimnicéshich, roste sifchodem jara a jeji vysoké
hodnoty petrvavji v pabéhu vegetani sezény, na podzim &p klesad. V porovnani se
zmeénami v pabéhu roku se E beéhem dne vyraz¥fi nemeni. Tento parametr je velmi
vhodny ke sledovani doby zafei a ukokeni vegeténi sezony (Soukupovaét al, 2008;
Freedmaret al, 2002).

Zavér

Analyza fluorescence chlorofylu trhe slouzit jako rychla nedestruktivni technika kee
vypoweédni hodnotou o fyziologickém stavu rostlin. Vztakezin fluorescenci chlorofylu a
fyziologickym stavem rostliny vSak neni tak jednoky, jak se na prvni pohledide zdat a
byva ovlivnen mnoha faktory, které musi byiti gpracovavani vysledkbrany v potaz.
Samotné r&eni fluorescence chlorofylu je v dnesni dablativre snadné, coz vede k jeho
hojnému vyuzivani a velkému mnoZzstvi vyshkedi¥i interpretaci vysledk ziskanych
méienim fluorescence chlorofylu je peba si u¥domit i jeho limity a je vhodné je
kombinovat i sjinymi metodami.

Presto se i&¥eni fluorescence chlorofylu jevi jako mocny nastkogry miZze nalézt uplagni

v mnoha oborech.
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