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Abstrakt

Jehli¢nany jsou vyznamné jak z ekologického, tak ze socioekonomického hlediska, vyzkum
nékterych oblasti jejich biologie vSak zaostava. Tyka se to napf. jejich genetiky a Slechténi a
zCasti i fyziologie. Vzhledem k tomu, Ze pti kvantitativné-genetickych analyzach potfebnych
pro Slechténi je tfeba hodnotit vZdy mnoho vzorkd, a také proto, Ze klasické metody méreni
jsou pomérné pracné, uvazuje se o vyuZziti nékterych parametri popisujicich napf. aktivitu
fotosyntetického  elektron-transportniho  fetézce (ETC). Metod méfeni aktivity
fotosyntetického ETC je sice cela fada, ale jejich pouziti na jehlicnanech nese rtizné
problémy. V této praci se zabyvam touto problematikou z rtiznych Ghli. V prvni Casti prace
jsem srovnavala aktivity Casti fotosyntetického ETC u 8 druht jehli¢nani pomoci analyzy
fluorescence chlorofylu (Chl) na intaktnich jehlicich a pomoci polarografického méfeni
na izolovanych chloroplastech. Kazda metoda méla jinou vypovidaci hodnotu. V druhé casti
jsem méfila fluorescenci Chl, reflektancni spektra a obsahy pigmenti u 536 geneticky
definovanych stromt Pinus sylvestris L. Odhalila jsem pomérné vysokou genetickou
variabilitu i heritabilitu v fadé parametri. Stanovila jsem také vhodnost pouziti fady
reflektancnich indext pro odhad obsahu pigmentti a vody v jehlicich. V tfetim bloku jsem
optimalizovala spektrofotometrickou metodu méfeni aktivity Fotosystému II s inhibovanym

komplexem produkujicim kyslik a ovéfila jsem jeji pouZitelnost pro jehli¢nany.
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Abstract

Conifers are important both ecologically and socioeconomically, however, same parts of their
biology are not that well researched. This includes genetics and breeding and partly even
physiology. Because quantitative genetic analyzes applied in breeding necessitate an analysis
of a large number of samples, and conventional methods of analysis are quite time-
consuming, certain parameters describing e.g. the activity of photosynthetic electron-transport
chain (ETC) are considered for such use. Several methods of the measurement of the activity
of photosynthetic ETC exist, but there are some problems with their usage in conifers.
I studied this issue from different points of view in three parts of this thesis. 1) I compared the
photosynthetic ETC activity in 8 species of conifers using chlorophyll (Chl) fluorescence
measurements on intact needles and polarographic measurements in isolated chloroplasts.
Each method brought different information. 2) I measured Chl fluorescence parameters,
reflectance spectra and pigment content in 536 genetically defined trees of Pinus sylvestris L.
Many parameters showed relatively high genetic variability and heritability. I have also
determined the suitability of various reflectance indices to estimate pigment and water content
of needles. 3) I have optimized the spectrophotometric method for the measurement of the
activity of Photosystem II with inhibited oxygen evolution complex and checked its

applicability for conifers.
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1 Uvod

Jehli¢nany jsou jedny z nejstarSich skupin rostlin, které se na Zemi objevily. V soucasnosti je
v oddéleni Pinophyta, tfidé Pinopsida a fadu Pinales, kam jehli¢nany patfi, rozeznavano vice
nez 600 druht v ramci 8 Celedi a pfiblizné 70 rodid. Najdeme je na vSech kontinentech kromé
Antarktidy (predevSim ovSem na severni polokouli), ve vSech klimatickych pasmech
od polérniho po tropické a jsou soucésti témér vSech hlavnich vegetacnich typt svéta. Jejich
ekologicky vyznam je nesmirny; lesy s dominantnimi jehlicnatymi druhy predstavuji 40 %
svétovych lesnich porosti, slouzi jako jedno z hlavnich ulozist' (sinki) v globalnim cyklu
uhliku a poskytuji Zivotni prostfedi mnoha druhtim dalSich organismt, s kterymi jsou casto
provazany slozitymi vztahy. Ekonomicky vyznam pro clovéka je rovnéz velky: 60-70 %
svétové produkce dieva uzivaného ve stavebnictvi, k vyrobé papiru i k jinym uceltim pochézi
pravé z jehlicnatych stromt. Vyuziva se také jejich pryskyfice, pripadné jedla semena, a je
nutné zminit i jejich ulohu v krajinarstvi a zahradnictvi (Farjon et al. 2010).

Studiu jehli¢nant je vénovano mnoho védeckych praci (zadani slova ,,conifer do databaze
Web of Science poskytlo vice nez 15 000 vysledkd jen od r. 1945). Ne vSechny sméry
vyzkumu jsou na tom ale stejné a napr. v oblasti kvantitativni ¢i populacni genetiky nebo
i v nékterych oblastech fyziologie je oproti krytosemennym rostlinam stale co dohanét.
V Laboratofi genetiky rostlin Katedry genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty UK
v Praze jsme se jehliCnany zacali zabyvat pribliZzné pred deseti lety, a to v souvislosti
s analyzou primarnich fotosyntetickych procesti. V Laboratofi byla vypracovana optimalni
metodika pro izolaci fotosynteticky aktivnich chloroplasti pouZitelnd pro rtzné druhy
jehlicnanti a umoziujici polarografické stanoveni aktivit pigment-proteinovych komplexti
tylakoidnich membran (Hola et al. 2012). Ve spolupraci s dalSimi pracovisti byla také
provedena analyza primarnich fotosyntetickych procesii u smrku ztepilého (Picea abies [L.]
Karst.) dlouhodobé vystaveného zvySené koncentraci CO, ve vzduchu (Hola et al., ¢lanek
v pripravé). V ramci tohoto vyzkumu se ukazaly nékteré zajimavé metodické aspekty, kterymi
stalo za to se zabyvat dale, a moje prace tedy CasteCné navazuje na tento predchozi vyzkum.
Kromé toho Laborator v soucasnosti navazala spolupraci s kolegy z Katedry genetiky a
Slechténi lesnich dfevin Fakulty lesnické a dfevaiské Ceské zemédélské univerzity v Praze,
ktefi méli velky zdjem o vyuZiti méfeni Gcinnosti primarnich fotosyntetickych procest
u jehlicnanti pro ucely kvantitativné genetickych studii. Otestovanim této moznosti jsem se

ve své praci tudiz také zabyvala.



2 Cile prace
Tato prace se vénuje riznym metodam analyzy primarnich fotosyntetickych procest
u jehli¢nanti a ma tfi hlavni cile:

1) Zjistit, zda (a jak) si odpovidaji informace o ucinnosti riznych casti fotosyntetického
elektron-transportniho fetézce ziskané pomoci analyzy kinetiky rychlé casti kfivky indukce
fluorescence chlorofylu (OJIP analyza) a pomoci méteni fotochemické aktivity izolovanych
chloroplasti. Za timto tucCelem bylo testovano osm vybranych druh@i jehli¢nant
reprezentujicich podceledi Pinoideae, Piceoideae a Abiotiedae v ramci Celedi Pinaceae a Celed’
Taxaceae. Druhy se liSily fotochemickou aktivitou méfenou v izolovanych chloroplastech.
Vychozim predpokladem bylo, Ze mezidruhové rozloZeni hodnot téchto aktivit
reprezentujicich ac¢innost Fotosystémt I a IT a celého fotosyntetického elektron-transportniho
fetézce bude souhlasit s mezidruhovym rozloZenim hodnot téch parametri fluorescence
chlorofylu, které charakterizuji ucinnost odpovidajicich casti fotosyntetického elektron-
transportniho Fetézce.

2) Zjistit, zda lze dvé rychlé, ,nedestruktivni“ metody (OJIP analyzu a méreni spektralni
odrazivosti) a jednu ,destruktivni, pomalejsi, ale na technické provedeni jednoduchou
metodu (spektrofotometrické stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmenti) vyuZzit pri analyze
genetické variability jehliCnand, a zjistit, které parametry ziskané témito metodami jsou
pro tento Ucel nejvhodnéjsi. Za timto tucelem byl hodnocen geneticky definovany soubor
nékolika set jedincti zapadoceské populace druhu Pinus sylvestris L. Vychozim predpokladem
bylo, Ze alesponi v nékterych parametrech bude testovand populace vykazovat genetickou
variabilitu a koeficient dédivosti nebude nulovy; parametry s nejvyssi dédivosti by pak byly
doporuceny pro dalsi vyuZiti a kvantitativné geneticky rozbor.

3) Zavést a optimalizovat metodu inhibice komplexu produkujiciho kyslik (soucast
Fotosystému II) a vyzkouSet moZnost spektrofotometrického méreni aktivity Fotosystému II
za pritomnosti umélého donoru a akceptoru elektronti v takto modifikovanych vzorcich
izolovanych chloroplasti. Za timto ucelem byla provedena fada metodickych pokusi
na rizném rostlinném materidlu vcCetné Picea abies (L.) H. Karst. Vychozim predpokladem
bylo, Ze alespoii nékterou z metodik popsanych v literatufe pro praci s lupenitymi listy (nebo
kombinaci rtiznych metodik) se podafi optimalizovat a vyuzit i pro chloroplasty izolované

z jehlic.



3 Prehled literatury

3.1 Primdrni fotosyntetické procesy

Fotosyntéza je jednim ze zakladnich biofyzikéalnich a biochemickych procesti na Zemi. Jeji
primarni faze se u zelenych rostlin (vcCetné jehlicnant) odehrdva na tylakoidni membrané
chloroplastti, kde dva velké pigment-proteinové komplexy, fotosystém II (PS II) a fotosystém
I (PS I), zachycuji fotony slunec¢niho zafeni prostfednictvim takzvanych svétlosbérnych
anténovych komplexti LHC (,,light harvesting complex®). Energie téchto fotonli excituje
elektrony molekul chlorofylu (Chl) obsazenych v LHC PS II a PS I a je rezonanci pienasSena
mezi molekulami Chl aZ do reak¢niho centra (RC) PS.

V RC PS je specialni par Chl a (nazyvany P680 u PS II nebo P700 u PSI) schopny
separace naboje neboli vypuzeni vysokoenergetického elektronu a jeho predani molekule
akceptoru. Na kazdy PS pripada velké mnozstvi Chl a dalSich pigmentt, které nejsou schopny
separace naboje a spolu s polypeptidy, na které jsou vazany, se nazyvaji svétlosbérna anténa.
Tato anténa miiZe byt vnitfni a vnéjsi. Vnitfni anténa je pfimo soucasti pigment-proteinového
komplexu PS I/PS II a lze ji povaZovat za neoddélitelnou slozZku téchto komplexi. Vnéjsi
anténa je soucasti oddélitelného membranového komplexu (LHC) a nekteré jeji slozky se
mohou premist'ovat mezi PS I a PS II.

Excitacni energie a separace naboje je pohonem pro priichod elektronti komplikovanym
elektron-transportnim fetézcem (ETC — ,electron-transport chain®) zobrazenym na Obr. 1
ve formé znamého Z-schématu. Koncovymi akceptory elektronti jsou obvykle molekuly
NADP*. Kromé tohoto linedrniho ETC mohou v tylakoidni membrané chloroplastii probihat
dvé varianty cyklického transportu elektronti kolem PS I. Navic mohou byt elektrony z PS 1
predavany nejen na NADP’, ale také na O, v tzv. pseudocyklickém transportu elektronti
(Mehlerové reakci) (Roach et Krieger-Liszkay 2014)

Priichod elektronit ETC je na nékolika mistech spojen s prenosem protont pres tylakoidni
membranu proti elektrochemickému gradientu. Mezi PS II a PS I elektrony prochazeji
komplexem cytochromu bgf skrze tzv. Q-cyklus, ktery se velkym dilem zasluhuje o tvorbu
tohoto gradientu. Energie gradientu protoni na membrané je vyuzivana enzymem ATP-
syntazou pro tvorbu ATP.

Po separaci naboje je tfeba do RC PS II dodat chybéjici elektron. Zdrojem téchto elektronti
jsou molekuly vody, které jsou Stépeny na O, + 4 H' uvnitf Mn centra v komplexu

produkujicim kyslik (OEC, ,,oxygen evolving complex®), ktery je soucCasti komplexu PS II.



K tomuto Stépeni dochazi na lumendlni strané tylakoidni membrany a vzniklé H* tedy

prispivaji k celkovému protonovému gradientu.
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Obr. 1: Z-schéma fotosyntetického elektron-transportniho fetézce. Umisténi elektronovych prenasSect
(Cerné elipsy a kruhy) na vertikdlni ose znazorfiuje gradient elektronegativity. Obdélniky se zaoblenymi
rohy zobrazuji hranice jednotlivych (pigment-)proteinovych komplexid. Zvyraznéné Sipky oznaCuji mista
exitace a separace naboje. Mn — manganaty ion v enzymu Stépicim vodu (OEC - ,oxygen evolving
complex®). Y — tyrozin. P680 — primarni donor e” PS II (specialni par Chl a). P680* — excitovany primarni
donor. Pheo — primarni akceptor e~ (feofytin). Qa — plastochinon pevné vazany na PS II. Qg — plastochinon,
ktery disociuje z PS II. PQ — mobilni plastochinon v membrané. FeS — Zelezosirné centrum. Cyt —
cytochrom. PC — plastocyanin. P700 — primarni donor PS 1 (specialni par Chl a). P700* — excitovany
primarni donor. A, — primarni akceptor e” (modifikovany Chl). A; — sekundarni akceptor e~ (fylochinon). Fx,
Faa Fs — Zelezosirnd centra. Fd — feredoxin. FNR - feredoxin NADP" reduktiza. Pfevzato a upraveno
podle Govindjee (2004)

3.2 Metody méreni/odhadovdni ticinnosti riiznych cdsti fotosyntetického ETC
a jejich vyuziti u jehlicnanti

samoziejmé dlouhodobé objektem zijmu mnohych védeckych pracovist. Studii, které se
zabyvaji stanovenim jeho U¢innosti, je nepfeberné mnoZstvi. Pro vyzkumnika, ktery se chce
fotosyntézou zabyvat, ale jehlicnany nejsou prvni a vétSinou ani druhou volbou. Unikatni
charakter jehlic totiz vytvari rizné technické problémy pro pouZiti ddle zminénych metod.
MozZnosti jak méFit tcinnost fotosyntetického ETC, resp. jeho dil¢ich sloZek, je mnoho.
V nasledujicim prehledu strucné popisuji princip jejich hlavnich variant a uvadim priklady
studii, v nichZ tyto metody byly pouzity k analyze primarnich fotosyntetickych procest

u jehli¢nant.



3.2.1 Systémy zaloZené na polarografii
Polarografie byla poprvé vyvinuta v roce 1922 Jaroslavem Heyrovskym. Zakladnim

principem je méfeni proudu vzniklého oxidaci/redukci chemickych latek ve wvzorku
v zavislosti na napéti. Historicky prvni a nejuniverzalnéjsi méfici zafizeni vyuZiva rtutovou
kapajici elektrodu nebo jeji obdoby rtutovou kapkovou a rtutovou filmovou elektrodu.
Elektrody z pevnych uslechtilych kovi (zlato nebo platina) do urcité miry omezuji spektrum
meéfitelnych latek, ale umoznuji technické provedeni se stabilni plochou povrchu elektrody.
V rozsahu napéti —700 aZ 0 mV je kyslik nejvyznamnéjSim reaktantem na povrchu elektrody,
a proto se polarografie skvéle hodi k métreni obsahu kysliku v roztoku (Armstrong 1994).

Existuji rtizna technicka provedeni kyslikovych elektrod, jako cylindricka elektroda (ktera
byla vyvinuta k méfeni okysliceni kofent rostlin v anaerobnim prostiedi), rotacni a vibra¢ni
elektrody (které reSi problém pomalé diftize kysliku vodnim prostfedim) a membranové
elektrody (které oddéluji prostfedi okoli elektrody od prostfedi vzorku membranou
propustnou pro plyny) (Armstrong 1994). V biologii nejcastéji pouZivanou kyslikovou
elektrodou je Clarkova elektroda ze skupiny membranovych elektrod, ktera se nazyva podle
svého vyndlezce. VyuZiva teflonovou membranu, kterd od vzorku oddéluje roztok KCI
s platinovou méfici a Ag/AgCl referencni elektrodou. Podle velikosti se elektrody déli
na makroelektrody a mikroelektrody se Spickami Gzkymi aZz v fadu mikrometri (Armstrong
1994).

V kontextu suspenzi tylakoidnich membran je polarografie pouzivana pro méreni prirozené
produkce kysliku OEC nebo spotieby O, navozené pfidanim rtznych latek k osvétlené
suspenzi izolovanych chloroplastii nebo tylakoidnich membran (Izawa 1980).

Studium produkce kysliku v nebunécnych systémech (izolované chloroplasty nebo
subchloroplastové castice) za pomoci chemickych latek interagujicich s ETC saha daleko
do minulosti aZ k objevu Hillovy reakce v roce 1937 (Walker 2002). Hill tehdy ke svému
prekvapeni pozoroval, Ze pridani umélych akceptorti elektronti ferrioxaldtu anebo
ferrikyanidu do vzorku rozbitych chloroplastt vyrazné znasobi produkci kysliku. Od té doby
bylo objeveno velké mnoZzstvi latek, které funguji jako donory a akceptory elektronii pro ETC
nebo inhibitory transportu elektronti na specifickych mistech fetézce. Objevy téchto latek se
vyrazné zaslouZily o objasnéni Z-schématu a dnes nam umoZnuji navrhovat a mérit prenos
elektront vybranymi tseky ETC.

Radové nejvice je zndmo rtiznych inhibitorti transportu elektronii a hledani novych je
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stale v zdjmu vyzkumnik, protoZe mnohé z nich je moZno pouzit jako herbicidy.
V mozZnostech této prace ani jejim cilem neni podat tplny prehled vSech téchto znamych
inhibitord. SepiSu zde pouze priklady nékterych pouZzivanéjsich tak, aby byla reprezentovana
Crane (2005) a historicky pohled popisuje Trebst (2007).

Inaktivace OEC nachéazejiciho se na donorové strané PS II byva zaloZena na extrakci
iontd Mn?**, Ca** nebo CI". Nejpouzivanéjsi je extrakce Mn** inkubaci vzorku s Tris-HCI,
vystaveni hydroxyaminu nebo azidu (Barr et Crane 2005). OEC je také velmi citlivy
k teplotnimu stresu. Dean et Pocock (2004) naptiklad pouZzili pro jeho inaktivaci 2,5 min
vystaveni vzorku chloroplastii 50 °C. Zvlastnim pripadem inhibitorl pfirozeného transportu
elektroni na donorové strané PS II jsou hydroxylamin a karbonylkyanid-fenylhydrazony
(CCCP), které zaroven ptisobi jako umélé donory elektront pro PS II (Trebst 2007).

S obéma hlavnimi podjednotkami PS II (D1 a D2) tésné sousedi cytochrom bsse, ktery se
pravdépodobné ucastni cyklického transportu okolo PS II a ochrany PS II pred fotoinhibici.
Ovlivnéni funkce tohoto proteinu miZeme docilit vystavenim karbonylkyanid-4-
(trifluorometoxy)fenylhydrazonu (FCCP) (Barr et Crane 2005).

Na akceptorové strané PS II miize fada inhibitor(i zabranit prenosu elektronti z
chinonovych prenasect Qs na Qg a nebo soutézit s plastochinonem (PQ) o vazbu k Qg. Jsou
to napriklad N'-(3,4-dichlorfenyl)-N,N-dimethylmocovina (DCMU, komercné pouzivana jako
hebicid diuron), 2-chloro-4-(ethylamin)-6-(isopropylamin)-S-triazin (komercné pouZivan jako
herbicid atrazin) a rodina fenolovych inhibitort (Barr et Crane 2005, Trebst 2007).

Aktivitu komplexu cytochromu bef 1ze inhibovat nap¥. 2,5-dibromo-3-metyl-6-isopropyl-
p-benzochinonem (DBMIB), 2,4-dinitrofenyléterem 2-iodo-4-nitrothymolu (DNP-INT) a
dalSimi latkami (Barr et Crane 2005). Tyto dva inhibitory se liSi v nékterych chemickych
vlastnostech: DBMIB mtiZe byt redukovéan a interaguje s -SH skupinami proteint (Trebst
2007).

Funkce proteinového prenaSeCe plastocyaninu mtze byt inhibovana napf. KCN nebo
HgCl, HgCl; ale v zavislosti na pouZité koncentraci ovliviiuje i jiné ¢asti ETC (Trebst 1980).

Redukce ferredoxinu miizZe byt inhibovéana chelata¢nim ¢inidlem
disalicylidenpropandiaminem (DSPD), jehoZ specificita a tedy i pouZitelnost je vSak sporna
(Trebst 1980). Cyklicky transport okolo PS I miiZe byt inhibovan antimycinem A (Barr et
Crane 2005).
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Jak je zfejmé uz z Hillova pokusu, dodani umélych akceptorii elektronii je nezbytné
pro vSechna méfeni aktivity ETC v bezbunécnych systémech. Mezi béZné pouZivané
akceptory elektronti patii 2,6-dichlorofenolindofenol (DCPIP), ferrikyanid draselny (FeCy,
hexakyanoZelezitan  tridraselny) a  Methylviologen @ (MeV,  N,N'-dimetyl-4,4'-
bipiridiniumchlorid). DCPIP pfebira elektrony pravdépodobné na vice mistech ETC. DCPIP a
FeCy mohou byt pouZity jako akceptory elektronii jak za PS I, tak za PS II (Izawa 1980).
MeV (komercné pouzivan jako herbicid paraquat) ptisobi jako velmi efektivni a specificky
akceptor elektronti z PS I, ktery Zivym rostlindm efektivné zabrafiuje ve vyuZiti svételné
energie (Izawa 1980, Barr et Crane 2005). Latky schopné piebirat elektrony z PQ jsou
rozpustné v tucich, jako oxidované fenylendiaminy (pfedevsim diaminoduren, DAD, 2,3,5,6-
tetrametyl-p-fenylendiamin) a chinony (pfedevs§im DBMIB) (Izawa 1980). Silikomolybdenat
prebira elektrony z PS II v reakci, ktera neni citliva na DCMU (Izawa 1980).

Pro izolovanou reakci probihajici skrz PS I je potieba také dodani donoru elektronii
na donorové strané PS I. Prvnim objevenym donorem elektroni byl v roce 1960 DCPIPH,
(malé mnoZstvi DCPIP redukované askorbatem), ktery predava elektrony PS I (Trebst 2007).
Podobnym zptisobem lze v pritomnosti askorbatu pouzit také DAD nebo N,N,N',N'-
fenylendiamin (TMPD). TMPD je zvlastni tim, Ze je schopny také prebirat elektrony z PS II.
Samotny bez pridani redukcniho ¢i oxidac¢niho c¢inidla mutzZe tedy byt pouZit k zajiSténi
obchvatu okolo cytochromu bsf a prenasSet elektrony piimo z PS II na PS I (Trebst 2007).
Po inhibici OEC je také mozné pouziti donoru elektroni pro PS II, kterym nejcastéji byva 1,5-
difenylkarbazid (DPC) (Vernon et Shaw 1969).

Prvni prace, které zkouSely pouziti polarografické metody méfeni primarnich
fotosyntetickych procesi na jehlicnanech, se zabyvaly predevSim vypracovanim metody
izolace fotochemicky aktivnich chloroplasti. Oku et Tomita (1971) a Oku et al. (1971) méfili
produkci kysliku pfi navozeném prenosu elektroni H,O — FeCy u Pinus thunbergii Parl.
Senser et Beck (1978) a Afif et al. (1995) provadéli podobna méfeni u Picea abies (L.) Karst.

Neékolik praci se zabyvalo izolaci chloroplastii z etiolovanych jehlic a zkoumani jejich
fotochemické aktivity. Dalo by se to nazvat ex vitro fotoaktivaci chloroplasti. Oku et al.
(1974) u Pinus sylvestris L. nezjistili v téchto podminkach aktivitu PS II (reakce H,.O -
DCPIP), ale zjistili aktivitu PS I (DCPIP — MeV). Oku et al. (1975) dale méfili prenos
elektrontt H,O — DCPIP u P. abies, a to polarograficky i spektrofotometricky (viz nize). Oku
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et Tomita (1980) také polarograficky u P. abies méfili aktivitu pfenosu H,O — FeCy.

Malhotra (1976) zkoumal vliv SO, na Pinus contorta var latifolia Engelm. ex S. Wats.
mimo jiné také polarograficky, méfenim rychlosti reakce H,O — FeCy.

Eastman et al. (1988) polarograficky (prenos elektroni z H,O na 2,6-dichlo-p-
benzochinon) hodnotili aktivitu PS II u semenackt kfiZzence Picea glauca (Moech) Voss x
Picea engelmannii Parry ex Engelm. vystavenych vlivu sucha.

Zhang et al. (2009) sledovali rocni zmény v fadé parametrti vcetné aktivity PS I a PS II
u Juniperus chinensis L. a Jumiperus przewalskii Kom. Ve shodé s ocCekavanim byly

nameérené aktivity v zimé nizsi.

3.2.2 Systémy zaloZené na spektrofotometrii

VSechny vySe popsané chemikalie samozfejmé mohou byt wvyuZity i v jinych
experimentalnich uspotradanich. Druhym casto pouZivanym zptisobem detekce fotochemické
aktivity chloroplasti nebo tylakoidi je spektrofotometrické stanoveni redukcnich stavil
akceptori elektronti. DCPIP, ale také FeCy, totiZ méni své absorb¢ni spektrum podle svého
redukcniho stavu. DCPIP ma absorb¢ni maximum okolo 590 nm a vlnové délky 590, 600 a
610 nm jsou casto pouZivany pro detekci této zmény. FeCy ma absorb¢ni maximum okolo
410 nm. Technicky je méfeni podobné béZnému méreni kinetiky chemické reakce pomoci
spektrofotometru. Jedinym problémem je, Ze vzorek je tfeba v priibéhu ozarovat aktivacnim
zafenim, a to tak, aby nebyla ovlivnéno stanoveni absorbance vzorku. Néktefi autofi tento
problém feSili ozafovanim vzorku cCervenym aktivacnim zafenim a cidlo odstinili
odpovidajicim filtrem (Oku et Tomita 1976). Jinym pFistupem je méfeni jen ve vybranych
casovych bodech, kdy je aktivacni svétlo vypnuto (Tumova 2001, Novakova 2003,
Pacholikova 2009, http://www.nuffieldfoundation.org/practical-biology/investigating-light-
dependent-reaction-photosynthesis,
http://www.marietta.edu/~spilatrs/biol309/1abexercises/Photosynthesis.pdf,
http://ableweb.org/volumes/vol-16/5-nscott.pdf).

Také tato metoda byla v fadé studii vyuZita ke stanoveni ucinnosti primarnich
fotosyntetickych procest u jehli¢nant. Napf. Oquist et al. (1974) hledali optimdlni vlastnosti
meériciho média pro méreni redukce DCPIP u P. sylvestris a P. abies. Lewandowska et al.
(1976, 1977) zkoumali rozdily ve fotochemické aktivité PS I a PS II v rznych c¢astech koruny

Picea sitchensis (Bong.) Carr., ve snaze popsat a vysvétlit morfologické rozdily v jehlicich.
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Pomoci spektrofotometrického méfeni redukce DCPIP a prevodu ziskanych parametri
na fotochemickou kapacitu na listovou plochu zjistili, Ze PS I na rozdil od PS II vykazoval
zavislost fotochemické kapacity na umisténi jehlic v koruné.

Martin et al. (1978) se zabyvali vztahem odolnosti k mrazu a aktivity fotosyntetického
ETC u P. sylvestris, za pouZiti metod spektrofotometrického méfeni redukce DCPIP a méfeni
fluorescence chloroplastové suspenze. Zjistili, Ze v procesu adaptace na mraz vznika blok
transportu mezi PS II a PS I, ale samostatné reakce transportu elektront okolo PS I nebo PS II
jsou stale aktivni.

Oku et Tomita (1976) a Lewandowska et Oquist (1980) studovali na semendccich P. abies
nebo P. sylvestris péstovanych ve tmé fotoaktivaci ¢asti ETC. Ze spektrofotometrickych
méfeni redukce DCPIP kombinovanych s méfenim fluorescence suspenze chloroplasti
vyplynulo, Ze kapacita ETC je limitovana v bodé Stépeni vody.

Eastman et al. (1998) na semendaccich kfiZzence P. glauca x P. engelmannii testovali vliv
stresu suchem na jednotlivé c¢asti ETC spektrofotometrickym meéfenim prenosu elektronti

z H,O - DCPIP a z DPC - DCPIP.

3.2.3 Systémy zalozené na méreni fluorescence Chl a

Energie excitovaného elektronu molekuly Chl nemusi byt vidy vyuZita pouze k pohonu
fotosyntetického ETC. Obr. 2 zobrazuje Jablonského diagram energetickych hladin molekuly

Chl a a moZnych prechod mezi nimi.
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Obr. 2: Vlevo schématické znazornéni absorbéniho a fluorescencniho spektra chlorofylu (Chl) a.
Jednotlivym maximiim odpovidaji pfechody na rizné energetické hladiny. Vpravo Jablonského diagram
znazornujici energetické hladiny Chl a a moZné energetické prechody mezi nimi. S,,S;,S; — singletni
energetické stavy, T; — prvni tripletni exitovany stav. Kar — karotenoidy. ISC — ,,intersystem crossing®, tj.
prechod mezi singletnim a tripletnim stavem. Pfevzato a upraveno podle Misra et al (2012) a Porcar-Castell
et al. (2014).

Z fyziologického hlediska lze osudy kvanta energie pohlceného Chl rozdélit do tfi skupin:
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pohon fotosyntetického ETC, vyzareni ve formé fluorescence a tzv. disipaci ve formé tepla,
ktera shrnuje vSechny ostatni déje. Tyto tfi procesy jsou ve vzajemné kompetici, takZe zména
v efektivité jednoho se ihned projevi na rychlosti druhych dvou (Maxwell et Johnson 2000).
Kvantifikujeme je nejcastéji pomoci tzv. kvantovych vytézki (,quantum yields®), neboli
pomeéru poctu kvant energie proslych prislusSnym procesem viici celkovému poctu pohlcenych
fotond. Je tfeba si uvédomit, Ze kvantovy vytéZzek se nerovna energetickému vytézku, protoze
Cast energie je tésné po absorbci ztracena ve formé tepla pfi prechodu z S, do S; stavu, nebo
mezi vibraCné rotacnimi hladinami.

Za fyziologickych podminek pochazi fluorescence Chl témér vylucné z energie prvniho
excitovaného singletniho stavu Chl a a predstavuje maximalné 3-5 % absorbovaného svétla
(Rohacek 2002). To je vyrazné méné neZ u Chl v roztoku, kde fluorescence dosahuje az 30 %
(Krause et Weis 1991). Chl b se in vivo na fluorescenci nepodili, protoZe zachycenou energii
efektivné predava molekulam Chl a (Rohacek et Bartdk 1999). Karotenoidy (Kar)
ve svétlosbérné anténé plisobi jako ochranné pigmenty, které odcCerpavaji energii
z nebezpecného tripletniho stavu Chl a. Do tohoto tripletniho stavu se molekula Chl dostane
z excitovaného singletniho stavu takzvanym ,intersystem crossing“, zmeénou, pfi které
dochéazi k otoCeni spinu excitovaného elektronu (viz Obr. 3A). Tripletni stav Chl a je
nebezpecny tim, Ze muze interagovat s kyslikem za vzniku vysoce reaktivniho singletniho

kysliku (viz Obr. 3B). Dalsi funkci Kar je rozsifovani absorb¢niho spektra LHC.
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Obr. 3: A — znazornéni elektronovych hladin a spinti e, rozdil mezi
zdkladnim, excitovanym singletnim a tripletnim stavem. Volné
podle Braslavsky et al. (1996). B — ¢astecny Jablonského diagram,
vznik nebezpecného singletniho kysliku interakci s tripletnim
chlorofylem (Chl). Volné podle Krasnovsky (2007) a Krieger-
Liszkay (2005).

Fluorescenci Chl 1ze méfit pomérné snadno a predevSim neinvazivné a diky tomu ji lze

dobfe vyuZzit k ziskani informaci o stavu fotosyntetického aparatu. Co se tycCe technickych
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zafizeni urcenych k méteni fluorescence Chl, existuje velka rozmanitost jak v pripadé
pouzitych zdroji excitacniho svétla, tak v pripadé senzori, tj. Cidel. Zdrojem excitacniho
svétla mohou byt rtizné druhy Zarovek, LED vybojky, laser a v urcitych pripadech i prirozeny
zdroj, tedy slunce. Klasické Zarovky maji tu nevyhodu, Ze produkuji velké mnoZstvi tepelného
zareni, coZ muze vést k naruSeni vysledku méreni. Vyzkumnik by mél vidy vénovat
pozornost spektralnim vlastnostem/zvolené vinové délce pouzitého zdroje excitacniho zareni,
protoZe ruzné vlnové délky mohou vést k riznym vysledkim. Klasickym prikladem je
rozdilné absorb¢ni spektrum PS I a PS II a tedy moZnost upfednostnéni jednoho z nich
zvolenou vinovou délkou. Pokud je vzorek méfen v temné komtirce, byva zachyceny signal
ze vzorku cCasto odvadén k cidlu optickym vldknem. Jako cidla jsou Casto pouZivany
fotodiody, diky jejich velké rychlosti, dale to mohou byt fotonasobice, interferometry a dalsi.
Zv1astni kategorii senzorti jsou bézné nebo termdlni kamery (fluorescence Chl je hlavné
v Cervené a blizké infraCervené oblasti), které umozZnuji ziskani informace o prostorovém
usporadani fluorescencniho signalu v ploSe listu (Fernandez-Jaramillo et al. 2012).

VétSina metod méfeni fluorescence Chl je zaloZzena na zkoumani takzvaného
fluorescencniho indukéniho jevu. V roce 1931 si Kautsky vSiml (a v kratickém clanku
publikoval), Ze fluorescence temnotné adaptovanych listi po vystaveni fotosynteticky
aktivhimu zareni rychle stoupne do maxima, pak pomalu klesa, aZ se za nékolik minut ustali
(citovano podle Govindjee 1995). Tomuto jevu se dnes fika Kautskyho efekt, fluorescencni
indukcni jev ¢i fluorescencni prechodovy jev. Délime jej na rychlou fazi pred dosaZzenim
maxima (do cca 1 s) a naslednou pomalou fazi od maxima k dosaZeni ustdleného stavu

(v fadu nékolika jednotek az desitek minut).

Pomald fdze krivky indukce fluorescence Chl

Méfeni pomalé faze je technicky jednodussi a historicky nejstarSi. Nejpfimocarejsi metoda
pouziva jako aktivacni zareni modré svétlo, které lze snadno, naptiklad filtrem, odliSit
od slabého cerveného fluorescencniho signalu. UrCitym vylepSenim je metoda pulsni
amplitudové modulace (PAM - ,pulse amplitude modulation®). Tato metoda umoZiuje
méfeni fluorescence v podminkach pfirozenéjsiho aktivacniho zéafeni (napt. slunecniho).
Vzorek je prfi ni vystaven kromé kontinualniho aktivacniho zareni rychle se opakujicim
slabym zableskiim méficiho zareni. Za fluorescencni signal je pak povaZovano zareni
vyvolané zableskem mériciho svétla po odecCteni zakladni hladiny mezi zablesky. Predpoklada

se, Ze mérici svétlo je natolik slabé a zablesky dostatecné vzdalené, Ze nedochazi k ovlivnéni
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chovéani vzorku. Ve vSech experimentadlnich usporadanich ale vZdy néjaka Cast vyzarené
fluorescence unikne, a proto je vZdy nutné brat v potaz pouze relativni vztahy naméfenych
hodnot (Maxwell et Johnson 2000).

Kfivky intenzity fluorescence ziskané témito metodami jsou v mnohych smérech podobné
a parametry z nich ziskané se nazyvaji shodné (Obr 4). V temnotné adaptovaném stavu je
ETC ,,prazdny“ a pripraveny zpracovat energii elektrond. PS II je tzv. otevieny, coZ znamena,
Ze akceptor elektronti Qa je v oxidovaném stavu. Intenzitu fluorescence v Case t = 0
oznaCujeme jako F,, neboli minimalni fluorescenci za temnotné adaptovaného stavu.
V piipadé metody PAM za F, oznacujeme intenzitu flurescence zméfenou jesté pred zapnutim
aktivacniho svétla. Kratkym saturujicim pulsem zafeni miZeme ziskat hodnotu Fy,
maximalni fluorescenci za temnotné adaptovaného stavu. Saturujici puls zptisobi uzavieni
vSech RC PS II neboli redukci primarniho akceptoru feofytinu a Qa. Fluorescence pak opét
klesa. Rozdil mezi Fy a F; byva oznaCovan jako variabilni fluorescence Fy. Po zapnuti
aktivacniho svétla dochazi rychle k redukci primarniho akceptoru feofytinu, prvniho
stabilniho akceptoru Qs a prenaSecti elektronti dale v ETC. S vzrlstajicim pomérem
uzavrenych RC vUc¢i otevienym stoupa i intenzita fluorescence Chl a (Rohacek 2002, Brestic
et Zivcak 2013).

Béhem nékolika minut po zapnuti aktivacniho svétla dojde v chloroplastu k aktivaci fady
mechanismd, které rostlinu chrani pfed nadmérnym ozafenim. Ty jsou souhrné nazyvané
mechanismy nefotochemického zhaSeni fluorescence v uZSim slova smyslu (NPQ -
,nonphotochemical quenching“). Se vznikem gradientu protont na tylakoidni membrané
dochazi ke zménam konformace LHC proteini. Ty vedou k interakci molekul Chl a
s molekulami zeaxantinu, ktery se podili na preméné excitacni energie do tepla. Zeaxatin
vznikd v takzvaném xantofylovém cyklu z neaktivniho violaxantinu pres meziprodukt
antheraxantin ¢innosti enzymu violaxantindeepoxidazy. Opacné plisobicim enzymem v tomto
cyklu je zeaxantinepoxidaza. Aktivita violaxantindeepoxidazy stoupa se zvySujicim se pH
v lumen tylakoidu. DalSim mechanismem nefotochemického zhaSeni jsou tzv. stavové
prechody. PS II a LHC II proteiny jsou za svétla fosforylovany a dochazi k odpojeni casti
LHC II, ktera se presouva k PS I a podporuje tak aktivitu tohoto PS (Miiller et al. 2001).

Po nékolika minutach poklesu v dtsledku aktivace téchto mechanismti se fluorescence
ustali na hladiné Fs' (,,steady state”) a vzorek dosahne takzvaného svételné adaptovaného

stavu. Obdobné jako u temnotné adaptovaného stavu lze poté kratkym saturujicim pulsem
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ziskat hodnotu Fu', ktera je ovSem nizsi neZ Fy (plisobenim NPQ). V pripadé metody PAM

muizZeme také po vypnuti aktivacniho svétla zméfit Fo', minimalni fluorescenci za svételné

adaptovaného stavu (Rohacek 2002, Brestic et Zivcak 2013).

Fluorescence [a.].]

Obr. 4: Znazornéni typického Casového pribéhu méteni fluorescence chlorofylu (Chl) metodou PAM
(,,pulse amplitude modulated”) a ziskané zédkladni parametry. a.j. — arbitrdarni jednotky. ML —
meéfici/modulované svétlo. SP — saturacni puls, AL — aktivacni/aktinické svétlo. F,, Fo' — minimalni
fluorescence v temnotné resp. svételné adaptovaném stavu. Fy,Fyn' — maximalni fluorescence v
temnotné resp. svételné adaptovaném stavu. Fs' — ustalend (,,steady state®) fluorescence ve svételné
adaptovaném stavu. AF' — fotochemické zhaSeni fluorescence otevienymi RC PS II Pfevzato a

upraveno

Fy

Fy'

by ¢ b

+ML sp +AL sp

Cas

podle Brestic et Zivcak (2013).

-AL

Z vySe uvedenych zakladnich parametrti fluorescence Chl je mozné odvodit fadu dalSich

parametrd, které vyjadiuji rizné vlastnosti fotosyntetického aparatu a jsou shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Zakladni a odvozené parametry ziskané z méfeni pomalé kinetiky fluorescence chlorofylu (Chl). PS
— fotosystém, RC — reak¢ni centrum. Pfevzato a upraveno z (Brestic et Zivcak 2013), doplnéno
o synonymni oznaceni parametri z Rohacek (2002) a Misra et al. (2012).

Parametr | Nazev a fyziologicky vyznam Vypocet

F, F Intenzita fluorescence temnotné nebo svételné adaptovaného
vzorku

Fo Minimalni fluorescence temnotné adaptovaného vzorku
(RC PS II oteviena)

Fo' Minimalni fluorescence svételné adaptovaného vzorku B F,
(RC PS II oteviend). Hodnota miize byt méfena piimo nebo| ~° ~ F, /F, +F,/F,,
vypocitana

Fum, Fu' Maximalni  fluorescence  temnotné nebo  svételné
adaptovaného vzorku (RC PS II zaviend)

Fs' (= Fs,| Ustalena hodnota fluorescence za dané intenzity svétla.

nékdy F')
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Tab. 1 — Pokracovani.

Parametr | Nazev a fyziologicky vyznam Vypocet
Fv Variabilni fluorescence temnotné adaptovaného vzorku F,=F,—F,
Fyv' Variabilni fluorescence svételné adaptovaného vzorku F,'=F,'—F,
Fq' (= AF',| Fotochemické zhaseni fluorescence otevienymi RC PS II Fo'=Fy'—F'
Fq, AF)
Fv/Fu Maximalni kvantovy vytézek PS II (temnotné adaptovany F,
Fy/Fy=1-—"
stav) Fy
Dpsii Efektivni kvantovy vytézek PS II za dané intenzity svétla Fy'—Fy'
— 1 v F v/]T_“M =
(FFq/Fw) Q N
Fyv'/Fu' Maximalni kvantovy vytéZek PS II za dané intenzity svétla e F,'
Fy'/Fy'=1— F
M
NPQ Nefotochemické zhaseni fluorescence Chl NPQ= Fy—Fy'
= 7FM '
qP Koeficient fotochemického zhaSeni zaloZeny na modelu PS p= F,/'—Fy'
I bez konektivity (,,puddle model®) = F,,'—F,'
qL Koeficient fotochemického zhasSeni zaloZeny na modelu PS L= Fy'—Fs' Fy
II s absolutni konektivitou (,,Jake model*) a-= F,,'—F, Fg'
gN Koeficient nefotochemického zhaseni variabilni fluorescence N= Fy,—Fy'
Chl aN= F,—F,'
Do Kvantovy vytéZek neregulované disipace energie v PS 11 . = 1
NOT NPQ+1+qL(F,/F,—1)
Dnpq Kvantovy vytéZek regulované disipace energie v PS II Dp=1—Dpg; — Do

Adaptace vzorku na tmu a méfeni celé indukéni kiivky fluorescence jsou ¢innosti pomérné
Casové narocné. Proto se Casto pouZivaji rizné zjednoduSené protokoly, které umoziuji rychlé
zméfeni velkého mnoZstvi vzorki, ale nepodavaji tak komplexni informace o stavu
fotosyntetického aparatu rostliny. Jednou z nejbéZnéjSich takto pouZivanych metod je
vystaveni temnotné adaptovaného vzorku jedinému satura¢nimu pulsu, stanoveni Fo, Fy a
vypocitani Fy/Fy. Casova narocnost tohoto méfeni je srovnatelna s narocnosti méfeni rychlé
casti fluorescencni indukéni kiivky (OJIP, viz dale), ale podava podstatné méné informaci.

Dal3i metoda vynechava adaptaci vzorku na tmu a umoZiuje stanovit parametr ETR
(,,electron transport rate®) pri znamé intenzité ozareni (I):

ETR,=1-0,84-0,5- D, @)
kde 0,84 je empiricky stanoveny koeficient, ktery zohlediiuje fakt, Ze ne vSechno dopadajici
zateni (I) je pohlceno Chl, ale Cast je odrazena nebo listem prostoupi. Tento koeficient je

vhodny pro zdravé listy mnoha druht rostlin, ale pro silné stresované listy je tfeba jej upravit.
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Koeficient 0,5 reprezentuje odhad poméru fotoni pohlcenych PS II vii¢i poctu fotoni
pohlcenych obéma PS (Maxwell et Johnson 2000, Brestic et Zivcak 2013).
JindA metoda vynechava pouziti saturacnich pulsi a stanovuje intenzitu fluorescence
v pfedem danych casovych okamZicich. Hlavnim jejim vystupem je tzv. relativhi pomér
poklesu fluorescence Chl (,,fluorescence decrease ratio®):
pEE o
kde Fp oznacuje maximalni fluorescenci Chl (Brestic et Zivcak 2013).
,»Slow induction curve and recovery“ je metoda, kterd naopak rozsifuje zakladni méfeni
flurescencni indukéni kiivky. Fy a Fo v této varianté nejsou méreny pouze dvakrat (na zacatku
a na konci), ale v pravidelnych intervalech v pribéhu celého prechodu z temnotné
adaptovaného stavu na stav svételné adaptovany a po vypnuti aktivacniho svétla i béhem

opétovné adaptace na tmu. Saturacni pulsy jsou nasledovany kratkymi okamziky vypnutého

aktivacniho svétla a zapnutim zdroje infracerveného zatreni (Brestic et Zivcak 2013).

Studii, které pouZily nékterou z variant méfeni pomalé kinetiky fluorescence Chl
u jehlicnant je velké mnozZstvi (mnoho set). Jejich tplny vycet presahuje moznosti této prace,
proto je v této Casti jmenovité neuvadim. V kapitole 3.3 jsou ale shrnuty studie pouZivajici
u jehlicnani tuto metodu k vyzkumu vnitrodruhové variability coz je tématicky blizsi

jednomu z cilti této prace.

Rychld fdze krivky indukce fluorescence Chl (OJIP analyza)

Rychld faze fluorescenc¢niho induk¢niho jevu je oznaCovana OJIP. K jejimu méfeni se
nejcastéji pouziva souvisly saturani puls modrého svétla trvajici vétSinou 1 s. Pokud
zobrazime Casovy pribéh nértstu fluorescence v semilogaritmickém zobrazeni (Obr. 5) odhali
se ,stupnovity“ charakter tohoto nartistu, ktery zistava pri béZném (nelogaritmickém)

Q¢

zobrazeni skryty. Nazev OJIP vychazi z tradi¢niho oznaceni bodi — ,,stupnti“ — fluorescencni
indukéni krivky. Zacatek kiivky je oznacovan jako O (,,origin“), nasleduji inflexni body J a I
(kdysi oznacované I; a I,) a bod dosaZeni maxima se oznacuje P (,,peak”). Kromé hlavnich
inflexnich bodi se v nékterych pripadech na OJIP kiivce objevuji dalsi inflexni body, napf.
mezi O a J se zejména pri stresu horkem objevuje bod K, pripadné pred nim jeSté bod L

(Stirbet et Govindjee 2011, Stirbet et al. 2014).
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Obr. 5: Typicky tvar fluorescen¢ni indukcni kfivky v semilogaritmickém

zobrazeni. O, J, I, P — vyznamné body rychlé ¢asti fluorescen¢niho indukéniho
jevu. r.j — relativni jednotky. Pfevzato a upraveno z Stirbet et Govindjee (2011)

Soucasné vysvétleni OJIP krivky je zaloZeno predevSim na teorii Duysens et Sweers
(1963), ktera rika, Ze rychlost konverze svételné energie na chemickou je limitovana
predevSim na strané akceptorti elektronti Qa a Qg (,,quencher”, zhase¢ fluorescence Chl).
Alternativni hypotézou je vysvétleni podle Stirbet et al. (2014), rozebrané podrobnéji dale.

Usek O-J se nazyva fotochemicka faze, protoZe rychlost nartistu fluorescence Chl je velmi
ovlivnéna pouZitou intenzitou ozareni a neni prili§ citliva na odliSnosti v teploté vzorku.
Intenzivnéjsi ozafeni vede k rychlejSimu nartstu fluorescence a zkrdceni doby nutné
k dosaZeni bodu J. Nariist fluorescence v tomto useku je vysvétlovan redukci akceptori Qa a
Qs. V bodé J dochazi k docasnému vyrovnani rychlosti redukce Qa a Qg a odbéru elektront
PQ. Tento jednoduchy model ale nestaci k tplnému vysvétleni tvaru O-J faze. Kinetiku
fluorescence ovliviiuji mnohé dalsi faktory (Stirbet et al. 2014). Patfi mezi né konektivita PS
11, tedy pravdépodobnost prenosu excitacni energie z jednoho komplexu PS II na druhy diky
blizkému kontaktu anténovych Chl. Pfi porovnani kiivky OJIP dvou vzorkd, ve kterych ma
PS 1II odliSnou konektivitu, bylo zjiSténo, Ze rozdil mezi témito dvéma kfivkami je nejvétsi
okolo 100-150 ps. Bod tohoto maxima byl nazvan L a parametr F je zafazen do nékterych
analyz OJIP krivky. S konektivitou souvisi heterogenita PS II, kdy ¢ast komplexti PS II tvori
dimery a Cast samostatné jednotky. Vznik bodu K u vzorki stresovanych horkem je vétSinou
pripisovan ztraté funkce OEC a nésledné akumulaci Pgg', ktery miZe pusobit jako zhéasec
fluorescence. PFi temnotni adaptaci také nemusi dojit k uplné oxidaci PQ, naopak u nékterych
vySSich rostlin a fas dochazi ve tmé spiSe k jeho redukci. To méa za nasledek zvySeni F, a F),
coz vede ke $patnym odhadéim podilu funkénich RC PS II (viz dale). ReSenim tohoto

problému je vystaveni vzorku kratému pulsu ,,far-red“ zareni (energie pro PS I bez aktivace
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PS II) pred samotnym méfenim OJIP (Stirbet et Govindjee 2011, Stirbet et al. 2014).

Oblast J-I-P se nazyva termalni faze, protoZe je vemi ovlivnéna teplotou vzorku a je méné
citliva k rozdilim v pouzité intezité ozareni. V jejim pribéhu dochazi k postupné redukci PQ.
V bodé I je docasné vyrovnana rychlost redukce PQ a jeho oxidace aktivitou PS I skrze
cytochrom bgf. Po bodu I miZe dokonce nésledovat kratké snizeni fluorescence Chl
zpusobené zvySenou aktivitou PS I. Minimum tohoto je oznacovano jako tzv. bod D (,,dip“).
V bodé P dochézi ke kompletni ,,dopravni zacpé“ v ETC. Enzym ferredoxinreduktaza je
v temnotné adaptovaném stavu neaktivni a béhem méfeni OJIP u vysSich rostlin nestihne dojit
k jeho aktivaci. Disledkem toho se prenasece elektroni v ETC predchazejici
ferredoxinreduktaze hromadi v redukovaném stavu aZ do zahlceni celého ETC. Hodnota
fluorescence odectend v bodé P je oznacovana také jako Fy, protoZe se predpoklada, Ze
vSechna RC PS II jsou uzaviena (Stirbet et Govindjee 2011, Stirbet et al. 2014).

Na zdakladé statistického modelovéani energetickych tokd vyvinuli Strasser et al. (2000,
2004) takzvany JIP-test, ktery byl dale rozSifen autory Stirbet et Govindjee (2011). Jde
o vypocetni metodu, kterd umoziuje z nékolika zakladnich parametrii odectenych z kiivky
OJIP stanovit fadu odvozenych parametri, které podéavaji rizné informace o efektivité a
aktivité rtznych casti ETC a jsou shrnuty v Tab. 2. Aby bylo sestaveni takového
matematického modelu mozZné, museli védci zavést fadu predpokladi a zjednoduseni.
Hodnoty fluorescence vétSiny vyznamnych bodi kiivky OJIP jsou odecitany v predem
stanovenych Casech (viz Tab. 2). Pro vétSinu vypoctl je predpokladana nulova konektivita PS
IT a komplexy PS II jsou povaZovany za homogenni monomery, presto nékteré vypocitané
parametry umoziiuji tuto konektivitu odhadnout. Uplny seznam vsSech 17 predpokladi je

mozZné najit v Stirbet et Govindjee (2011).

Tab. 2: Parametry JIP testu. PS — fotosystém. RC — reakcni centrum. Pfevzato a upraveno podle Stribet et
Govindjee (2011). Vynechany jsou parametry vztahujici toky energie na plochu listu.

Parametr |Nazev a fyziologicky vyznam Vypocet

F, Prvni spolehliva hodnota fluorescence po zapnuti svétla. F 20,15,40 usnebo 50
Fy Hodnota fluorescence v ¢ase 300 ps (pripadny bod K) Fio0.

F, Hodnota fluorescence v ¢ase 2 ms (bod J) F,os

F, Hodnota fluorescence v ¢ase 30 ms (bod I) Fooms

Fy (Fp) Maximalni naméfend hodnota fluorescence max (F,)

{pmax Cas potfebny k dosaZeni maximalni fluorescence Fy,
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Tab. 2 — Pokracovani.

Parametr |Nazev a fyziologicky vyznam Vypocet
Area Plocha nad OJIP kfivkou shora ohranicena pfimkou s rovnici e
f(t):FM FM'tFmaX_.!; Ft

Technické parametry

Vy Variabilni fluorescence (funkce casu t) F,—F,
Fy Maximalni variabilni fluorescence Fyu—F,
vV, Relativni variabilni fluorescence (funkce casu t) (F,—F,)/F,
M, Odhad smérnice relativni variabilni fluorescence V, v okoli| (AV/At),
bodu O. =4(F,—F_)/F, [ms™]
S Normalizovana plocha nad OJIP kiivkou (predpoklada se, Ze | Area/Fy

odpovida poctu redukci a oxidaci molekuly Q. béhem méfeni
OJIP, a tedy souvisi s celkovym poctem prenaSeci elektrond v
ETC)

Definice energetickych toku

JAPs Rychlost absorbce fotont vSemi PS II

J® Rychlost premény excitacni energie na chemickou (redukce Qa)
(,,trapping®)

5 Maximalni J™® (v bodé O)

AR Rychlost disipace exitacni energie

I Rychlost toku energie z Qa na Qg

I Rychlost toku energie az k PS I

Kvantové vytézky, efektivity a pravdépodobnosti

Opo Maximaélni kvantovy vytézek PS II IS I =1-FIF,,
O Kvantovy vytézek PS II (funkce Casu t) 13 =1—F IF,,
=y, (1-V))
®emo (9po) | Kvantovy vytézek transportu elektronii z Qa na Qg Jo 2 11*°=1~F,/F,,
= (ppo( 1- VJ)
Orero (Opo) Kvantovy vytéZek transportu elektronti az k PS I J CR)Ell JAPS = 1-F,/Fy
= (ppo( 1- V[)
@Opo Kvantovy vytéZek disipace zachycené energie Fo/Fy
Werae (Wgo) | Efektivita/pravdépodobnost, s jakou bude elektron prenesen z | JE/Jf=1-V,
Qa na Qg (frakce elektronti prenesenych mezi Qa a Qg vztaZena
na exciton zachyceny RC PS II)
Urero (Uro) Efektivita/pravdépodobnost, s jakou bude elektron prenesen az | J CR)Ell JE)R:I—VI
k PS T (frakce elektronti pfenesenych za Qa vztaZzena na exciton
zachyceny RC PS II)
8peto (8ro) | Efektivita/pravdépodobnost, s jakou bude elektron prenesen z| J&*'/J5"

QBaZkPSI

:(1_V1)/( 1_VJ)

23




Tab. 2 — Pokracovani.

Parametr ‘ Nazev a fyziologicky vyznam

‘ Vypocet

Specifické energetické toky (na jedno RC PS II)

J*®S/RC | Primémy tok absorpce na RC, neboli zdanliva velikost antény | (My/V,)-(1/¢y,)
(ABS/RC) |PSTI
Yre: (YRC) | Pravdépodobnost, Ze Chl v PS II funguje jako RC Chly/Chligrar
=1/(ABS/RC+1)
RC/J*® | Polet RC redukujicich Qa vztaZeny na Chl, ktery je soucasti| ¢p,(V,/M,)
antény
JOY/RC | Maximalni tok energie zachyceny PS II M,/V,
(TRO/RC)
JEP/RC | Tok elektrond z Qa na Qs (Mo/V,)-(1-V,)
(ETO/RC)
JSIRC | Tok elektrond z Qa aZz k PS 1 (Mg/V,)-(1=V))
(REO/RC)
DI,/RC Tok disipované energie vyjadieny na jedno RC PS II (ABS/RC)—(TRO/RC)
Rychlostni konstanty deexcitace
ky Rychlostni konstanta nefotochemické deexcitace k- J F,,
kp Rychlostni konstanta fotochemické exitace ke J" B /(Fo Fy)

=ky-Fy/F,

Performacni indexy (kombinace parametrii)

Pl,ps Performacni index konzervace energie od fotoni ke Qg [ Vreo/ (1= Vrea) 1-L@po/
(1_(PP0)]'[ wETZO/(l_wETZO)]
PlioraL Performacni index konzervace energie od fotont az k PS I Pl s [ 8peio/(1—8ge10) ]

Hnaci sila (,,driving force“) pro fotochemickou aktivitu

DFTOTAL

log(PIABS)

Analyza kfivky OJIP byla u jehlicnanti pouZita dosud pouze v nékolika studiich.

Meinander et al. (1996) pouZili metodu OJIP a méreni reflektance k odhadu miry stresu

rostlin P. sylvestris, které byly vystaveny riznym zvySenym koncentracim CO; a O3 po dobu

tii mésici. Mnohé fyziologické parametry se nelisily, ale rostliny vystavené zvySenému O3

mély vétsi efektivni velikost antény PS II a rostliny vystavené CO, mély velikost antény

naopak mensi.

Manes et al. (2001) pouZili analyzu OJIP ke zkoumani vztahu stresu suchem a vlivu

zvySeného mnozZstvi Oz na semenacCky Pinus halepensis Mill. Své vysledky vysvétluji urcitym

antagonistickym vztahem mezi reakcemi na tyto dva stresy.

Corréa et al. (2008) zkoumali toky latek mezi mykorhizni houbou Pisolithus tinctorius a
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Pinus pinaster L. za nizké/vysoké koncentrace N v substratu. JIP-test pouZili k sledovani
fyziologického stavu rostliny v pribéhu experimentu, ale nenaSli prokazatelny vliv
mykorhizace v Zddném z parametrti JIP-testu.

Katani¢ et al. (2012) porovnavali parametry JIP-testu vegetativnich pupent a jehlic
z daného roku u P. abies a zjistili, Ze v pupenech je rychlost ETC pravdépodobné limitovana
rychlosti prenosu elektront z Qa na Qg.

Pollastrini et al. (2014) studovali kompetetivni interakce mezi stromy buku, bfizy a
P. abies v prostiedi experimentalnich smiSenych lest riznych stafi a v prostfedi monokultur.
V mladém smiSeném lese byl parametr Plrorai vztaZeny na plochu stanovisté vysSSi neZ
u monokultur a hodnoty parametrt jednotlivych stromti byly ovlivnény predevsim faktem, Ze

briza stinila ostatni stromy.

Zpozdénd fluorescence Chl

VétSina praci vyuZzivajicich fluorescenci Chl a se zabyva okamZitou, bezprostredni (,,prompt®)
fluorescenci. Zpozdéna (,,delayed”) fluorescence Chl je prekvapivy fenomén zptisobeny
faktem, Ze vSechny fotosyntetické reakce jsou reverzibilni. Elektrony se mohou v ETC
s urcitou pravdépodobnosti vracet a mtze dojit k rekombinaci naboje za vzniku excitovaného
Chl, ktery nasledné vyzari foton. Z ¢im vzdalenéjSiho mista v ETC se elektron vraci, tim delsi
dobu mu to trvd a tim niZSi je pravdépodobnost, Ze cestu dokonci. Intenzita zpoZdéné
fluorescence tedy od okamZiku vypnuti aktivac¢niho svétla postupné klesa a tvar krivky
zpozdéné fluorescence nese informace o stavu jednotlivych ¢asti fotosyntetického aparatu
(Goltsev et al. 2009).

413

Zpozdéna fluorescence podobné jako ,,okamzita“ fluorescence pochazi predevsim z PS II a
ma stejné spektrum. Lze ji ale pozorovat po vypnuti aktivacniho zareni dlouho poté, co
,okamzita“ fluorescence zcela vyprchala (po 5 ns aZ 1 hodin€). Principidlné odlisSné vysledky
davaji méfeni zpozdéné fluorescence vzorku, ktery byl ptivodné ozaren kratkym saturacnim
pulsem, a vzorku, ktery byl vystaven dlouhodobému aktiva¢nimu zéreni, které bylo nahle
vypnuto (Goltsev et al. 2009).

Specidlnim pripadem protokolu je méfeni fluorescencni indukcni kiivky okamzZité
fluorescence spolecné se zpoZdénou fluorescenci. V kratkych intervalech je aktivacni svétlo
zapindno a vypinano. Za svétla je méfena rychla fluorescence, za tmy po 5 ns (které staci

k vyprchani ,,okamzité“ fluorescence) je zmétrena fluorescence zpozdéna. Jako priklad

pouzivanych délek intervalt svétla a tmy lze uvést protokol, ve kterém se stfidaji v poméru
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3:1 (svétlo:tma) a cykly se postupné prodluzuji z 400 ps aZz na 10 s (pristroj M-PEA,
Hansatech Instruments, King’s Lynn, UK). Aby byl z kiivek zpoZdéné fluorescence vyloucen
vliv predchozich cykld, je vidy od hodnot nasledujiciho cyklu odectena posledni hodnota
v cyklu pfedchozim (Goltsev et al. 2009).

Zpozdéna fluorescence je vyrazné slabsi nezZ ,,okamZzita“, vZdy méné nezZ 1 %, coZ vytvari
urCité naroky na citlivost detekénich zafizeni. Zakazkové vyrobené pristroje jednotlivych
laboratori navic podavaji systematicky odliSné vysledky a neni vhodné je pfi srovnavani

slucovat (Goltsev et al. 2009).

Existuje nékolik praci na jehli¢nanech, kde bylo méfeni zpozdéné fluorescence vyuZito pro
rizné ucely. Itoh et al. (1981) pouZili méreni fluorescencniho indukcniho jevu v kombinaci
s méfenim zpoZdéné fluorescence ke studiu etiolovanych jehlic a chloroplastovych supenzi
P. abies. Gyllenstrand et al. (2014) méfili zpoZdénou fluorescenci na semenaccich stejného
druhu a zjistili, Ze na rozdil od mnohych vysSich rostlin (Goud et al. 2009) zpoZdéna
fluorescence tohoto druhu smrku nevykazuje za konstantnich podminek Zadny cirkadialni
rytmus.

Grigor'ev et Pakhar'kova (2001) studovali vliv primyslového zneciSténi prostiedi na
P. sylvestris pomoci metod okamzité i zpoZdéné fluorescence a zjistili, Ze stromy
v zneCisténych oblastech maji krat$i a méné vyrazné obdobi zimni dormance, coZ je mize
Cinit nachylnéjsimi k chladovému stresu.

Komplexni analyzu fluorescence Chl v pribéhu roku u Taxus cuspidata Siebold & Zucc.
provedi Yokono et al. (2008) a to méfenim spektra okamzité fluorescence pri 77 K a jeho

poklesu v ¢ase (obdoba méfeni zpoZdéné fluorescence pouzita pro celé spektrum).

Spektrum fluorescence Chl pri 77 K

Zvlastni kategorii méfeni fluorescence Chl jsou spektra zméfena na vzorcich zchlazenych na
77 K, tedy na teplotu tekutého dusiku. Je zfejmé, Ze pri této teploté neprobihaji Zadné procesy
spojené s pohybem molekul prenaSecti elektroni, ani fotosyntetické regulacni mechanismy, a
lze ocekavat i jiné zastoupeni rota¢né-vibracnich hladin molekul Chl. Spektrum fluorescence
se oproti fyziologickym podminkdm vyrazné méni (viz Obr 6). Pivodni dvé maxima v 685
nm (odpovidajici fluorescenci PS II) a v 720-740 nm (odpovidajici fluorescenci PS I) se
v 77 K rozstépi na zretelna tfi maxima v 685 nm, 695 nm (PS II) a 735 nm (PS I) (Misra et al.

2012). Tato metoda dnes pro svou technickou narocnost a zavislost tvaru spektra
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na koncentraci Chl neni pfiliS oblibend, ale v minulosti méla zasadni vliv na objeveni a
vyzkum stavovych prechodd (Misra et al. 2012, Porcar-Castell et al. 2014). Vzorek pred
zmraZenim vystaveny zareni vlnové délky uprednostiiujici PS I nebo PS II si po zmraZeni
zachova rozloZzeni LHC II vyrovnavajici toto uprednostnéni, coZ se projevi na vySkach

jednotlivych maxim fluorescenc¢niho spektra (Murakami 1997, Misra et al. 2012).
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Obr. 6: Fluorescenc¢ni spektra chlorofylu (Chl) u sinice Synechocystis sp. PCC 6714 pri teploté 77 K. Buiiky

rostly pod (A) oranzovym, (B) kratkovinnym cervenym a (C) dlouhovlnnym cervenym svétlem. Prevzato a

upraveno podle Murakami (1997).

Metoda méteni fluorescence pfi 77 K byla pouZita na jehli¢nanech jen v nékolika mélo
studiich a z jejich datace je ziejmé, Ze dnes tato metoda u vyzkumniki nepatii k prilis
oblibenym. Brouers et Wolwertz (1980) pouZili méfeni fluorescencniho spektra pfi 77 K
ke zkoumani stability etioplasti po vystaveni riznym chemickym latkdm u Pinus jeffreyi
Grev. et Balf.

Strand et Oquist (1985) zkoumali poSkozeni fotosyntetického apardtu P. sylvestris
zpusobené silnym ozéafenim v kombinaci s mraZenim vzorku jehlic nebo izolovanych
chloroplastii a zjistili zmény odpovidajici pozkozeni PS II. Strand et Lundmark (1987)
na tomtéZ druhu pokracovali ve studiu vztahu fotoinhibice a vystaveni semenackti mrazu
v prirozenych venkovnich podminkach pomoci méfeni indukcni kiivky pri 77 K.

Oquist et Malmberg (1989) studovali vztah adaptace semenacku P. sylvestris a P. contorta
na mraz a jejich odolnosti k fotoinhibici pomoci rtznych metod méfeni vcetné méreni
indukcniho jevu pfi 77 K, ale nezjistili mezi mrazovou adaptaci a fotoinhibi¢ni odolnosti
souvislost. Zjistili vSak zavislost na teploté pouZité pfi ozarovani.

Spunda et al. (1998) nasli rozdily v 77 K fluorescen¢nich spektrech u jehlic P. abies
z riznych ¢asti koruny, které nebyly zavislé na tom, zda byly jehlice pfed zmraZenim svételné
nebo temnotné adaptované.

Raskin et Marder (1997) méfili u semenackd Pinus brutia L. a jeCmene péstovanych

ve tmé rtznou dobu po vykliceni fotosyntézu pomoci nékolika metod vCetné méreni spektra
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fluorescence pri 77 K. Z vysledki vyplyvalo Ze béhem vyvoje dochazi k akumulaci
neaktivniho PS II.

Ivanov et al. (2006) zkoumali aktivitu fotosyntetickych komplexti riznymi metodami
vCetné studia spektra fluorescence Chl u jehlic a zelené primarni kiiry P. sylvestris béhem léta
a zimy a zjistili, Ze schopnost fotosyntetizovat je v primarni ktife v zimé lépe zachovana a

proto miZe mit vyznamnou roli pro preziti stromku v zimnim obdobi.

Fluorescence indukovand sluncem
Doposud jsem popisovala predevSim metody vyuZivajici umély zdroj svétla v laboratornich
(nebo pfirodnich, ale vyZadujicich pfimy kontakt méficiho pfistroje s rostlinou) podminkach.
Fluorescence indukovana sluncem (SIF — ,solar induced fluorescence”) je, jak uZ nazev
napovida, metoda mé¥ici fluorescenci Chl vyvolanou slune¢nim zéarenim. Jeji hlavni prednosti
je fakt, Ze nepotiebuje Zadné predchozi zatemnéni vzorku a diky tomu vyzkumnikovi
umoZiuje méreni na velkou vzdalenost: z véZe, letadla nebo i satelitu (Porcar-Castell et al.
2014). Princip této metody i jeji uskali byly podrobné a prehledné popsany v mnoha
soubornych c¢lancich, naptiklad Smorenburg et al. (2002), Meroni et al. (2009), Porcar-Castell
et al. (2014).
Zakladni otazkou, ktera byla pfi méreni SIF feSena, bylo, jak odliSit pomérné slabé zareni
fluorescence od silného odraZeného zareni (reflektance), které jej na vétSiné vinovych délek
prekryva. Elegantni odpovédi na tento problém je metoda FLD (,Fraunhofer line
depth/discriminator”). Ve slunecnim spektru se vyskytuji takzvané Fraunhoferovy cary —
tmavé uzké oblasti zptsobené pohlcenim specifickych vinovych délek slunec¢niho zéreni
prvky slunecniho obalu a zemské atmosféry. Cary vzniklé pri priletu zafeni zemskou
atmosférou se nékdy (predevsim spiSe v anglickych textech) nazyvaji tellurické. P¥i odrazu
svétla nedochazi ke zméné jeho vinové délky a proto se tyto cary vyskytuji i ve spektru
odrazeného svétla. Pri fluorescenci naopak vZdy dochazi k posunu vlnové délky vyzareného
svétla oproti absorbovanému a fluorescencni zareni pak doslova vypliiuje Fraunhoferovy cary
(Porcar-Castell et al. 2014).

Vlastni méfeni SIF spociva v ziskani pouhych 4 parametrii: slunecni ozareni a zareni
vzorku uprostfed (uvnitf) spektralni ¢ary a v jejim tésném okoli (vn€) (parametry a, b, c a d

viz Obr. 7).
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Slunecni ozareni Zareni vzorku

fluorescence

A A
Obr. 7: Schématické zndzornéni spektra v okoli
Fraunhoferovy cary. a, b, ¢, d — zméfené hodnoty. A —
vlnova délka stfedu Fraunhoferovy cary. Prevzato a
upraveno podle Smorenburg et al. (2002)

Vypocet fluorescence stoji na dvou predpokladech: Reflektance i intenzita fluorescence
jsou v uzkém rozsahu vlnovych délek v okoli Fraunhoferovy cary konstatni. Nejdiive je
vypocitana reflektance na zakladé toho, kolikrat se po odrazu sniZila ,hloubka“
Fraunhoferovy cary.

c—d
Ry=—p 3)

Odectenim odraZeného svétla od zafeni vzorku uvnitf Fraunhoferovy Cary lze snadno ziskat
intenzitu fluorescence.

F,=d-R,b 4
Upravou vzorcti (3) a (4) lze ziskat obvykle pouZivany vzorec pro vypocet fluorescence
(Smorenburg et al. 2002, Porcar-Castell et al. 2014).

ad—bc
F="— (5)

Oba zdakladni predpoklady vySe uvedeného vypoctu (neménnost reflektance i fluorescence)
linearni nebo polynomidlni interpolaci spektra v blizkém okoli (podrobnéji Meroni et al.
2009).

V soucasnosti provadéné analyzy SIF se zaméfuji spiSe na porovnani méreni v Case (denni
cyklus a ro¢ni cyklus) a mezi rGznymi vlnovymi délkami. Fraunhoferovych car, které se
nachazeji v oblasti fluorescence Chl, je nékolik. Nejcastéji pouZivané jsou ¢ara vodikova
(H.a, 656 nm), draslikova (KD1, 769 nm), a tellurické cary kyslikova (O.B, 690 nm) a
kyslikova (O,A ,760 nm) (Porcar-Castell et al. 2014). Signal zméreny v care O,B je velmi
blizko absorb¢nimu maximu Chl (viz Obr. 8) a je tedy velmi citlivy na reabsorbci, naopak

fluorescencni signal v ¢are OA tuto vlastnost nema. Pomér fluorescence v Cervené (,,red”) a
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ofar red” oblasti Fr/Fer se proto Casto pouziva k odhadu obsahu Chl. Interpretace tohoto
NPQ a tento pomeér je primo umeérny ucinnosti vyuZiti svételné energie. Na Skale roc¢nich
obdobi je naopak mezi Fr/Fer a ucinnosti vyuZiti svételné energie tmeéra neprima.
Do interpretace SIF déle vstupuje fada dalSich faktor, jako vliv teploty na tvar
fluorescencniho spektra, struktura listu anebo koruny stromu a relativni prispévek
fluorescence PS I vici PS II (Porcar-Castell et al. 2014). Fr/Fm také zavisi na spektru
aktivacniho svétla. Rizné vinové délky pronikaji riizné hluboko do listu/koruny, kde excituji
Chl. Fluorescencni zareni pak musi absolvovat rtizné dlouhou cestu k povrchu a ma tedy

riznou pravdépodobnost reabsorbce (Buschman 2007).
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Obr. 8: Schématické znazornéni absorbc¢niho spektra Chl (vlevo) a naméreného spektra fluorescence
(vpravo) listu s vysokym (plna ¢ara) a nizkym (teCkované€) obsahem Chl. Vyznaceny jsou vinové délky
nejcastéji pouzivanych Fraunhoferovych car. Pfevzato a upraveno podle Gitelson et al. (1998).

Velkou nevyhodou SIF oproti méfeni fluorescen¢ni indukcni kiivky je to, Ze neumoZiiuje
zjistit kvantovy vytéZek fotochemickych procesii, protoZze neumoziuje zméfit Fy. Zptsobem,
jak obejit tuto neprijemnost, by mohlo byt propojeni SIF se stanovenim hrubé primarni
produkce, i kdyZ kvili komplexité faktorG ovliviiujicich SIF toto zatim nebylo vyfeSeno.
Podobnost map ziskanych satelitnim méfenim SIF a globalnich modelt hrubé primarni

produkce dava nadéji na budouci propojeni (Porcar-Castell et al. 2014).

Pouziti SIF pro studium fotosyntetické aktivity velkych ploch porostd, které je
nejslibnéjSim vyuZitim této metody, neni z principu taxonomicky specifické. Studie zamérené
na jehlicnany se zabyvaji porovnanim velkoplosnych méfeni boreédlnich lesi s méfenimi

na urovni jednotlivych stromt, a tedy kvantifikaci moZnosti extrapolace jednoho méreni

30



na druhé. Louis et al. (2005) porovnavali méfeni SIF na tirovni korun s mérenimi fluorescence

indukované laserem a méfeni Fy/Fy jehlic u P. sylvestris a nasli mezi nimi korelace.

3.2.4 Systémy zaloZené na termoluminiscenci
Termoluminiscence je slabé zareni vyzarované predem ozarenym vzorkem v pribéhu jeho

ohfivani. Vyuziti termoluminiscence neni omezeno pouze na vzorky schopné fotosyntézy, ale
pouziva se v Siroké Skéale oboril jako mineralogie, archeologie a studium rdznorodych
biologickych a biochemickych objekti. Fyzikalni princip vzniku tohoto zéfeni je zpétna
rekombinace kladnych a zapornych nébojt, kterym byl ve studeném vzorku znemoZzZnén
pohyb. Zahrati vzorku zvysi vibracni energie atomii a molekul a umozni nabojim prekonani
energetickych bariér branicich rekombinaci. Pfi rekombinaci naboji dojde ke sniZeni energie
systému, ktera se projevi vyzarenim fotonu (Ducruet et Vass 2009).

Ve fotosyntéze je plivodcem termoluminiscence predevsSim PS II, kde dochazi
k rekombinaci naboji mezi manganatymi ionty (nebo tyrozinovymi zbytky) v OEC a
sekundarnimi chinonovymi akceptory Qa a Qg. Luminiscence z PS II ma emisni spektrum,
které je podobné spektru fluorescence Chl s maximy 695 a 735 nm. Méfeni
termoluminiscence fotosyntetickych vzorki vyzaduje pomérné slozité technické zarizeni
umoZiujici rychlé zmény teploty a komplikované automatické ozafovani vzorku.
NejcCast€jSim pristupem je rychlé ohfivani vzorku z 77 K nebo —30 °C na 70 °C. Na ziskané
kiivce termoluminiscence se pak prfi konkrétnich teplotach objevi rizné Ccary
termoluminiscence, které odpovidaji riznym typtim rekombinace naboje (Tab. 3) (Ducruet et
Vass 2009).

Mérenim termoluminiscence na jehlicnanech se zabyvalo jen nékolik studii. Ivanov et al.
(2001) a Ivanov et al. (2002) zkoumali zmény termoluminiscence v zavislosti na rocnim
obdobi u vzrostlého stromu P. sylvestris, a to kaZzdodennim méfenim po dobu dvou let, a
zjistili pravidelné zmény v intenzité cary B (rekombinace S,Qg"). Sveshnikov et al. (2006)
méfili termoluminiscenci semenacki téhoz druhu borovice adaptovanych na chlad a zjistili, Ze

u nich dochazi k posunu ¢ary B smérem k niZSim teplotam.
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Tab. 3: Hlavni termoluminiscencni cary fotosyntetického vzorku a jejich fyziologicky pivod. S./S; —
redukcni stavy Mn v OEC (jednotlivé faze Kokova cyklu). Pfevzato a upraveno podle Vass (2003) a
Ducruet et Vass (2009).

Nazev |Teplota (Tw) Puavod PS II | Komentar

LTL -250, =220, —200 °C ne Energie zachycena v agregovanych Chl

Z -160 °C Chl*(?) Chl(?) |ne

v -30 az —100 °C (Peso Qa)) ano | Ty zavisi na teploté pti ozareni

Ar —-10 az -20 °C TyrZ'Qa” ano | PoSkozeni Mn ionti v OEC

A Cca-15 °C S:Qa7? ano

Q 2 az 10 °C S.Qa” ano | PoSkozeni Qg nebo inhibice pomoci DCMU

B 30 az 38 °C S25Qs ano |pH lumen > 7

B2 28 az 32 °C S:Qs” ano |pH lumen <7

B1 20 az 30 °C SsQs” ano |pH lumen <7

AG 45/35 °C S»/S;Qs'e” (ano) |Elektron ze stromatu v intaktnich
chloroplastech

C 52/55 °C TyrD'Qa” ano | Minoritni ¢ara posilena vystavenim DCMU

HTL1 |60 az85°C ? ne Riizné Cary neznamého ptvodu a oxidativni
chemiluminiscence

HTL2 |120 az 140 °C Peroxidy lipidti |ne Termolyze C-O-O- vazby

3.3 Vnitrodruhovad variabilita u jehlicnanii v parametrech tykajicich se
primdrnich fotosyntetickych procesti

Na rozdil od bylin (pfedevsim hospodarsky vyznamnych druhi), je praci, které studovaly
mozné vnitrodruhové rozdily v acinnosti primarnich fotosyntetickych procest u jehli¢nand,
pomérné malo. Prehled metodickych aspektt téchto studii uvadim v Tab. 4.

Z Tab. 4 je zfejmé, Ze nejcastéjSim analyzovanym rodem byla borovice (13 studii na
celkem 12 druzich: P. sylvestris, P. pinaster, P. halepensis, P. brutia, P. cembra L.,
P. monticola Dougl. Ex D. Don, P. elliottii Engelm. var. elliottii, P. radiata D. Don,
P. canariensis Chr. Sm. Ex DC, P. strobus L., P. flexilis, P. ponderosa), dale smrk (11 studii
na celkem 5 druzich: P. abies, P. glauca, P. pungens Engelm., P. rubens Sarg., P. mariana
(Mill.) B.S.P,, P. rubens Sarg.), jedle (1 studie, Abies alba Mill.) a pseudotsuga (Pseudotsuga
meziensii (Mirb.) Franco var. glauca, 1 studie).

U nékterych studii byly zndmy pouze matefské rostliny a potomci byli podle matefskych
rostlin sdruZeni do rodin (Bigras 2000 a 2005, Marshall et al. 2001, Major et al. 2009,
Corcuera et al. 2011, Salmela et al. 2011), ale existuji i prace srovnavajici jasné definované

genotypy — klony (Westin et al. 1995, Westin et al. 1999, Koehn et al. 2003, Major et al. 2003,
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Bown et al. 2009, Xue et al. 2013), nebo potomky kontrolovanych kiiZeni (Blodner et al.
2005, Major et al. 2007). Rada praci naopak srovnavé celé populace (geneticky nedefinované,
nebo neprilis definované) (Robakowski et Laitat 1999, Westin et al. 2000, Lopez et al. 2009,
Gomory et al. 2010, Luttge et al. 2011, Michelozzi et al. 2011, Reinhardt et al. 2011,
Romsakova et al. 2012, Yildiz et al. 2014). Pouze v malém mnoZstvi se Ize setkat s pracemi
vénujicimi se pfimo kvantitativni genetické analyze (Romsakova et al. 2012).

Témeér vidy se jednalo o studie s mladymi stromky, zatimco studii na dospélejSich
stromech je minimum (35leté — Gomory et al. (2010) a Romsakova et al. (2012), 21leté —
Luttge et al. (2011), 18leté — Westin et al. (1999), 14leté — Westin et al. (1995)). Stromky byly
casto péstovany v kontrolovanych podminkach skleniku (Robakowski et Laitat 1999, Koehn
et al. 2003, Major et al. 2003, 2007, 2009, Bown et al. 2009, Salmela et al. 2011, Yildiz et al.
2014) nebo klimatickych komor (Bigras 2000, 2005, Blodner et al. 2005, Lopez et al. 2009,
Michelozzi et al. 2011); v téchto ptipadech Slo o takzvané nadobové pokusy (péstovani
v kvétinacich s vhodnym substratem) a v jednom pripadé bylo dokonce pouZito péstovani
v hydroponii (Lopez et al. 2009). Zbylé studie vyuZivaly k péstovani venkovni testovaci
plochy v rtiznych lokalitdch: Svédsko (Westin et al. 1999, 1999, 2000), USA (Marshlall et al.
2001, Koehn et al. 2003, Reinhardt et al. 2011), Kanada (Major et al. 2009), Novy Zéland
(Xue et al. 2013), Slovensko (Gomory et al. 2010, Romsakova et al. 2012), Spanélsko
(Corcuera et al. 2011) a Skotsko (Salmela et al. 2011). Luttge et al. (2011) méfili ETR u druhu
P. sylvestris také pfimo v polském BélovéZském pralese.

V tadé studii byly stromky vystaveny rtiznym stresovym faktortim, napf. mrazu (Westin et
al. 1995 a 1999, Major et al. 2003 a 2007, Yildiz et al. 2014), suchu (Bigras 2005, Blodner et
al 2005, Lopez et al. 2009, Michelozzi et al. 2011), vysoké teploté (Bigras 2000), nedostatku
dusiku ¢i fosforu (Bown et al. 2009) nebo UV zareni (Robakowski et Laitat 1999). Existuje
také prace vénovana vlivu riizné ozarenosti a interakci rostliny s parazitem (Major et al.
2009). Kromé téchto pripadu se dale Ize setkat i se studiemi zaméfenymi na srovnani populaci
pochazejicich z riznych mist a lépe ¢i hiife pfizptsobenych na urcité podminky prostredi
(Westin et al. 2000, Lopez et al. 2009, Gomory et al. 2010, Corcuera et al. 2011, Luttge et al.
2011, Michelozzi et al. 2011, Reinhardt et al. 2011, Salmela et al. 2011, Romsakova et al.
2012).

S dvéma vyjimkami (Gomory et al. 2010 a Romsakova et al. 2012), ktefi vyuZili

jednoduchou analyzu rychlé ¢asti indukéni kfivky fluorescence Chl, pouZivaly tyto prace pro
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méfeni Gcinnosti fotosyntetického ETC analyzu pomalé ¢asti induk¢ni kiivky fluorescence
Chl, pripadné jednoduchou analyzu rychlé ¢asti indukéni kfivky. V pouZivanych pristrojich
neni priliS velkd variabilita; nejCastéji byla fluorescence Chl méfena pomoci PAM-
fluorometru 2000 od némecké firmy Walz (téméf v poloviné praci), pfipadné pfistrojt
vyrabénych britskou firmou Hansatech Instruments. Naproti tomu znacné variabilni jsou
konkrétni podminky méfeni at’ uZ se jedna o intenzitu saturacniho pulsu (200 azZ > 10000
pmol.m?.s™) ¢i jeho délku (0,8-2 s), délku zatemnéni jehlic (15 min — 8 hod) nebo dalsi
technické parametry méreni.

Obvykle byl ale hodnocen jen jeden nebo nékolik zakladnich parametrti fluorescence Chl.
Velka cast studii hodnoti pouze parametr Fv/Fy (Westin et al. 1995, 1999, 2000, Marshall et
al. 2001, Blodner et al. 2005, Michelozzi et al. 2011, Reinhardt et al. 2011, Salmela et al.
2011, Xue et al. 2013, Yildiz et al. 2014). V nékolika studiich byly stanoveny dalsi zakladni
parametry odvozené z analyzy pomalé faze fluorescencni induk¢ni kfivky, tj. @psi, qP, gN,
NPQ nebo Fy'/Fy' (Bigras 2000, 2005, Koehn et al. 2003, Major et al. 2003, 2007, 2009,
Bown et al. 2009, Lopez et al. 2009, Corcuera et al. 2011, Luttge et al. 2011). Par studii
zkoumalo parametr ETR mérenim pri nékolika trovnich ozareni (Bown et al. 2009, Major et
al. 2009, Luttge et al. 2011) a jedna studie se zabyvala parametrem Ry, (Robakowski et Laitat
1999). Podrobnéji se analyzou primarnich fotosyntetickych procesti u jehlicnanti v této

souvislosti nezabyval dosud nikdo.
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Tab. 4: Prehled studii, ve kterych byla studovana geneticky podminénd variabilita v aktivité primarnich fotosyntetickych procest u jehli¢nanti. Oznaceni
nékterych fotosyntetickych parametrti byla zménéna tak, aby odpovidala oznaceni v kapitole 3.2.3. PAR — fotosynteticky aktivni zafeni. PEA — Plant Efficiency

Analyser.
Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Prubéh ozafovani pfi méreni | Pristroja | Zameéfeni clanku | Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Picea abies Testovaci plocha zaloZena 1983 v severnim |1 hod Fo,Fm (saturujici puls 200 Plant stress | Studium rozdila Westin et al.
(L.) Karst Svédsku z Tizki zakorenénych 1977. (5°0) pmol.m™.s™). Stanoveno fluorometer |v odolnosti k mrazu |(1995)
Vybrané 3 klony na testovaci ploSe Fyv/Fu. (BioMonitor) | mezi klony s riznou
reprezentujici 3 ristové kategorie, kazdy rastovou rychlosti
klon na ploSe reprezentovan 11 rametami. V
roce 1991 odebrano 10-15 vétvicek ze
stfednich ¢asti vétvi horniho preslenu,
rozdéleno do 5 skupin mrazovych teplot a
umisténo do igelitovych sacki. Chlazeni v
saccich v etanolové 14zni 2 hod z 15-20 °C
na 5 °C, pak rychlosti 5 °C/hod na -25 °C.
Skupiny sackt vyndavany pri zméné
kaZzdych 5 °C a uchovény ve 5 °C ve tmé.
Meéreni pred a po mrazovém testu.
Picea abies 3-4leté semenacky pochézejici ze Skolek bez Fu, Fs' méfeno pfi vinovych KFM-002 Porovnani vlivu Robakowski
(L.) Karst., ve Francii, Belgii, Polsku a Finsku. zatemnéni |délkach 690 a 730 nm. fluorometer |UV-B zareni na et Laitat
Picea pungens |Péstovani v kvétinacich ve skleniku. Stanoveno Ryp pro obé vinové | sestrojeny na | fotosynteticky aparat | (1999)
Engelm., Rostliny vystaveny UV-B zafeni nizké délky Technical v zavislosti na
Pinus sylvestris | (4 hod, 12,32 kJ.m?d™) / vysoké (8 hod, University of | lokalité ptivodu
L., 24,64 kJ.m*d™) davky. Budapest genetického
Pinus cembra materidlu
L., (u nékolika druht)
Abies alba
Mill.
Picea abies Vybrané tfi klony na testovaci ploSe stejné | viz Westin |viz Westin et al. (1995) viz Westin et | Studium souvislosti | Westin et al.
(L.) Karst jako ve studii Westin et al. (1995). Mrazové |et al. al. (1995) mitotické aktivity, (1999)
testy a méreni fluorescence jako Westin et | (1995) rastové rychlosti a

al. (1995) ve tfech dnech v pribéhu
podzimu 1995.

odolnosti k mrazu
v pribéhu roku
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Rostlinny
druh

Pokusny material, podminky ristu a
protokol pokust

Zatemnéni

Prabéh ozarovani pfi méreni
fluorescence Chl, parametry

Pristroj a
vyrobce

Zaméreni clanku

Citace

Picea glauca
(Moench) Voss

Semenacky vypéstovany ze semen
pochazejicich z 12 rodin rozdélenych do 3
vyskovych kategorii. Vysev 3.3.1997,
péstovani v kvétinacich v riistové komote
(den/noc 16/8 hod, 340 pmol.m™.s™,

25/20 °C, po mésici 20/15 °C). Den pred
testem odolnosti k horku polovina
semenackt aklimatizovana na teplo (5 hod,
38 °C, 215 pmol.m™.s™). 5 jehlic 1 cm pod
terminadlnim pupenem odebrano a upevnéno
na vlhkou textilii do Petriho misek
uzavrenych parafilmem. Misky umistény na
30 min do horké 1azné (42, 44, 46, 48 nebo
50 °C). Méfeni 1 hod po aklimatizaci a

1 hod po testech horkem. Optické vldkno
namireno na jehlice na Petriho misce ze
vzdalenosti 1 cm pod dhlem 60°.

30 min

Fo, Fum (saturacni puls 1 s 1200
pmol.m™.s™), aktivacni zafeni
5 min 1000 pmol.m?.s,
zméreno Fs',Fy',Fo'. Stanoveno
Fv/FM, Fv'/FM', (Dpsn,, qP a qN

PAM 2000
(Walz)

Odhad odolnosti

k extrémnimu horku
u Slechténych rychle
(vs pomalu)
rostoucich stromu

Bigras
(2000)

Picea abies
(L.) Karst

2leté semenacky z 12 prirozenych populaci
a 6 semennych sadii zasazeny v roce 1986
na testovaci plose v severnim Svédsku

ve sponu 1x1 m. V roce 1994 zbylo cca

50 % prezivsich rostlin. Testovani odolnosti
k mrazu v pribéhu let 1996 a 1997

(25 jednodennich odbért vzorki). 10
jehlic/strom pouzito k mrazovym testim
podle Westin et al. (1999).

viz Westin
et al.
(1995)

viz Westin et al. (1995)

viz Westin et
al. (1995)

Porovnani odolnosti
k mrazu v pribéhu
roku u genetického
materidlu

7 prirozenych
populaci/semennych
sadli pivodem

z severni/jizni ¢asti
Svédska

Westin et al.
(2000)
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Pseudotsuga Semendacky vypéstovany ze semen 15 min Fo, Fu (2 s ozéafeni 1000 CF-1000 Studium geneticky | Marshall et
menziesii sebranych z vybranych matefskych rostlin pmol.m™.s™). Stanoveno Fy/Fy | chlorophyll | podminéné al. (2001)
(Mirb.) Franco |z nizsich poloh experimentélniho lesa Priest fluorescence |variability
var. glauca, River (Idaho). Péstovani podle druhi na measurement | v populacich
Pinus tfech plochach v témze lese: P. ponderosa system (P.K.
ponderosa vysazena ve sponu 1.21 x 0.61 m; v roce Morgan
Dougl. Ex 1995 probirka (75 % stromt). P. menziesii Instruments)
Laws., a P. monticola vysazeny ve sponu 1.06 X
Pinus 0.61 m; v roce 1996 probirka (=75 %
monticola stromtl). K méfeni vybrany 4 rodiny
Dougl. Ex D. | kaZdého druhu (2 vysoké, 2 nizké — tfidy
Don odpovidaji tfetinam percentilu vySky z roku
1995). 9leté stromy méteny v
dvoumeésicnich intervalech od tinora
do Fijna 1997. Do cervna méfeny loniské
jehlice, poté uZ jehlice z aktudlniho roku.
Jehlice otrhany a narovnany abaxialni
stranou k pfistroji.
Pinus elliottii |30 semen z kontrolovanych kfiZeni (AxA, |neuvedeno |F,, Fy, aktivacni zareni PAM-2000 |Uvodni odhady Koehn et al.
Engelm. var. AxB, AxC, AxD, AxE, Axneznamy) vyseto 10, 50, 100, 200, 500 a 1000 | (Walz) geneticky (2003)
elliottii v dubnu 1996 a péstovano ve skleniku, od pmol.m™.s™ kazd4 droven podminéné
srpna 1996 venkovni péstovani ozareni 5 min, pro kazdou variability v nékolika
(experimentalni les Harrison, Mississippi). intenzitu ozareni stanoveno sledovanych
Meéreni 16.6.—1.4.1997 Fo,Fu' a Fs', Fv/Fu, @psni, qP, parametrech

gN

fluorescence Chl
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Picea rubens | Material dvou druhti ptivodem ze 3 30 min, Fo, Fu (saturacni puls 0,8 s PAM-2000 |Porovnani Major et al.
Sarg., kanadskych regiont (Nové Skotsko, Novy |temna >3000 pmol.m™2.s™"), aktivacni | (Walz) mezidruhové a (2003)
Picea mariana |Brunswick a Ontario) a 6 lokalit komora zé&feni 4 min 100 pmol.m™.s™ vnitrodruhové
(Mill.) B.S.P. | (2 lokality/region), vSechny lokality + saturujici puls kazdych 20 s, variability

v obdobné zemépisné Siice a vySce ale Fu', Fs', Fo'. Stanoveno Fy/Fy, ve fluorescencnich

s odliSnou mirou zalesnéni. Klony P. rubens gPagN parametrech a

ziskany z 15-20 stromt/lokalita v roce odolnosti k mrazu

1996, semena P. mariana sebrana

z dominantnich a kodominantnich stromi a

zasazena v Cervnu 1998. Péstovani

v standardnich podminkach ve skleniku.

V prosinci 1998 méfeni 8 semenacki

z kazdé lokality: 2 sady 6 jehlic narovnany

na lepici pasku, 1. vystavena —40 °C na 30

min a méfena, 2. méfena okamZité, pak

vystavena —20 °C na 30 min a méfena.
Picea glauca | Geneticky material odpovida Bigras (2000). |30 min Fo, Fum (saturacni puls 1200 PAM 2000 | Odhad odolnosti Bigras
(Moench) Voss | Vysev 26.8.1997, péstovani 18 tydni pmol.m™.s™ po 1 s), aktivacni | (Walz) k suchu (2005)

v ristové komofte (den/noc 16/8 hod, 340
pumol.m™.s™, 22/20 °C), poté presazeni do
polystyrenovych nadob s raselinou a
péstovani v ristové komofte (stabilni teplota
20 °C). 13.4.1998 zahdjen stres suchem
(konec zalévani) trvajici 21 dni. KaZdy den
stresu odebrano 5 jehlic ze 2 semenackt

z kaZdé rodiny. Méfeni optickym vlaknem
namifenym na jehlice narovnané na Petriho
misce ze vzdalenosti 1 cm pod thlem 60°.

zéteni 1000 pmol.m™.s™ 5 min,
zmeéteno Fs',Fy',F¢'. Stanoveno
Fv/Fu, Fv'/Er', @psu, Pp
(fotochemicka efektivita
otevienych RC PS II), qP a gN

u Slechténych rychle
(vs. pomalu)
rostoucich stromi
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Picea abies Semenacky vypéstovany ze semen neuvedeno |Stanoveno Fv/Fy, podrobnosti | Mini-PAM | Studium, zda Blodner et
(L.) Karst pochézejicich ze 2 kontrolovanych kfiZeni neuvedeny (Walz) potomstvo odolné al. (2005)

reprezentujicich nizsi a vyssi rezistenci k mrazu je také

k chladu. Semena klicila ve skleniku (18-22 odolné k suchu;

°C den, 15-18 °C noc), po 3—4 mésicich enzymatické aktivity

semenacky presunuty do ristové komory spolecné obéma

(PAR 200 pmol.m™.s™, 60% vlhkost, 20 °C), reakcim na stres

po 1 roce v ristové komofte zahajen stres

suchem (polovina rostlin nezalévana).

Méfeni fluorescence pravidelné v priibéhu

21 dnfi stresu suchem.
Picea rubens | Ptvodni geneticky material: sérii 30 min, Fo, Fum (saturujici puls 0,8 s PAM-2000 |Analyza genetické | Major et al.
Sarg., kontrolovanych kiiZeni byly ziskany temna >3000 pmol.m™.s™"), (Walz) podminénosti znakd |(2007)
Picea mariana |hybridy oznacené indexy 0, 25, 50, 75 a komora aktivacni zareni spojenych
(Mill.) B.S.P. | 100, kde 0 odpovida Cisté P. mariana a 100 | (20 °C) 100 pmol.m2s™ s fotosyntézou a

Cisté P. rubens. Experimentalni material
tvorila dalsi generace kiiZenct, vybrany 3
kiiZeni pro kazdy index po 4 semenaccich.
Semena vyseta v ¢ervnu 1998. Péstovani ve
skleniku s kontrolovanou teplotou a vlhkosti
v pribéhu sezény. Rostliny zalévany/
hnojeny 2x tydné. 16h denni cyklus
podporen sodikovymi vybojkami. Jehlice
odebrany 18-22.12.1998 uprostied terminal
a narovnany na lepici pasku. Vzorky
vystaveny teplotam 5 °C (kontrola), —20 °C
a—40 °C (chlazeni rychlosti 5 °C.h™", 30 min
v dané teplot€, pfesun do 5 °C). Vzorky
kontroly pouZity pro méfeni pii —20 °C.

se saturujicimi pulsy kazdych
20 s po dobu 4 min. Stanoveno
Fy/Fy, @pst a qN

odolnosti k mrazu u
mezidruhovych
kfiZenct
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Pinus radiata | Rizky 5 klonti reprezentujicich gradient vzorky Fo, Fu (saturacni puls 0,8 s Mini-PAM- | Rozdily mezi klony |Bown et al.
D. Don rastovych rychlosti (ptivodné 400 klont). adaptované | 8000 pmol.m™>.s™), aktivacni | 2000 (Walz) |s odlisnou ristovou | (2009)

Kofreny inokulovéany sporami Rhizopogon |nasvétloi |svétlo zvySovano kazdych 30 s rychlosti v reakci

rubescens. Péstovani v kvétinacich ve tmu, po 4 min. Stanoveno Fy/Fy, na nedostatek N

skleniku s termostatem (1844 °C den, 154 |30 min, ®psy, ETR a Stern-Volmerovo a/nebo P

°C noc), zalévany roztoky se dvéma standardni |nefotochemické zhaseni

koncentracemi dusiku (1.43 a 7.14 mol.m?) | kolicky Nq = Fw/(Fu'-1).

a dvéma koncentracemi fosforu (0.084 a 2030-Ba

0.420 mol.m?). Méfeny 6, 9 a 18mésicni | DLC8

rostliny. 2 vybrané klony po 9 a 18 mésicich

méfeny v kultivacni komofe.
Pinus Semenacky vypéstovany ze semen 30 min Fo, Fum (saturacni puls 0,8 s PAM- Geneticky Lopez et al.
canariensis sebranych z 5 lokalit (375 6600 pmol.m™.s™), okolni fluorometer | podminéné rozdily v |(2009)
Chr. Sm. Ex semenackuti/lokalita). Péstovani 2 mésice v "ambient" aktivacni svétlo, Fs', | FMS 2 odolnosti vuci suchu
DC hydroponii (den/noc: 25/20 °C, 60/80% Fu', Fo'. Stanoveno Fy/Fy, (Hansatech | mezi populacemi z

vlhkost), stres suchem navozen pridavanim Fv'/Fu', @psi. Instruments) |lokalit s odliSnym

PEG 6000, coz vedlo ke sniZeni vodniho klimatem

potencialu v pribéhu 10 dni na —1 nebo

—1,5 MPa. Méreni fluorescence na 8

jehlicich/semenacek odebranych 7. a 11.

den "sucha".
Pinus strobus | Geneticky material z 2 oblasti (New 30 min, Fo, Fum (saturacni puls 0,8 s, PAM-2000 |Stromky pod vétSim | Major et al.
L. Foundland — osamélé lesiky, napadeni plastova >3000 umol.m™.s™), aktivacni |(Walz) ozarenim rostou (2009)

nosatci, Ontario — souvisly porost), kazda 3 |krabice zareni 10, 25, 50, 100, 150, rychleji, ale jsou vice

lokality, v kazdé 10 rodin. Semenacky
predpéstovany 1 rok ve skleniku a v 1été
1995 vysazeny ve venkovnim prostiedi
(kanadsky vyzkumny les Petawawa) pri 3
urovnich zastinéni. Méreni v fijnu 2002.
Jehlice pro méfeni narovnany do specialni
kyvety urcené pro vzorek.

125, 500, 1000, 1500 a 2000
pmol.m™.s™, satura¢ni pulsy
kazdych 20 s, pro kazdou
intenzitu ozarfeni stanoveno
Fu', Fo' (po ozafeni Cervenym
svétlem). Stanoveno Fy/Fy,
(I)ps[], qP, qN a ETR

napadany nosatci.
Studium geneticky
podminénych rozdilt
populace, ktera

po napadeni nosatci
zlstala ve formé
osamélych lesikd,

od populace
souvislého lesa.
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Picea abies Geneticky material piivodem z 12 30 min Meéteni rychlé faze PEA Porovnani vlivu Gomory et
(L.) Karst slovenskych a nékolika zahranic¢nich lokalit fluorescen¢ni indukéni kiivky, |(Hansatech | genetického ptivodu |al. (2010)
vysazen na 5 plochach na Slovensku na ozéfeni 2100 pmol.m?.s™* (= | Instruments) |a vlivu prostfedi na
vyskovém gradientu 450-1250 m.n.m v 50% intenzita saturujiciho odolnost vii¢i mrazu
roce 1974 (ve sponu 2x2 m). Pro méreni zareni) po dobu 1 s, stanoveno
zvoleny 3 lokality pivodu s kontrastnim Fo, Fu, Fv, tv, Area.
klimatem a 2 (nejvySsi a nejnizsi) testovaci
plochy. V Fijnu 2009 (po kratkém obdobi
celodennich mrazti) odebrany ~80 cm
dlouhé vétve z horni ¢asti koruny a
uskladnény ve tmé dva dny. Méfeni na
lofiskych jehlicich.
Pinus pinaster | Semenacky vypéstovany ze semen 30 min, Fo (modulované svétlo 0.6 PAM Vyzkum Corcuera et
(Ait.) sebranych ze zndmych matefskych rostlin  |standardni |kHz, v pFitomnosti far-red fluorometer | vnitrodruhové al. (2011)
z riznych podnebi (Francie, Spanélsko, kolicky zéfeni 7 pmol.m™2.s™), Fy FMS 2 variability, odolnost
Maroko). Péstovani ve Skolkach na FMS 2 (saturacni puls 1 s 20 kHz (Hansatech | populaci viici
mezofytnim a xerofytnim stanovisti na 6000 pmol.m™.s™" bilého Instruments) |zimnimu stresu
vychodé a zdpadé Spanélska. Na 1 a 2letych svétla). PAR: 1500
semendaccich méfeny jehlice z aktudlniho pmol.m™.s™ na xerofytnim
roku. stanovisti a 1360 pmol.m™ s™
na mezofytnim. Fs', Fu', Fo'.
Stanoveno Fv/Fu, @psi, qP,
NPQ
Pinus sylvestris | 4-6leté stromy v polském BélovézZském Vzorky Aktivacni zafeni zvySovano Mini-PAM | Vyzkum variability |Luttge et al.
L. pralese z vhlhkého a suchého stanoviste, adaptované | béhem 4 min v 8 krocich po (Walz) mezi vétvickami, (2011)
déle 21leté stromy ve vyzkumném ustavu  |na svétloi |30 s, saturujici puls 3000 jedinci a skupinami
Sekocin ptivodem z 8 evropskych lokalit. tmu, pmol.m™.s™ po 800 ms, rizného evropského
Meéfteni pfimo na stromé (BélovézZsky prales, | 30 min Stanoveno Fv/Fy, ®psi a ETR ptvodu

2-6 vzorkt/strom), nebo ihned po odstfizeni
slunné vétve (Sekocin, 3 vzorky/strom). Trs
lotiskych jehlic upevnén do standardniho
2030-B kolicku a méfen.
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace
druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce
Pinus 6meésicni semenacky ptivodem ze dvou 8h Fo (slaby mé¥ici paprsek), Fv | PAM-2000 | Porovnani odpovédi | Michelozzi
halepensis lokalit (Recko, Itdlie) s odlinym klimatem | (pfes noc) | (saturujici puls bilého svétla | (Walz) na sucho u et al. (2011)
Mill. (60 semenackti/lokalita). Semenacky 0,8 s >10000 pmol.m™>.s™), semenacku ze dvou

preneseny do ristové komory (den/noc 16 / Stanoveno Fv/Fuy klimaticky odliSnych

8 h, 500 pmol.m™.s™, 24/17 °C, relativni lokalit

vlhkost 65 %, zalévani 1x tydn€), péstovany

v kvétinacich a 3 tydny aklimatizovany.

Zastaveni zalévani na 28 dni, poté zalévani

obnoveno. Po dobu sucha a 2 nésledujicich

tydnt méfeni 1x tydné na 4

rostlinach/lokalita.
Pinus flexilis | Cerstvé vyklicené semenacky ptivodem 25 min, Fo (slaby méFici paprsek), Fu | Mini-PAM | Porovnani geneticky | Reinhardt et
James z dvou lokalit rizné nadmorské vysky standardni | (saturacni puls bilého svétla (Walz) podminénych rozdila | al. (2011)

zasazeny v roce 2006 na tfech plochach kolicky 0,8 s). Stanoveno Fv/Fy ve fyziologii u dvou

podél vyskového gradientu v Niwot Ridge populaci z odlisné

v USA. Sazeni v blocich spolecné s Picea nadmoftské vysky

engelmannii. Méfeni 35 jedinci v 1été dané

sezony.
Pinus sylvestris | Semenacky vypéstovany ze semen ~20 min Fo,Fm (saturacni puls 2500 Handy PEA | Vyzkum geneticky |Salmela et
L. pochézejicich z 32 volné sprasenych rodin pmol.m™.s™). Stanoveno Fy/Fy | (Hansatech | podminéné al. (2011)

z 8 populaci s kontrastnim klimatem ve Instruments) |variability mezi

Skotsku. Vysev v 1été 2007, péstovani ve populacemi

skleniku v kvétinacich pod mirnym
zastinénim. V 1été 2008 semenacky
presazeny do vétSich kvétinacd, v srpnu
2009 presunuty do venkovniho prostiedi na
stoly ve vyzkumném tstavu v Edinburghu.
Meéteni ve 14 asovych bodech v obdobi
zati 2009 az kvéten 2010. Odebrany
jednotlivé jehlice na protilehlych strandch
vedouciho vyhonu, ihned zatemnény a
méfeny.

z geoklimaticky
raznych lokalit
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Rostlinny Pokusny material, podminky ristu a Zatemnéni | Pribéh ozafovani pfi méfeni | PFistroj a Zaméreni clanku Citace

druh protokol pokusii fluorescence Chl, parametry | vyrobce

Picea abies (L.) |Materidl stejny jako ve studii Gomory et al. |viz Gomory |viz Gomory et al. (2010), ddle [Viz Gomory |Analyza Romsakova

Karst (2010). Méfeni a mrazové testy provedeny |et al. (2010)|stanoveno Fv/Fu et al. (2010) |jednonukleotidovych |et al. (2012)
v fijnu 2009 podle vzoru Gomory et al. polymorfismi

(2010)

u stromd ptivodem
z kontrastnich lokalit
a korelace téchto

polymorfismi
s fyziologickymi
parametry
Pinus radiata | Testovéano 40 klont, z toho 20 "geneticky ~ |doba Stanoveno Fv/Fy, Mini-PAM  |Vyzkum variability | Xue et al.
D. Don lepSich" (vzniklych kontrolovanym neuvedena, podrobnosti neuvedeny (Walz) genotypli ve vyuziti |(2013)
opylenim stromi s vyS$im objemem dieva) a jnapsano ptdnich Zivin
20 "geneticky horSich" (vzniklych volnym  |pouze
opylenim stromil vykazujicich vétsi a mensi |"dark-
priznaky Mg deficience). V €ervenci 2002  |adapted"
zasazeno na Ctyrech plochach na Novém
Zélandu po trech 1letych rametach od
kazdého klonu. V tnoru 2006 méfeni 4-6
plné rozvinutych jehlic v severni (slunné)
Casti koruny.
Pinus brutia Semena ze 4 lokalit v Turecku (n.m.v. 800— |15 min Stanoveno Fv/Fy, Handy PEA |Studium geneticky |Yildiz et al.
Ten. 1150 m). Do kvétinact vyseto mnoho semen podrobnosti neuvedeny (Hansatech  |podminénych rozdild [(2014)
a po 60 dnech péstovani ve skleniku (~20 °C Instruments) |v odolnosti k mrazu

pres den) vybran a ponechdn 1 nejvétsi
semendacek/kvétinac a kvétinace presunuty
do skleniku (~15 °C ptes den). Méfeni pred a
po mrazovém testu: zchlazeni na 5 °C béhem
1 hod, poté chlazeni rychlosti 5 °C/hod na
cilovou teplotu (-5 °C, —10 °C, —15 °C nebo
—20 °C). Tato teplota konstatni po dobu 1
hod, a pak ohFati stejnou rychlosti. Celkovy
pocet rostlin = 25 opakovani x 3 faze rdstu
(mésice) x 4 mrazové teploty x 4 mista
ptvodu

mezi populacemi
z rtuznych lokalit




4 Material a metody

4.1 Rostlinny materidl a rozvrzeni pokusti

4.1.1 Pokusny blok 1

Analyzu OJIP parametri fluorescence Chl, polarografickd méfeni fotochemické aktivity
izolovanych chloroplastli a stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmenti a vody v jehlicich
jsem provedla na 8 druzich stromii: Picea abies (L.) H. Karst., Picea omorika (Panci¢) Purk.,
Picea glauca (Moench) Voss, Pinus sylvestris L., Pinus mugo Turra, Pinus koraiensis Siebold
& Zucc., Abies sibirica Ledeb. a Taxus baccata L. Druhy P. abies, P. sylvestris a T. baccata
rostly na pozemku BroZkovy genetické zahrady PfF UK v Praze (GPS souradnice
50°4'7.788"N, 14°25'33.691"E, nadmoiskad vySka 213-224 m.n.m.), ostatnich pét druht
na pozemku Botanické zahrady PfF UK v Praze (GPS souradnice: 50°4'16.167"N,
14°25'17.739"E, nadmotska vySka 195-226 m.n.m.). Pfesna lokalizace stromii je uvedena
na Obr. 9. KaZzdy druh byl reprezentovan jednim jedincem (vzhledem k tomu, Ze jich
v nékterych pripadech vice nebylo k dispozici a vzhledem k celkovému experimentalnimu
zameéreni tohoto bloku). Méfeni jsem de€lala ve dnech 14.4.-24.4.2014. KaZzdy den jsem
provedla méfeni na jednom druhu. Z vychodni strany stromu jsem rano v 7:30
sttedoevropského letniho Casu odebrala 9 rozvétvenych koncovych, ze zemé dosaZitelnych
vétvicek (Obr. 10), které jsem v igelitovych saccich prenesla do laboratore, kde jsem
po zatemneéni (viz kap. 4.2.1) zméfila OJIP kiivky fluorescence Chl. Méfila jsem na jehlicich
pochazejicich z lofiského roku (tj. 2013), protoZe leto3ni jeSté nebyly dostatecné vyvinuté.
MEéFit jsem zacala v 8:00 a skoncila 8:30-9:00. Poté jsem ze tfi skupin vétvicek (1, 2, 3), (4, 5,
6) a (7, 8, 9) pripravila tfi vzorky izolovanych chloroplasti a zméfila fotochemické aktivity
celého elektron-transportniho fetézce, PS I a II, a to sprazené s fotofosforylaci i rozprazené
od fotofosforylace. Také jsem stanovila obsah suSiny a Chl v jehli¢i vySe uvedenych skupin
vétvicek. PTi zpracovani dat jsem dbala na to, abych k hodnotdm fotochemickych aktivit
chloroplasti pro prislusné skupiny vétvicek prifadila vzdy odpovidajici hodnoty

fluorescencnich parametri, obsahu pigmentt a hmotnosti susiny.
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Obr. 9: Planky Botanické zahrady (nahote,
prevzato a upraveno

z https://www.natur.cuni.cz/fakulta/aktuali
ty/soubory-aktualit/technicka-mapa-
botanicke-zahrady) a Brozkovy genetické
zahrady (vlevo, vytvorila D. Hold)

s vyznacenymi stromy méfenymi

v pokusném bloku 1:

(1) P. abies, (2) P. omorika, (3) P. glauca,
(4) P. sylvestris, (5) P. mugo,

(6) P. koraiensis, (7) A. sibirica,

(8) T. baccata
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Picea abies (L.) H. Picea glauca (Moench)
Karst. Purk. Voss

Pinus mugo Turra Pinus koraiensis Siebold | Abies sibirica Ledeb. Taxus baccata L.
& Zucc.

Obr. 10: Fotografie méfenych stromi a typickych odebranych koncovych vétvicek. Foto D. Hola.

4.1.2 Pokusny blok 2
V tydnech 14.7.-18.7.2014 a 4.8.-8.8.2014 jsem métila OJIP kiivky fluorescence Chl,

spektralni reflektanci jehlic a stanovila obsah pigmentti a suSiny v jehlicich 536 stromu
borovice lesni (Pinus sylvestris L.) z pokusnych vysadeb Lesti ¢eské republiky, s.p., (LCR) ve
dvou lokalitach (,,Nepomuk®“ a ,Skelna hut*). Tyto vysadby slouZzi k testovani kvality
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potomstva pochézejiciho ze semennych sadt 43 — Silov u Nepomuka (lesni sprava Klatovy) a
79 — Doubrava (lesni sprava Plasy). Oba semenné sady vznikly naroubovanim vybranych
jedincti vybornych lesnickych vlastnosti (fenotypu) z porosti zapadnich Cech. Kazdy vybrany
jedinec (klon) je v nich zastoupen nékolika rouby (rametami), které jsou rozmistény tak, aby
bylo minimalizovano opyleni pfibuznych rostlin. Stromy v téchto semennych sadech se volné
vzdjemné opyluji a jsou vzdalenosti izolovany od jinych plodnych porosti borovice.

Charakteristiky semennych sadti jsou shrnuty v tabulce 5.

Tab. 5: Charakteristiky semennych sadt, z nichZ pochézely genetické zdroje materialu pro pokusny blok 2.
Prevzato a upraveno podle Katiak (2011).

Semenny sad Doubrava Silov u Nepomuka

Evidenc¢ni ¢islo 79 43

LCR, lesni sprava Plasy Klatovy

GPS souradnice 49°54°31.034”N, 13°26°33.605”E | 49°28°52.587”N, 13°31°41.536”E

Prirodni lesni oblast 06 Zapadoceska pahorkatina 06 Zapadoceska pahorkatina

Soubor lesnich typti 31 dubovobukovy, pida kysela 4S bukovy, ptida Zivna stiedné
uléhava bohatd svézi

Hospodatsky soubor 8241 451

Pocet klonil 87 45

Pocet ramet 1165 410

Spon (rozestupy stromt) [m] |6 X 6 6%x6

Celkova plocha [ha] 6,48 2,24

Rok zaloZeni 1980 1975

LVS (lesni vegetacni stupel) |2 4

Nadmofska vyska [m n.m.] 380 480-500

Testovan na plose Skelnd Hut’ Nepomuk

Semena z téchto sadt byla v letech 1991 a 1994 pouzita k vypéstovani testovacich vysadeb
podle nahodného blokového schématu po skupinach podle matefskych rostlin za tcelem
zjisténi heritability fenotypovych znakd, podle kterych byly vybirany klony v semennych
sadech. V pripadé starSi plochy ,,Nepomuk® byla semena pochazejici od jednoho klonu vzdy
smichana do jedné skupiny. V ptipadé plochy ,,Skelna hut“ byly jednotlivé matefské ramety
povazovany za separatni skupiny. Do pokusnych vysadeb byly také zarazeny kontroly, neboli
semena pochazejici z béznych lesnich porostli. Podrobnym popisem vSech téchto ¢tyt ploch,
jakoZto i ur¢enim otcovskych rostlin vybranych kvalitnich jedinct na pokusnych plochach se

zabyval Kandk (2011). Urceni rodi¢ovskych rostlin provedl na zdkladé morfologie SiSek a
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predeviim pomoci metody ,Random Amplified Polymorphic DNA®“. Charakteristiky

testovacich ploch jsou uvedeny v Tab. 6, fotografie zde rostoucich stromt na Obr. 11.

Tab. 6: Charakteristiky testovacich ploch, na kterych rostly stromy hodnocené v pokusném bloku 2.
Prevzato a upraveno podle Kandk (2011) a doplnéno o uidaje o naSich méfenich.

Testovaci plocha

Skelna Hut’

Nepomuk

Cela plocha

Vychodni cast Zapadni cast

GPS souradnice

49°55°53.489”N,
13°6°43.268”E

49°29°40.735”N, 13°33’5.702”E

Lesni sprava Plasy Klatovy

Cislo porostu 157E 1 358 J 1c

Bonita pro borovici 5 2

Soubor lestnich typti 5K5 jedlovobukovy, 3S1 dubovobukovy, puda Zivna
putda kysela

Hospodarsky soubor 133 453

Pocet potomstev 85 kloni, 320 ramet 38 klonti

Pocet parcel

960 + (7 kontroly)

163 + (3+3 kontroly)

Pocet opakovani

3 (potomstev ramet)

4 (potomstev klonti)

Celkova plocha ha 1,23 0,81

Rok zaloZeni 1994 1991

lesni vegetacni stupen 4-5 3

Nadmorska vySka [m n.m.] | 615 490

Expozice mirny SV pravidelny mirny JV pravidelny svah
svah

Podlozi karbonské sedimenty hrubozrnna biotitickéa Zula

Lesni typ 4Q1 chudé dubova 3S1 dubova bucina 306 jedlodubova bucina
jedlina bortvkova Stavelova Stavelova

Ptidni typ pseudoglej planicky kambizem modalni pseudoglej modalni

oligo/mesotrofni mesotrofni

Humusova forma mor typicky moder typicky mulovy moder

Acidita velmi silné kysela stfedné kysela

Pidni druh piscitohlinita, vlhka, piscitohlinitd, cerstvé piscitohlinitd, vlhka
ulehla vlhka

Hloubka ptidy stfedné hlubokd az hluboka
hluboka

Cilovy hosp. soubor 27 oglejena chuda 45 Zivna stanovisté 47 oglej. stanovisté
stanovisté stfed. poloh stied. poloh

Piirodni lesni oblast

06 Zapadoceska pahorkat

ina

Datum naseho méreni

4.8.-8.8.2014

14.7.-18.7.2014

pocet zméfenych jedinct

210

326
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(A) Nepomuk (B) Skelnd hut (C) Odbér vzorkii

Obr. 11: Fotografie porost borovic na pokusnych plochich a dokumentace zptisobu odbéru vzorki ze
Zebiiku pomoci teleskopickych ntizek.

Ve spolupréci s Fakultou lesnickou a dfevaiskou CZU v Praze a katedrou experimentalni
biologie rostlin PfF UK v Praze jsem provedla v tydnech 14.7.-18.7. a 4.8.-8.8.2014 méfeni
fyziologickych parametrti vybranych 536 jedincti. Béhem dopoledne a brzkého odpoledne
byla z 5-6. preslenu vybranych stromti odebrana jedna vétev délky cca 0,5 m (Obr. 11C).
Vétve byly oznaceny podle souradnice stromu na pokusné plose (schéma umisténi stromi viz
piilohu 1) a v otevienych prepravkach dovezeny do naSi laboratofe (BroZkova geneticka
zahrada), kde byly uskladnény v nevytapéné mistnosti do rana. DalSi den byla z kazdé vétve
odebraana rada koncovych vétvicek. Pro vSechna méreni byly zvoleny lofiské jehlice/vétvicky
(tj. prirstky z r. 2013), protoZe letoSni (pfirtstky z r. 2014) jeSté nebyly dost velké a
dostatecné vyvinuté pro nékteré pouzité metody. Ctyfi reprezentativni vétvicky byly vybrany
pro méteni fluorescence Chl OJIP a nasledné spektralni reflektance. Toto potadi bylo zvoleno
vzhledem k tomu, Ze méfeni reflektance je potencidlné destruktivnéjsi (vzorek zahfivd) nez
méfeni fluorescence. Ostatni vétvicky byly pouZity pro stanoveni obsahu pigment a suSiny.
KaZdy den bylo takto zpracovano 40-120 vétvi. Poradi, v jakém byly vétve zpracovavany,
odpovidalo poradi, v jakém byly predesly den odebirany, aby byl co mozZna nejvice vyloucen
pripadny vliv doby skladovani vétve. Odbér vétvicek a méreni trvalo vZidy od 8:30 do 11:30—

16:00 podle poctu zpracovanych vzork?.

4.1.3 Pokusny blok 3

Metodické pokusy zaméfené na moznost analyzy fotochemické aktivity chloroplastt

s inhibovanym OEC jsem provadéla priibézné v roce 2014 a na zacatku roku 2015. Vzhledem
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k tomu, Ze jsem nejprve musela vyzkouSet moZné metodické postupy vypracované
pro lupenité listy a v minulosti popsané v literatufe, pracovala jsem v tomto pripadé
predevsim s fazolem (Phaseolus vulgaris L.) a déale pak Spenatem (Spinacia oleracea L.),
jeCmenem (Hordeum vulgare L.), s6jou (Glycine max (L.) Merr.) a pripadné dalSimi druhy
bylin. Byly to obvykle zbytkové rostliny z jinych pokusti provadénych v nasi laboratofi a byly
péstovany ve skleniku. Jako reprezentant jehlicnanti mi slouZil vySe zminény smrk (Picea

abies (L.) H. Karst.) rostouci v BroZzkové genetické zahrade.

4.2 Metody

4.2.1 OJIP krivka indukce fluorescence Chl

Pfistrojem FluorPen FP100 (Photon System Instruments, Brno, Ceska republika) jsem méfila
OJIP cast fluorescencni indukcni kivky. PouZila jsem protokol, ktery predem zatemnény (viz
dale) vzorek vystavi po dobu 1s saturacnimu pulzu modrého zareni (A=455 nm) jehoZ
intenzitu jsem nastavila na 3000 pmol y m™s™. Hodnoty fluorescence Chl byly zaznamenany
v dobé 10 ps azZ 2 s od excitacniho pulzu, a to kazdych 10 ps do ¢asu 600 ps, kazdych 100 ps
do casu 14 ms, kaZzdou 1 ms do Casu 90 ms a kazdych 10 ms do casu 2 s. Z namérenych
hodnot fluorescence Fo (v Case 40 ps), Fx (v ase 300 ps), F; (v Case 2 ms), F; (v ¢ase 30 ms)
a Fy (maximalni hodnota fluorescence) jsem stanovila fluorescenéni parametry Vj, Vi, M,
®ro, Qro, Pro, Ppo, Weo, Wro, Oro, YRC, ABS/RC, TPO/RC, ETO/RC, REO/RC, DI¢/RC, Plags,
Pltorar. Vypocet téchto parametri i jejich fyziologicky vyznam jsem jiZ popsala v literarnim
prehledu (kapitola 3.2.3).

Pred vlastnimi pokusnymi bloky 1 a 2 jsem provedla nékolik pokusti s cilem upravit tuto,
v laboratofi jiz diive hojné vyuZivanou metodu, pro pouZiti na jehlicnanech. Vysledky uvadim
rovnou v této kapitole, protoze z nich vyplyva metodika ostatnich pokust. Jak jsem jiZ psala
v literarnim prehledu, material musi byt pred méfenim Kautského efektu temnotné
adaptovany. Abych stanovila vhodnou dobu zatemnéni v naSich podminkach na jehli¢nanech,
provedla jsem kratkou sérii pokust na tfech druzich jehli¢nand rostoucich v Brozkové
genetické zahradé (P. abies, P. sylvestris a T. baccata). Pfimo na stromé jsem alobalem
zatemnila 48 koncovych vétvicek rozdélenych do skupin pro zatemnéni v délce 20, 30, 40, 50,
60 a 120 min. Po urcené dobé zatemnéni jsem v Cerném pytli nasunutém na strom stahla
alobal z vétvicky a zméFila fluorescencni kiivku. Vysledky jsou uvedeny v Obr. 12 a Tab. 7.

Hodnoty jednotlivych parametrti se v Case statisticky prokazatelné neliSily, presto jsem pro
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jistotu zvolila pro vSechny nasledujici pokusy dobu zatemnéni 30 minut, kterou volila
i vétSina autorl pracujicich touto metodou s jehli¢nany (viz kap. 3.3).

Potfebovala jsem také vybrat nejvhodnéjSi zptisob, jak jehlice usporadat do meéficiho
pristroje. PFistroj obsahuje snimaci okénko o priméru 4 mm, které je urené k pfiloZeni
na listovou plochu a mélo by byt v idedlnim ptipadé zcela zaplnéno jednou vrstvou
orientovanych jehlic. Néktefi vyzkumnici (Nippert et al. 2004, Major et al. 2007) TeSili tento
problém tak, Ze utrZené jehlice pripevnili na podloZku lepici paskou. NaSe laborator méla
do pristroje v mnoha vrstvach, aby bylo jisté, Ze cela plocha snimaciho okénka bude zaplnéna.

V ramci predchoziho pokusu jsem tedy také vyzkouSela na malém mnoZstvi vétvicek
(4 opakovani x 6 skupin liSicich se dobou zatemnéni) predem narovnat a podlepit jehlice in
situ papirovou lepici paskou do jedné vrstvy. Hodnoty nékterych parametri ziskané v téchto
méfenich se na prvni pohled liSily od hodnot parametri z méfeni jehlic shrnutych pod okénko
pristroje (data neuvedena). To vSak bylo zptisobeno nedokonalym pokrytim snimaciho
okénka, a takové hodnoty bylo nutné povaZovat za nesmyslné. Metodu podlepovani jehlic
jsem tudiZ pro pracnost, ¢asovou narocnost a naroky na presnost usporadani jehlic pro dalsi

pokusy zavrhla.
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Obr. 12: Zavislost vybranych fluorescencnich indext (viz Tab. 2, str. 22) na dobé zatemnéni. r.j. — relativni
jednotky u tfi druhd jehlicnand. Obdélniky jsou ohraniceny zespodu a shora 1. a 3. kvartilem, vodorovna
linie zna¢i median, vousy sahaji k nejvyssi/nejnizsi hodnoté vzdalené od obdélniku 1,5 rozpéti kvartild,
odlehlé hodnoty oznaceny krouzky.
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Tab. 7: Hodnoty OJIP parametrti v pokusu zaméfeném na zjiSténi optimalni doby zatemnéni u tii druhil
jehli¢nanti. Uvedeny jsou hladiny statistické vyznamnosti (p) z jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA)
testujici vliv doby zatemnéni. Druhy jsem nesdruzila do jednoho testu (dvoufaktorovd ANOVA), protoze
rozdilnost ve variabilité v rdmci jednotlivych druhti by mohla narusit pfedpoklad homogenity rozptylu.

druh P. abies P. sylvestris | T. baccata druh P. abies P. sylvestris | T. baccata
index |p p p index |p p p

V; 0,655 0,761 0,237 Sro 0,609 0,858 0,573
Vi 0,600 0,715 0,412 YRC 0,860 0,882 0,580
M, 0,658 0,860 0,215 ABS/RC 0,830 0,895 0,575
Qro 0,896 0,362 0,994 TPO/RC 0,789 0,941 0,314
Oro 0,698 0,537 0,588 ETO/RC 0,861 0,914 0,341
Qro 0,598 0,828 0,316 REO/RC 0,599 0,525 0,819
Ono 0,896 0,362 0,994 DIy/RC 0,891 0,656 0,967
Yo 0,655 0,761 0,237 Plags 0,817 0,537 0,826
Uro 0,600 0,715 0,412 Plrorac 0,709 0,819 0,374

Abych ovérila, Ze budu v pokusném bloku 1 moci méfit odstfiZené vétvicky donesené
do laboratore, provedla jsem dalsi kratkou sérii pokusti na tfech druzich jehli¢nanti rostoucich
v Brozkové genetické zahradé. Zmérila jsem OJIP krivky u 80 koncovych vétvicek pro kazdy
druh. Vétvicky byly rozfazeny do skupin podle doby mezi odstfiZenim a méfenim: in situ,
ihned po odstfiZzeni, 15, 30 a 45 min po odstfiZzeni, 1, 2, 3, 4 a 5 hod po odstfiZeni.
Odstrihavani jsem provedla v jednotny cas 8:30 rano a vétvicky jsem uskladnila v otevienych
kartonovych krabicich ve stinu ve venkovnim prostredi. Vétvicky jsem zatemnila 30 min pred
méfenim, pro nékteré skupiny to znamenalo zabaleni do alobalu pfimo na stromé, pro nékteré
prikryti kartonové krabice s danou skupinou vétvicek alobalem. Vysledky jsou uvedeny
na Obr. 13 a v Tab. 8. U nékterych parametri ukazala analyza rozptylu statisticky prtikazné
rozdily mezi skupinami. Zmény hodnot téchto parametri v Case ale na prvni pohled
nepuisobily jako monoténni nariist nebo pokles a mohly byt zptisobeny naptiklad vnitinim
cirkadialnim rytmem rostliny. Abych kvantifikovala vliv odstfiZeni vétvicky, stanovila jsem
smérnice linearni regrese zavislosti parametru na dobé odstfiZzeni. Tyto smérnice byly
ve vSech pripadech velice nizké, a proto jsem usoudila, Ze méfeni OJIP krivek na vétvickach
odebranych ze stromi i s jistou ¢asovou prodlevou mohu v pokusném bloku 1 skutec¢né

pouzit.
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Obr. 13: Zavislost vybranych fluorescencnich indexti (viz Tab. 2, str. 22) na dobé po odstfiZeni vétvicky u
tii druhd jehli¢nand. r.j. — relativni jednotky. Obdélniky jsou ohraniceny zespodu a shora 1. a 3. kvartilem,
vodorovna linie zna¢i median, vousy sahaji k nejvyssi/nejnizsi hodnoté vzdalené od obdélniku 1,5 rozpéti
kvartila, odlehlé hodnoty oznaceny krouzky.

Tab. 8: Hodnoty fotosyntetickych parametrii v pokusu zaméfeném na zjiSténi vlivu odstfiZeni a délky
uskladnéni vétvicky u tfi druhG jehlicnan. Uvedeny jsou hladiny statistické vyznamnosti (p)
z jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) testujici vliv dob od odstfiZeni. V pripadé signifikantniho
vysledku testu ANOVA jsem stanovila smérnici regresni primky reflektujici zménu indexu v Case od
odstfiZeni. Zvyraznéné hodnoty smérnice se statisticky vyznamné lisi od nuly.

Druh P. abies P. sylvestris T. baccata
Index P Smeér. p Smeér. p Smeér.
[/hod] [/hod] [/hod]
V; <0,001 0,0033 <0,001 -0,0157 0,002 -0,0088
Vi 0,013 -0,0008 0,025 -0,0057 0,045 -0,0027
M, 0,093 0,118 0,030 -0,0201
Qro 0,076 0,269 0,105
Qro <0,001 -0,0018 <0,001 0,0134 0,003 0,0090
Qro 0,013 0,0009 0,030 0,0050 0,021 0,0032
(o 0,076 0,269 0,105 -0,0059
ko <0,001 -0,0033 <0,001 0,0157 0,002 0,0088
Uro 0,013 0,0008 0,025 0,0057 0,045 0,0027
Sro 0,018 0,0034 0,034 -0,0046 0,122
YRC 0,312 0,018 -0,0051 0,046 0,0019
ABS/RC 0,380 0,012 0,0706 0,046 -0,0274
TPO/RC 0,388 <0,001 0,0618 0,037 -0,0035
ETO/RC 0,061 <0,001 0,0618 0,003 0,0166
REO/RC 0,003 0,0038 <0,001 0,0256 0,007 0,0051
DIy/RC 0,264 0,363 0,101
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Tab. 8 — PokraCovani.

Druh P. abies P. sylvestris T. baccata

Index P Smér. P Smér. P Smeér.
[/hod] [/hod] [/hod]

Plags 0,037 -0,0180 0,006 0,0642 0,002 0,0639

PlroraL 0,019 -0,0022 0,335 0,050

Podobné jsem pred pokusnym blokem 2 potfebovala ovéfit, Ze budu moci méfit vétvicky
dokonce az nésledujici den po odebrani. Porovnala jsem tedy stejnym zptisobem 8 vétvicek
mérenych ihned s 8 vétvickami méfenymi 24 hod po odstfiZeni. Méfeni jsem tentokrat
provedla jiZ pouze u P. sylvestris. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 14 a uvedeny v Tab. 9.

Obé OJIP kiivky se na prvni pohled pfiliS neliSily, rozdil byl vidét azZ na konci méfeni.
KdyZ jsem zdkladni fluorescencni hodnoty (Fo, Fx, F), Fi, Fu) porovnala Studentovym
t-testem, rozdily mezi méfenim in situ a 24 hod po odstfiZeni priikazné nebyly. Pfi porovnani
odvozenych parametri (Tab. 9) jsem nalezla priikazné rozdily predev§im pro parametry
charakterizujici cely ETC (@ro, Uro, 6ro, REO/RC, Plrorar) nebo transport mezi PS II a PS 1.
V dalSich parametrech byly hladiny statistické vyznamnosti jiZ vyssi. Rozhodla jsem se tedy
(vzhledem k tomu, Ze zorganizovat odbéry a méreni v pokusném bloku 2 technicky jinak by
bylo nesmirné obtiZné), Ze méreni 24 hod prodlevou nakonec pouZiji (také s ohledem na to, Ze
béhem této doby vétvicky pouzivané pti méreni stale zlstaly in situ na velkych vétvich) a

pii interpretaci vysledkti budu zejména u vySe uvedenych parametrii opatrnéjsi.

fluorescence [a.).]
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Obr. 14: Primérné OJIP kiivky indukce fluorescence chlorofylu (Chl) vétvicek Pinus silvestris méfenych
in situ a 24 hod po odstFiZeni. a.j. — arbitrarni jednotky.
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Tab. 9: Vysledky pokusu zaméfeného na porovnani OJIP parametri méfenych ihned po odstfiZeni vétvicek
s parametry méfenymi na vétvickach uskladnénych 24 hod. Uvedeny jsou priméry (Pr.) a smérodatné
odchylky (SD) obou skupin a hladiny statistické vyznamnosti (p) Studentova t-testu.

Thned 24 hod. Thned 24 hod.
Index |Pr. SD Pr. SD p Index |Pr. SD Pr. SD p

[rj] |Irjl |[xj] |[rjl [rj] |[vjl |[xj] |Irjl
A\ 0,502| 0,026| 0,466| 0,015 0,010 Sro| 0,364| 0,055| 0,495/ 0,039 <0,001
Vi 0,819| 0,025| 0,736, 0,023| <0,001 yRC| 0,264| 0,018| 0,264 0,013 0,927
M, 1,109| 0,103| 1,040| 0,078 0,174| |ABS/RC| 2,812| 0,259| 2,796| 0,192 0,896
Oro 0,786| 0,015 0,798| 0,010 0,108 TPO/RC| 2,208| 0,170| 2,230| 0,141 0,792
Oro 0,391| 0,024| 0,426| 0,015 0,008 ETO/RC| 1,099| 0,104| 1,190| 0,077 0,082
Qro 0,142| 0,020| 0,211| 0,019 <0,001 REO/RC| 0,396| 0,044| 0,588| 0,038| <0,001
Pno 0,214| 0,015| 0,202| 0,010 0,108 DIyRC| 0,604| 0,095| 0,566| 0,058 0,381
Wro 0,498| 0,026, 0,534| 0,015 0,010 Plass| 1,331] 0,281 1,642| 0,235 0,040
Yro 0,181| 0,025| 0,264| 0,023| <0,001 Plrorac| 0,779| 0,248| 1,643| 0,418 <0,001

Co se tyce poctu technickych opakovani, ktera jsem pfi méfeni v ramci pokusnych blokt 1
a 2 realizovala, provedla jsem v pripadé pokusného bloku 1 na kaZzdé odebrané vétvicce Ctyti
méreni (pokazdé na jiné Casti vétvicky) a stanovila z nich primérnou kfivku OJIP pro danou
vétvicku. V pripadé pokusného bloku 2 byly z kazdé vétve odebrany cCtyfi vétvicky, kazda
byla zméfena jednou a vysledné kfivky byly opét zprimérovany. Ve vysledku byl tedy kazdy

vzorek (biologické opakovani) reprezentovan 4 technickymi opakovanimi.

4.2.2 Izolace fotochemicky aktivnich chloroplastu
P¥i praci s jinym materidlem neZ s jehlicemi (pokusny blok 3) jsem z list( nejprve odstranila

centralni Zilku a Cepele jsem nastifhala na malé kousky (mensi neZ 1 cm?). Navazku 2-3 g
Cerstvé hmoty téchto kouskii jsem zamichala do 40 ml izolacniho média — A (Tab. 10) a
homogenizovala 18 s pri 15000 rpm (OV5, VELP Scientifica, Milano, Itdlie, s VSS2CCR2
dispergacnim nastavcem). Izolacni médium bylo predchlazené na 4 °C a vSechny nasledujici
kroky jsem provadéla pri této teploté. Homogenat jsem precedila pfes 8 vrstev gazy a
centrifugovala 10 min pfi 6000x g. Pelet jsem resuspendovala sklenénou ty¢inkou obalenou
vatou v malém mnoZstvi (odhadnuto podle mnoZstvi peletu, vétSinou 1 ml) resuspendacniho
média — A (Tab. 10). VySsi mnozstvi chloroplastti ve vzorku prispiva k jejich trvanlivosti.
Vzorek jsem skladovala ve tmé ve 4 °C. Uvedeny postup je v nasi laboratofi zavedeny jizZ
fadu let a osvédcil se pro rtizné druhy rostlin s lupenitymi listy (Makovec 1975, Kocova

1980).
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Na rozdil od béznych listG jsou jehlice pro svou mechanickou tuhost, lignifikované
bunécné stény a obsah mnohych sekundarnich metabolitti ndro¢nym materidlem na izolaci
fotochemicky aktivnich chloroplastti a vyzaduji sloZitéjsi postup. NasSe laboratof pied
nékolika lety po velkém mnozZstvi metodickych pokusti takovy postup vyvinula (Hola et al.
2012) a s jistou modifikaci jsem jej pouzivala pri svych pokusech (v ramci pokusnych bloki 1
a 3) i ja. Jehlice jsem nastiihala na kratké iseky (3—5 mm) a navazku 3 g jsem ihned nasypala
do 50 ml predchlazeného izolatniho média — B (Tab. 10) a homogenizovala 1 min pri 18000
rpm (OV5, VELP Scientifica, Milano, Italie, s VSS2CCR2 dispergacnim nastavcem).
Homogenat jsem precedila pres 8 vrstev gazy a centrifugovala 2 min pfi 200x g. Supernatant
jsem pak centrifugovala 2 min pfi 500x g. Tyto dva kroky centrifugace slouZi predevsSim
k odstranéni bunécnych stén a zbytkd bunék, které by mohly negativné ovliviiovat nasledna
méreni. Supernatant z druhého kroku jsem pak znovu centrifugovala 10 min pfi 6000x g.
Pelet jsem resuspendovala v resuspendacnim médiu — B (Tab. 10). Vzorky jsem skladovala
stejné jako v predchozim piipadé. VSechny kroky jsem provadéla pii 4 °C. Takto vyizolované

chloroplasty jsou podle Hallovy (1972) nomenklatury II. tfidy, typu C.

Tab. 10: Pouzita média pro izolaci chloroplastti a méfenti jejich fotochemické aktivity.

Nazev média SloZeni Citace

Izola¢ni médium — A 0,4 M sacharéza, 50 mM Tris, 2 mM MgCl, (pH 7,0 |Kocova 1980
(zéroven méfici médim upraveno HCI)

PSII—A)

Izola¢ni médium — B 0,4 M sachar6za, 50 mM Hepes, 10 mM NaCl, Hola et al. 2012

5 mMgCl,, 20% (w/v) PEG (pH 7,6 upraveno NaOH)

Resuspendacni médium — A | 0,4 M sacharéza, 50 mM Tris, 2 mM MgCl,, 40% v/v | KocCova 1980
glycerol (pH 7,0 upraveno HCI)

Resuspendacni médium — B | 1,2 M sacharéza, 50 mM Hepes (pH 6,9 upraveno Hola et al. 2012
NaOH)

Méfici médium PSI 40 mM sacharo6za, 50 mM NaH,PO,, (pH 6,5 upraveno | Hold et al. 2003
NaOH)

Méfici médium PSII - B 0,4 M sacharéza, 50 Hepes-NaOH, 10 mM NacCl, Hol4 et al. 2012

5 mM MgCl, (pH 6,9 upraveno NaOH)
Meéfici médium cely fetézec | 50 mM tricin, 30 mM NaCl (pH 8,0 upraveno HCI) BenesSova 2014

4.2.3 Stanoveni obsahu Chl v suspenzich chloroplastii

Do 5 ml 80% (v/v) acetonu jsem zamichala 50 pl chloroplastové suspenze a centrifugovala 10
min. pii 4000x g a 4 °C, abych odstranila pripadné necistoty, které by mohly vadit pri

nasledujicim méreni absorbance. Supernatant jsem rychle prelila do jiné zkumavky.
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Spektrofotometrem (Anthelie Advanced 2, Secomam, Lyon, Francie) jsem stanovila
absorbance (A,) na vinovych délkach (A) 645 nm, 663 nm a 710 nm a vypocitala obsah Chl
podle vzorce (Arnon 1949):

Ch1=20,2( Agis—As1)+8,02(Agss—Asyp) (6)

Vyslednou hodnotu jsem pak vynasobila 100 (fedéni vzorku).

4.2.4 Méreni aktivity fotosyntetického elektron-transportniho retézce pomoci Clarkovy
elektrody

Clarkovou elektrodou 1ze mérit rychlost reakce Stépeni kysliku na povrchu platinové katody.

Za stalé teploty a michani méreného roztoku tedy lze stanovit koncentraci kysliku ve vzorku.
Clarkovou elektrodou (Theta'90, Praha, Ceska republika) jsem méfila zmény koncentrace
kysliku v suspenzich izolovanych chloroplastii, a to v uzaviené, specialné konstruované
komiirce (Bartos et al. 1975) o objemu 5 ml. Teplota 25 °C byla udrZovana stalym proudénim
vody prostory na stranach komtrky. Déle bylo do komiirky vloZeno magnetické michadlo.
Abych mohla méfit aktivitu fotosyntetickych procesti, osvétlovala jsem komtrku ,,bilym“
svétlem o intenzité 800 pmol y.m™*s™. Kalibraci systému jsem provadéla rano a odpoledne
pfed a po vSech mérenich v daném dni. Kalibrace zahrnuje stanoveni nulové hladiny
rozpusSténého O, v destilované vodé tak, Ze komtirkou probublava N, nejméné 15 min neZ se
vystup ustali, a obdobné je stanovena hladina O, pfi probublavani vzduchem (pocita se
s 20,96% koncentraci kysliku ve vzduchu). Rozdil odeCteny na zapisovaci je pak pouZit pri
vypoctu zmén koncentrace O, ve vzorku (viz rovnice (7)).

Na elektron-transportni fetézec v tylakoidni membrané izolovanych chloroplasti Ize
pisobit mnohymi chemikéliemi, které ptlisobi jako inhibitory prenosu, umélé donory nebo
akceptory elektronti. Spravnou kombinaci téchto latek lze docilit stabilni fotosyntetické
reakce a meérit aktivitu urcCité Casti elektron-transportniho retézce. V nasi laboratori byly
v minulosti vypracovany vhodné postupy pro méfeni aktivity PS II, PS I a celého retézce,
které jsem pouZzivala i ja. Aktivitu PS II jsem méfila nasledujicim postupem:

1) Do komirky jsem dala 5 ml temperovaného (pokojova teplota) mériciho média
PS II — A nebo B (Tab. 10), podle toho, zda Slo o vzorky izolované z lupenitych listt
nebo jehlic.

2) Pridala jsem takovy objem vzorku izolovanych chloroplastii, ktery odpovidal 7 pg
Chl.

3) Nechala jsem komtrkou probublavat dusik tak dlouho, dokud se koncentrace kysliku
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4)

5)

6)
7)

nepribliZila k nule.

Pridala jsem 57 pl zasobniho roztoku FeCy rozpusténého v destilované vodé tak, Ze
vysledna koncentrace v komirce byla 2 mM. FeCy pisobi jako umély akceptor
elektrontt mimo jiné i z plastochinonu.

Pridala jsem 50 pl zasobniho roztoku DMBQ rozpusténého v 96% (v/v) ethanolu tak,
Ze vysledna koncentrace v komtirce byla 1 mM. DMBQ pisobi jako umély akceptor
elektroni z plastochinonu.

Komiirku jsem rychle zavrela a nechala vzorek minutu ustélit ve tmé.

Zapnula jsem svétlo a po dalSi minuté jsem zacala odecitat zmény koncentrace O- po

dobu 2 min.

Aktivitu PS I jsem méfila nasledujicim postupem:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)
9)

Do komiirky jsem dala 4,45 ml temperovaného (pokojova teplota) méficiho média
PS I (Tab. 10)

Pridala jsem 50 pl zasobniho roztoku askorbatu sodného tak, Ze vysledna koncentrace
v komtirce byla 10 mM. Askorbat sodny ptisobi jako reduk¢ni cinidlo — redukuje
DCPIP.

Pridala jsem 250 pl zasobniho roztoku DCPIP tak, Ze vysledna koncentrace v komtirce
byla 0,25 mM. DCPIP ptisobi jako umély donor elektronii pred PS 1.

Pridala jsem 125 pl zasobniho roztoku MeV tak, Ze vysledna koncentrace v komtirce
byla 0,1 mM. MeV ptisobi jako umély akceptor elektronii pfedevsim z Zelezosirného
centra Fp ve PS I a pfedava elektrony O, takZe uméle navozuje jeho spottebu.

Pridala jsem 50 pl zasobniho roztoku DCMU tak, Ze vysledna koncentrace v komtirce
byla 0,01 mM. DCMU ptisobi jako blokator transportu elektront z Qg na plastocyanin
a tedy zabranuje prenosu elektroni z PS I na PS I.

Pridala jsem 50 pl zasobniho roztoku azidu sodného (NaNs) tak, Ze vysledna
koncentrace v komtirce byla 5 mM. NaN; ptisobi jako inhibitor endogennich katalaz.
Pridala jsem takovy objem vzorku izolovanych chloroplastd, jaky odpovidal 7 pg Chl.
Komiirku jsem rychle zavrela a nechala vzorek minutu ustélit ve tmé.

Zapnula jsem svétlo a po dalS$i minuté jsem zacala odecitat zmény koncentrace O,

po dobu 2 min.

Aktivitu celého Fetézce jsem meérila nasledujicim postupem:

1)

Do komirky jsem dala 4,85 ml temperovaného (pokojova teplota) méficiho média
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pro cely fetézec (Tab. 10).

2) Pridala jsem 125 pl zasobniho roztoku MeV tak, Ze vysledna koncentrace v komiirce
byla 0,1 mM.

3) Pridala jsem 50 pl zadsobniho roztoku NaNj; tak, Ze vysledna koncentrace v komiirce
byla 5 mM.

4) Pridala jsem takovy objem vzorku izolovanych chloroplastd, ktery odpovidal
7 pg Chl.

5) Komtirku jsem rychle zaviela a nechala vzorek minutu ustélit ve tmé.

6) Zapnula jsem svétlo a po dalSi minuté jsem zacCala odecitat zmény koncentrace O,
po dobu 4 min. Pfi méfeni aktivity celého fetézce dochazi k produkci i spotfebé
kysliku, kdy spotfeba mirné prevazuje. Namérené zmény koncentrace byly pomérné
malé a proto bylo vhodné pro vétsi presnost cas tohoto méreni prodlouZit na 4 minuty.

VSechna tato méfeni jsem navic provadéla i ve varianté s pfidavkem 25 pl zasobniho roztoku
chloridu amonného (NH,CI) tak, Ze vyslednd koncentrace v komtrce byla 5 mM. NH,CI
zvySuje propustnost tylakoidni membrany pro protony a rozptrahuje tedy elektron-transportni
fetézec od fotofosforylace. Zasobni roztoky FeCy, DMBQ, MeV a askorbatu sodného jsem
v kaZdém pokusném dnu pFipravovala Cerstvé, ostatni zasobni roztoky vydrzi delsi dobu.

KaZdé méteni u kazdého vzorku jsem zopakovala nejméné dvakrat (nebo vicekrat, pokud
se prvni dvé méteni liSila vice neZ o 10 %) a hodnoty téchto technickych opakovani jsem pak
zpriameérovala.

Aktivitu vSech reakci prepoctenou na jednotku hmotnosti Chl a jednotku casu jsem

vypocitala podle vzorce:

0,258 .zméreno . 10° [

Aktivita(Chl)= kalibrace .t .c

mmol O,.kg ™" Chl.s™'] (7)

kde 0,258 je konstanta rozpustnosti kysliku pfi atmosferickém tlaku a teploté 25 °C, kalibrace
znamena rozdil mezi naméfenymi hodnotami prfi probublavani dusikem a vzduchem
v arbitrarnich jednotkach — dilcich na stupnici zapisovacCe (primérna hodnota pro ranni a
odpoledni kalibraci), zméreno znamena posun zapisovace za prisluSnou dobu méfeni vzorkuy,
opét v arbitrarnich jednotkach, t je doba méfeni (120 nebo 240 s) a c je koncentrace Chl
v komtrce [mg/ml]. VSechny tfi aktivity jsem v pokusném bloku 1 také prepocitala

na jednotku hmotnosti suSiny a jednotku casu podle vzorce:

Aktivita(S)= Aktivita(Chl).Chl(a+b).S [pmolO,.g '.s™'] (8)
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kde Chl(a+b) je soucet obsahu Chl a a b v jehlicich (viz niZe) a S je hmotnost suSiny

v jehlicich (také viz niZe).

4.2.5 Stanoveni hmotnosti susiny a obsahu fotosyntetickych pigmenti v jehlicich

V pripadé pokusného bloku 1 byly pro kazdy smésny vzorek tii vétvicek navaZeny 2x3
hromadky kratkych (2—4 mm) segmentt jehlic o hmotnosti cca 0,1 g. Méla jsem tedy 18
hromadek pro kaZdy strom. Polovina byla urCena pro stanoveni hmotnosti suSiny a druha
polovina pro stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentti. Hroméadky urcené pro stanoveni
susiny jsem suSila 14 dni pti 80 °C (UM500, Memmert, Schwabach, Némecko) a nasledné
zvézila na mikrovahach. Hromadky urcené pro stanoveni obsahu pigmentii jsem presypala
do zkumavek, zalila 10 ml N,N-dimetylformamidu (DMF), ptfekryla parafilmem a alobalem a
nechala extrahovat 14 dni v lednici. Kazdy den jsem vSechny vzorky promichala
na laboratorni tfepacce. Spektrofotometrem (Anthelie Advanced 2, Secomam, Lyon, Francie)
jsem poté stanovila absorbance (A)) extraktu na vinovych délkach (A) 647 nm, 664 nm, 710
nm a 480 nm a vypocitala obsahy Chl a, Chl b a celkovych Kar podle vzorcti (Wellburn
1994):

Chla=11,65.(Ag—A719)—2,69.(Agy—Asy) [mg/ml] )
Chlb=20,81(Aq;—As)—4,53 (Ages—A;;) [mg/ml] (10)
Kar=[1000 (A ,5—A,,,)—0,89.Chla—52,02.Chlb]/245 [mg/ml] (11)

Vysledné hodnoty z téchto vzorcii jsem pak jesté vynasobila 10, abych odstranila faktor
fedéni vzorku.

V pripadé pokusného bloku 2 bylo vzorkd podstatné vice, proto bylo vhodnéjsi jiné
usporadani. Pro stanoveni hmotnosti suSiny byly predem zvaZené plastové mikrozkumavky
(1,5 ml) naplnény nastfihanymi jehlicemi z jednotlivych stromid. Pro stanoveni obsahu
pigmentl byly predem zvazené mikrozkumavky naplnény nadrobno nastfihanymi stfednimi
castmi jehlic do urovné o néco nizsi, neZ odpovidalo rysce 1 ml. VSechny zkumavky byly
poté zvaZeny a uchovany pfi —20 °C pro pozdéjsi zpracovani. PfedzmraZeni naruSilo buriky
v jehlicich, coZ mi umoZnilo zkratit dobu suSeni i extrakce na 7 dni. ProtoZe jehlic
pro stanoveni obsahu pigmentu bylo vyrazné vétsi mnozstvi neZ v pokusném bloku 1, musela
jsem extrakt pfed méfenim fedit DMF nejméné 1:2, abych dosahla spolehlivé meéritelné
koncentrace pigmentti. Podle toho pak byly upraveny vypocty kone¢né koncentrace pigmentt

ve vzorku.
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4.2.6 Spektrofotometrické stanoveni rychlosti redukce DCPIP

Chemickou latku DCPIP lze pouzit jako umély akceptor elektronti. DCPIP je ve své

oxidované formé modry a ve své redukované formé Ciry. Tuto zménu barvy lze v suspenzich

izolovanych chloroplastti sledovat spektrofotometricky na vinové délce 600 nm (Pacholikova

2009) ¢i 590 nm (Eastman et. al 1998). V nasi laboratofi tato metoda nebyla nikdy predtim

pouZzita, proto jsem na zakladé literatury navrhla pro pokusny blok 3 u nas proveditelny

protokol a provedla fadu experimentd s cilem metodu vyzkousSet a optimalizovat. Zvolila jsem

metodu, jejiz technické provedeni bylo odvozeno predevsim z praci Tamova (2001),

Novakova (2003), Pacholikova (2009). Na pocatku jsem nejprve musela vyteSit nékteré

zalezitosti spiSe technického charakteru, které popisuji v této kapitole. VétSina pokust

souvisejicich s touto metodou méfeni a s tfetim cilem mé diplomové prace je vSak uvedena

v kapitole 5.3. Obecny postup méteni byl nasledujici:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do dvou kyvet (oznacenych ,,zero“ a ,,DCPIP) jsem dala po 2 ml (minus mnozZstvi
ostatnich pridavanych sloZzek) meéficiho média. To bylo vybrano na zakladé
metodickych pokusi (viz dale).

Pridala jsem takovy objem vzorku izolovanych chloroplastti, ktery odpovidal predem
urcenému mnoZzstvi Chl (zvoleno na zakladé metodickych pokusti popsanych dale).

Do kyvety oznacené ,,DCPIP“ jsem pridala 40 (v pocatecnich pokusech) nebo 20 pl
zasobniho roztoku DCPIP tak, Ze vysledna koncentrace v kyveté byla 100 nebo 50 pM
(a do ,zero“ 20 pl destilované vody). Koncentraci DCPIP jsem v pribéhu
metodickych pokust posléze sniZila na polovinu, protoZe smés v kyveté byla prilis
tmava a absorbance byla Spatné méfitelna.

Suspenzi jsem Spickou automatické pipety, kterou jsem pridavala posledni sloZku,
zamichala a co nejrychleji jsem vzorky zaviela v méficim prostoru spektrofotometru
(Anthelie Advanced 2, Secomam, Lyon, Francie).

Vynulovala jsem pristroj na vzorek v kyveté ,zero“ a zmeéfila v kyveté ,,DCPIP
absorbanci DCPIP (A=590 nm) v Case t = 0 s, kterou jsem prevedla na koncentraci
oxidovaného DCPIP (molarni absorb¢ni koeficient €=1,6.10* 1.mol™.cm™)

Kyvetu ,,DCPIP“ jsem umistila pred diaprojektor a vystavila ji ,bilému®“ svétlu
o zvolené intenzité (viz dale) po dobu 10 s.

Opakovanim kroki 5) a 6) jsem zmérila koncentraci oxidovaného DCPIP v casech

t=10, 20, 30, 60, 90 a 120 s. Z naméfenych hodnot jsem pak odvodila rychlost
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redukce DCPIP ze smérnice linearni regrese zavislosti mnoZstvi oxidovaného DCPIP

na Case béhem prvnich 20 s, které u vétSiny méreni predstavovaly linearni ¢asti reakce.

V prvnich metodickych pokusech jsem vyzkouSela zavislost této metody na intenzité
zareni. PouZila jsem 100 pM vyslednou koncentraci DCPIP, méfici medium PS II — A
(viz Tab. 10) a mnoZstvi chloroplastové supspenze P.vulgaris odpovidajici 20 pg Chl.
Vysledky jsou uvedeny na Obr. 15. Metoda se v rozsahu pouZitych intenzit svétla nezdala na
intenzité svétla zavisla. PouZité intenzity byly pravdépodobné saturacni. Pro vSechny

nasledujici pokusy jsem zvolila intenzitu zafeni 800 pmol.m™s”, coZz odpovidalo intenzité

pouZité pri polarografickych méfenich.

—— 400 pmol/m?/s (157,2 pmol/s.g(Chl))
—— 800 pmol/m?/s (167,2 pmol/s.g(Chl))
g — >15000 umol/m?/s (157,9 umol/s.g(Chl))

Koncentrace ox. DCPIP [uM]
20

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Cas [s]

Obr. 15: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na Case pro rizné intenzity zareni. V zavorkach jsou
uvedeny odhady rychlosti redukce DCPIP (fotochemické aktivity) ziskané ze smérnice linearni regrese v
prvnich 20 s.

V druhém metodickém pokusu jsem vyzkouSela citlivost metody na mnoZstvi chloroplasti
v kyveté. Do kyvety jsem dala vzorky rizné koncentrovanych chloroplastovych suspenzi,
odpovidajici 10 nebo 20 pg Chl. Vysledky tohoto pokusu znazornuje Obr. 16. Jako vhodnéjsi
se ukazalo pouZiti mensSiho mnoZstvi Chl (10 pg), protoZe koncentrovan€jsi suspenze velice
rychle vypotfebovala vétSinu oxidovaného DCPIP, coZ nebylo priznivé pro odhad rychlosti
redukce DCPIP z linearni ¢asti kfivky. Abych pozd€jsi pokusy sjednotila s pokusy zaloZenymi
na polarografickém meéreni fotochemické aktivity chloroplastti, rozhodla jsem se v pokusech,

kde byly pouZity obé tyto metody nakonec pouZzit objemy vzorki reprezentujici 7 pg Chl.
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Obr. 16: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na Case pro rtizné mnoZzstvi chloroplasti v kyveté.
OznaCeni R1, R2 a R3 odpovidaji riznym Fedénim chloroplastové suspenze. R1 byla suspenze o
koncentraci 0,447 g(Chl)/l, R2 0,251 g(Chl)/l, R3 0,120 g(Chl)/l. V zavorkéach jsou uvedeny odhady
rychlosti redukce DCPIP (fotochemické aktivity) ziskané ze smérnice linedrni regrese v prvnich 20 s.

Ve tfetim metodickém pokusu jsem vyzkouSela riznd métici media pouZitd riznymi autory

pro méfeni redukce DCPIP (Tab. 11). Zarfadila jsem také nejjednodussi v nasi laboratofi

pouzivané meérici medium pro cely fetézec (Tab 10). Vysledky z tohoto pokusu jsou

zobrazené na Obr. 17. Z médii, ve kterych chloroplastova suspenze vykazovala vétsi

fotochemickou aktivitu (tj. alternativni sorbitolové medium a méfici medium pro cely

fetézec), jsem pro dalSi pokusy zvolila méfici medium pro cely fetézec, jehoZ sloZeni bylo

jednodussi.

Tab. 11: Alternativni métici média.

Nazev média Slozeni Citace

Alternativni hepesové |40 mM HEPES, 10 mM KCI Tamova 2001,

meéfici médium Novékova 2003,
Pacholikova 2009

Alternativni
sacharozové mérici
médium

250 mM sacharéza, 30 mM H,KO,P

Vernon et Shaw
1969

Alternativni sorbitolové
médium

100 mM sorbitol, 5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM KCN,

15 mM Tricin

Castelo-Branco et
al. 2008
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— alt. hepesové medium
(170,5 pmol/s/g(Chl))

—— alt. sacharozové medium
(137,4 pmol/s/g(Chl))

— alt. sorbitolové medium
(384,4 pmol/s/g(Chl))
méfici medium - cely fetézec

8 (340,4 pmol/s/g(Chl))
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Obr. 17: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na Case pro riznd mérici media. V zavorkach jsou
uvedeny odhady rychlosti redukce DCPIP (fotochemické aktivity) ziskané ze smérnice linedrni regrese
prvnich 20 s.

4.2.7 Méreni spektralni reflektance
Reflektance (R;) pro danou vlnovou délku (A) je definovana jako pomér intenzity odraZeného

svétla (L) k intenzité osvétleni (E,).
L)\
RA:E (12)

Spektrum reflektance jsem meéfila pristrojem FieldSpec 4 Wide-Res (Analytical Spectral
Devices Inc., Boulder, Colorado, USA) s pripojenou kontaktni sondou. Pristroj méfi spektrum
v rozsahu vlnovych délek 350-2500 nm tfemi detektory méficimi v riznych vlnovych
délkach. Presnost pristroje je 3 nm v oblasti okolo 700 nm a 30 nm v oblasti 1400-2100 nm.
Kontaktni sonda obsahuje snimaci okénko o priméru 10 mm, které je tieba priloZit na prostor
zaplnény jehlicemi narovnanymi jednim smérem na maximalné ¢erné podloZce (matny Cerny
autolak). Aby doslo k vylouceni vlivu konkrétniho usporadani jehlic pod sondou, méfila jsem
kazdy vzorek 5x a mezi jednotlivymi méfenimi jsem jehlice znovu preusporadala. Vysledné
spektrum vzorku jsem stanovila jako souhrn mediant vypocitanych z téchto 5 opakovani pro
kaZdou vInovou délku.

Kalibrace pristroje (stanoveni E;) se provadi priloZenim sondy na maximalné odrazivy
povrch dodavany vyrobcem. Dale je pro kalibraci nutné méreni v situaci, kdy do pristroje
neprichazi Zadné svétlo, tzv. ,,dark current”. ProtoZe spektrum zdroje svétla a dalSi vlastnosti
pristroje se mohou ménit s jeho teplotou, provadéla jsem méteni (podle navodu) az pil hodiny

po jeho zapnuti a po zméfeni kazdych Ctyf vzorkd jsem provedla novou kalibraci. Méfeni
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,»dark current” jsem provadéla pred kaZzdym novym vzorkem.
Pristroj umoZnuje nastaveni poctu vnitfnich opakovanych méfeni pro minimalizaci Sumu,

které se navenek projevi jako prodlouZeni doby jednoho meéreni. Pro kalibraci bylo zvoleno

vvvvvv

vvvvvv

Pif UK vychdazi vhodné nastaveni 15x.
Ze spektra reflektance (Obr. 18) je moZné ziskat informace o obsahu fotosyntetickych
pigmentli, vody a dalSich latek v listech. V literatufe se nachazi nepreberné mnozZstvi

empiricky stanovenych indext k tomuto pouZivanych. Pro méfeni na borovicich (pokusny

sew e

jehlic jehli¢nand, preferencné pravé u borovice (Tab. 12). ProtoZe jsem nenasla Zadné indexy,
které by uspokojivé odrazely obsah vody u jehli¢nanti, seznam jsem doplnila o dva indexy

znamé z literatury, kde byly vyzkouSené na topolu.

PPigmenty Struktura listu Obsah vody EfnTrigﬁﬂftgi faktor

80 - reflektanci listu

70 +
60
50

Hlavni a vedlejsi

40 A
absorb¢ni pruhy

30 4

Reflektance [%]

Celuléza

20 o

bsorbce chlorofylu
Absorbce chlorofylu

Absorbce vody

10

\

T T T T T T T T
400 700 1000 1300 1600 1900 2200 2500

VInova délka [nm]

Obr. 18: Shéma typického spektra reflektance listu/jehlice. Pfevzato a upraveno
podle Keyworth et al. (2009).

Tab. 12: Seznam pouzitych reflektancnich indexd, jejich vzorct a kritérii, podle kterych byly vybrany.

Indexy korelujici s obsahem Chl (korelacni koeficient R>>0,55) na tirovni jehlic u Picea mariana (Mill.) Britton,

Sterns, Poggenb (Croft et al. 2014)

Nazev indexu Zkratka | Vypocet Puivodni citace

Modified NDVI MNDVI8 | (R,s5—Rys0)/(Ryss+R 50) Mutanga et Skidmore (2004)
Datt 99 Datt99 (Rgso— R0 )/( Rgsy— Ry Datt (1999)

Maccioni 2001 Macc01 (Ryg0—Ry10)/(Rygy—Rego) Maccioni et al. (2001)
Vogelmann index VOG1 R,/ R Vogelmann et al. (1993)
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Tab. 12 — Pokracovani.

Nazev indexu Zkratka | Vypocet Puivodni citace
Red edge inflection point |REIP 200440 ( Rey0+Rogo ) 12—R.q Guyot et Baret (1988)

+

R740 - R700

Zarco and Miller M R750/ R,y Zarco-Tejada et al. (2001)
Normalized difference VI | NDVIre (R750 - R705)/ ( Rys0 +R705) Gitelson et Merzlyak (1994)
—red edge
Revised OSAVI ROSAVI | 1,16(Ry50~ Rygs )/ (R7sp+Rp5+0,16) | Wu etal. (2008)

Indexy korelujici s obsahem Chl (korelacni koeficient R*>0,80) na trovni jehlic u Pinus sylvestris L.

(Hernandez-Clemente et al.

2012)

Nazev indexu Zkratka Vypocet Puivodni citace
Pigment-specific simple |PSSRa R0/ Rego Blackburn (1998)

ratio

Pigment-specific simple |PSSRb Rgoo/ Ress Blackburn (1998)

ratio

Chlorophyll index red CIred edge | R../R,,, Haboudane et al. (2002),
edge Meggio et al. (2010)
Reflectance band ratio DattNIR R 860/ R. xR Datt (1998)

index CabCar

Transformed Cab TCARI/ (R700 — Rsso) Haboudane et al. (2002),
absorption in reflectance | OSAVI 3| (R, Rgy) —0,2-—20—350 Meggio et al. (2010)

index / Optimized soil-
adjusted vegetation index

(R7OO/R67O)
1,16 (Rsoo_ R67O)/(R800+R670+ 0,16)

Indexy korelujici s pomérem Kar a Chl (korelacni koeficient R*>0,80) na drovni jehl

(Hernandez-Clemente et al.

2012)

ic u Pinus sylvestris L.

Nazev indexu Zkratka Vypocet Piivodni citace
Simple ratio SR550/570 | R;0/Ro, -

Simple ratio SR540/570 | R;,,/Rs, -

Simple ratio SR550/560 | R.:0/Rs, -

Simple ratio SR530/570 | R.,/R., -

Simple ratio SR540/560 | R, /R, -

Plant sensing reflectance |PSRI R,/ ( Rss0+3 R708) Merzlyak et al. (1999)
index

Photochemical reflectance | PRI (R570 - R530)/ (R570+R530) Gamon et al. (1992)

index

Indexy korelujici s obsahem Kar (korela¢ni koeficient R*>0,80) na urovni jehlic u Pi

(Hernandez-Clemente et al.

2012)

nus sylvestris L.

Nazev indexu

Zkratka

Vypocet

Puavodni citace

Simple ratio

SR515/560

R515/R560
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Tab. 12 — Pokracovani.

Nazev indexu Zkratka | Vypocet Puivodni citace

Modified photochemical |PRIm1 (R515 — R530)/ (R515+ Ry, ) Hernandez-Clemente et al.
reflectance index (2011)

Carotenoid concentration |CRI 500 1/R,s—1/R;, Gitelson et al. (2003, 2006)
index

Carotenoid concentration |CRI 700 1/R, ;s —1/R,, Gitelson et al. (2003, 2006)
index

Indexy korelujici s vodnim
koeficient R*>0,55) na tirovni jehlic u Pi

nus edulis Engelm. (Stimson et al. 2005)

potencidlem (korelacni koeficient R>>0,40) a relativnim obsahem vody (korelacni

1200 nm

plocha nad tiseCkouR q;0aZ R 1599

Nazev indexu Zkratka Vypocet Puivodni citace
Normalized Difference NDWI (Rsso —R,, 40)/ (R860+R12 40) Gao 1996

Water Index

Normalized Difference NDVI (Rgso —Reggo >/ (Raso"‘ Rego) Penuelas et al. 1993
Vegetation Index

Absorption index 970 and | AI970 plocha nad krivkouRgy,,azR,,, |-

(Eitel et al. 2006)

Indexy korelujici s relativnim obsahem vody (korela¢ni koeficient R*>0,80) na trovni listu u Populus spp.

Nazev indexu Zkratka Vypocet Puvodni citace
Maximum difference MDWI R, .x1500— 1750 — Rinints00—1750 -

water index R imax1500-1750 + R min1500- 1750

Water index WI R0/ Rgro Penuelas et al. 1997

Za blizsi popis stoji jeden z nejpouzivanéjSich indext pro stanoveni obsahu Chl, tzv. REIP.

Reflektuje polohu ,,red edge® neboli prudkého nariistu reflektance v oblasti vinovych délek

670-750 nm. Tato ,hrana“ se u materialu s nizkym obsahem Chl posouva smérem k modré,

naopak u materialu s vysokym obsahem Chl se posouva smérem k vysSim vlnovym délkam.

Pu et al. (2003) popisuji ¢tyri principialné odliSné matematické metody, jak ho spocitat.

Vybrala jsem dva nejjednodussi a nejcastéji pouzivané postupy. Prvnim je urceni vinové délky

inflexniho bodu kfivky spektra, tedy maxima prvni derivace. Tato metoda je ze vSech

nejcitlivéjsi k lokalnim odchylkam. K ziskani prvni derivace jsem pouZila v programu R

matematickou metodu ,,Savitzky-Golay filtering”, ktera proloZi kazdy bod a okno okolnich

bodi vybrané velikosti polynomem vybraného fadu. Zvolila jsem okno 7 bodi a polynom 3.

fadu. Toto nastaveni dostateCné vyhladilo ma data. Parametr ziskany touto metodou budu

nadale oznacovat zkratkou REIPderiv.

Druhy zpiisob vypoctu pochazi piivodné z Guyot et Baret (1988) a predpoklada, Ze nartst
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reflektance je v oblasti 700—740 nm linearni (Obr. 19).
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Obr. 19: Princip vypoctu REIP pomoci ¢ty vinovych délek —
vyznacCené svislé cary. R, — skutecné spektrum reflektance.

R)' — linearni aproximace reflektance. Pfevzato a upraveno z
Guyot a Baret (1988)

Nejdrive je stanovena rovnice primky prochazejici body R a Ryo.
' R7s0=Rygo R40— Ry
R, :TA+R7OO—7OOT (13)
Poté je zvolena reflektance ,,inflexniho bodu“ jakoZto stfed mezi dvéma hodnotami, které
jsou bezpecné daleko pred a za ,,red edge®, Rg0a Ryso.
ir: R670+R780 (14)
2
Dosazenim R;' ze vzorce (14) za R,' v rovnici (13), a naslednymi upravami lze ziskat
vzorec pro vlnovou délku ,,inflexniho bodu“.

(( Re70+ Rygo )/2)_ R0
R740 - R700

A,=700+40 (15)

Takto ziskany parametr budu v nasledujicim textu oznacovat REIP-4body. Z vypoctu je
zfejmé, Ze REIP-4body je spiSe stfedem soumérnosti neZli inflexnim bodem, prestoZe je tak
tradicné nazyvan. Tento parametr je nejméné citlivy vici lokalnim odchylkdm v okoli
inflexniho bodu (Pu et al., 2003).

Abych ovéfila, Ze budu moci méfit reflektanci v pokusném bloku 2 nasledujici den po
odbéru vétvi, provedla jsem podobné jako u fluorescence OJIP nejprve kratky metodicky

pokus. Na tfech druzich jehlicnanti v Brozkové genetické zahradé jsem nejprve zméfila
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reflektancni spektrum jehlic in situ u osmi vétvicek, poté jsem rano v 8:30 odstfihla 11 skupin
koncovych vétvicek (po 8 vétvickach), uskladnila je ve venkovnim prostiedi na ur¢ené doby a
neZ méreni OJIP kiivky fluorescence Chl, méfila jsem prvnich nékolik skupin v intervalech
tak kratkych, jak to rychlost méfeni umoZiovala. Vysledky této analyzy jsou uvedeny v Obr.
20 a Tab. 13. Vzhledem k tomu, Ze i v pripadech kdy analyza rozptylu ukazala statisticky
prikazné rozdily mezi skupinami, nebyla smérnice regresni piimky reflektujici zménu
prisluSného indexu v Case od odstfiZeni vétSinou statisticky prikazné odliSna od nuly (a tam,
kde se od nuly priikazné liSila, byla jeji hodnota velmi nizka — s vyjimkou DattNIR CabCar
indexu u smrku), usoudila jsem, Ze méreni reflektance 24 hod po odebrani vétvi mohu v ramci

pokusného bloku 2 skute¢né pouZzit.
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—— T. baccaia ; H . I .
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Obr. 20: Vlevo vybrana primérnda spektra reflektance z metodického pokusu zamétreného na zjisténi vlivu
odsttiZzeni a délky uskladnéni vétvicky u tii druht jehlicnand. Vpravo zavislost vybraného reflektan¢niho
indexu na dobé od odstfiZeni. i.s. — in situ. Skupina vétvicek 24L byla uskladnéna 24 hod v lednici.

Tab. 13: Hodnoty reflektancnich indexd v metodickém pokusu zaméfeném na zjiSténi vlivu odstfiZzeni a
délku uskladnéni vétvicky u tfi druhd jehlicnant. Uvedeny jsou hladiny statistické vyznamnosti (p)
z jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) testujici vliv dob od odstfizeni. V ptipadé signifikantniho
vysledku testu ANOVA jsem stanovila smérnici regresni pfimky reflektujici zménu indexu v case
od odstfiZeni. Zvyraznéné hodnoty smérnice se statisticky vyznamné 1isi od nuly.

Druh P. abies P. sylvestris T. baccata

Index p Smeér. [/hod] |p Smeér. [/hod] |p Smeér. [/hod]
MNDVI8 0,512 0,572 0,269

Datt99 0,193 0,423 0,271

Macc01 0,211 0,522 0,282

VOG1 0,121 0,059 0,307

REIPderiv 0,233 0,007 -0,0015 0,025 -0,0027
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Tab. 13 — Pokracovani.

Druh P. abies P. sylvestris T. baccata

Index p Smeér. [/hod] |p Smeér. [/hod] |p Smeér. [/hod]
REIP-4body 0,640 0,048 0,0067 0,190

M 0,149 0,005 -0,0023 0,339

NDVlIre 0,194 <0,001 -0,0004 0,324

ROSAVI 0,493 0,052 0,091

PSSRa 0,329 <0,001 -0,0268 0,234

PSSRb 0,226 0,001 -0,0254 0,065

Clred edge 0,149 0,005 -0,0023 0,339

DattNIR CabCar <0,001 -0,4108 <0,001 -0,1110 0,276

TCARI/ OSAVI <0,001 0,0011 0,002 0,0001 0,156

SR550/570 0,096 0,020 -0,0004 0,008 0,0011
SR540/570 0,082 0,050 -0,0003 0,006 0,0012
SR550/560 0,058 0,014 -0,0001 0,074

SR530/570 0,119 0,370 0,013 0,0012
SR540/560 0,095 0,083 0,160

PSRI 0,316 <0,001 0,0002 0,254

PRI 0,121 0,370 0,014 -0,0006
SR515/560 0,287 0,002 0,0004 0,531

PRIm1 0,126 0,005 0,0003 0,256

CRI 500 <0,001 -0,0648 <0,001 -0,0192 0,489

CRI 700 <0,001 -0,0622 <0,001 -0,0187 0,324

NDWI <0,001 0,0003 0,006 -0,0002 <0,001 -0,0004
NDVI 0,346 <0,001 -0,0004 0,090

AI970 <0,001 -0,0053 <0,001 -0,0051 0,632

MDWI 0,603 <0,001 -0,0006 0,007 -0,0009
WI 0,345 0,036 -0,0001 <0,001 -0,0003

4.3 Statistickd analyza

4.3.1 Pokusny blok 1

Miru korelace mezi fluorescencnimi indexy a hodnotami fotochemické aktivity jsem stanovila

v programu R piikazem corr.test() z balicku psych. Tento piikaz umoZiuje stanovit

Pearsonovy korelacni koeficienty mezi dvéma sadami parametri a zaroven stanovit hladiny

jejich statistické vyznamnosti upravené s ohledem na opakované testovani. Jako data jsem

pouzila priméry pro jednotlivé druhy.
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4.3.2 Pokusny blok 2

Pro analyzu heritability (aditivni sloZky genetické variability fenotypového znaku) vSech
stanovenych parametri jsem pouzila takzvany ,,animal model“ patfici do rodiny smiSenych
modelt (mixed models). Uvod do tohoto modelu a rady pro jeho praktické pouZiti jsou
popsany ve Wilson et al. (2010) a podrobnéjsi matematicky popis naptiklad v jedné z fady
pavodnich praci (Shaw 1987). Model pracuje s pribuzenskou matici, kterou je mozné odvodit
ze znamého rodokmenu (viz Obr. 21). Predpoklada korelaci ve fenotypovych znacich mezi
pribuznymi jedinci a na zdkladé miry této korelace odhaduje (metrividlnim zpisobem)
Sechtitelskou hodnotu (,,breeding value®) jedinct. Slechtitelskd hodnota je souhrnny vliv
vSech na dany znak aditivné ptisobicich genti daného jedince. V ramci modelu je s ,,breeding
value® nakladano jako s nahodnym efektem.

Matematickych metod, pomoci kterych pouZité programy hledaji optimalni ,breeding
value“, existuje nékolik. Nejcastéji se pouziva metoda restringované maximalni vérohodnosti
REML (Restricted maximum likelihood). Tato metoda kazdé sadé parametri ,,breeding value“
prifadi hodnotu vérohodnosti (likelihood), ktera vyjadfuje, s jakou pravdépodobnosti by
za dané sady parametrti vznikly naméfené fenotypy. Program pak sérii iterativnich kroki
hleda takové parametry ,,breeding value®, které maji vérohodnost nejvyssi.

U ,,animal modelu“ je tfeba predem odfiltrovat jiné zdroje vnitini korelace dat. Naptiklad
prostorova blizkost pfibuznych jedinci, a tedy jejich zvySend podobnost, vede
k nadhodnoceni heritability (Wilson et al. 2010). Do modelu aplikovaného na data z borovic
jsem proto zahrnula dva polynomy druhého stupné zohlednujici vliv fadky a sloupce, ve které
byl strom zasazen. Statistickou analyzu jsem provadéla ve spolupraci s Ing. Janem
Stejskalem, Ph.D. z Fakulty lesnické a dfevafské Ceské zemédélské univerzity v Praze.
Pfibuzenskou matici jsem sestavila v programu R piikazem makeA() z balicku nadiv.
Koeficient heritability jsem vypocitala prikazem Imekin() z balicku coxme. Jan Stejskal
zaroven provedl hlubsi analyzu heritability fluorescencnich parametri ve specializovaném
komer¢nim Slechtitelském programu ASReml. Srovnala jsem 36 odpovidajicich odhadi
heritability z obou programti (holy model heritability bez zahrnuti polynomidlni regrese pro
kazdou plochu zvlast, data neuvadim). Rozdily mezi nimi byly v priméru 1 % a v Zadném
z parametri nebyly vétsi nez 5 %.

Dale jsem stanovila Pearsonovy korelacni koeficienty kvantifikujici korelace mezi

skupinami reflektan¢nich indext a vybranymi skupinami parametrti charakterizujicich obsah
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fotosyntetickych pigmentl zjiStény po jejich extrakci z jehlic, obsah vody v jehlicich a
vybrané fluorescen¢ni parametry. Tuto analyzu jsem provadéla podobné jako v pokusném

bloku 1 prikazem corr.test() v programu R.

(a) E (b) ID FATHER MOTHER
1 NA NA
2 NA NA
3 NA NA
4 NA NA
B0l s
6 1 2
7 3 2
® o
9 NA NA
10 NA NA
11 5
(c) 12 5
1 [ 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 025 0 0 13 8 9
0 1 0 0 0 05 0.5 0.5 0 0 0 025 025 O 14 10 9
0 0 1 0 0 0 0.5 0.5 0 0 0 0 0.25 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0.5 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0.5 0.5 0 0
0.5 0.5 0 0 0 1 025 025 O 0 0 0.5 0125 0
A - 0 0.5 0.5 0 0 0.25 1 0.5 0 0 0 0.125 0.25 0
0 0.5 0.5 0 0 0.25 0.5 1 0 0 0 0.125 0.5 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.5 0.5
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.5
0 0 0 0.5 0.5 0 0 0 0 0 1 025 0 0
025 025 O 0 0.5 0.5 0.1256 0.125 0 0 025 1 0.0625 0
0 0.25 0.25 0 0 0.125 0.25 0.5 0.5 0 0 0.0625 1 0.25
0 0 0 0 0 0 0.5 0.5 0 0 0.25 1

O
Obr. 21: Tlustrace tvorby pribuzenské matice pro ,,animal model“. (a) Priklad rodomene se 14 jedinci. (b)
Typickd struktura souboru vklddaného do statistického programu. V prvnim sloupci jsou unikatni
identifikatory jedincti, v dalSich unikéatni identifikatory jejich otcti a matek. (c) Vygenerovana pribuzenska
matice. Jednotlivé fadky i sloupce néleZi jedincim 1-14. Na diagonéle jsou jednicky, protoZe jedinec si je
absolutné pribuzny sam se sebou. Pfevzato a upraveno z Wilson et al. (2010).

4.3.3 Pokusny blok 3

Tento blok byl zaméfen na optimalizaci metodiky a vétSinou nebyla potfeba specialni

statistickd analyza. Namérené hodnoty jsem tedy charakterizovala pomoci priméri a

smérodatnych odchylek z technickych opakovani.
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5 Vysledky

5.1 Pokusny blok 1

V ramci pokusného bloku 1 jsem porovnéavala ucinnost primarnich fotosyntetickych procest
analyzovanou pomoci kinetiky rychlé faze krivky indukce fluorescence Chl a pomoci
polarograifckého méreni fotochemické aktivity PS II, PS I nebo celého ETC v suspenzich
izolovanych chloroplastii. Jako materidl mi pritom slouZilo 8 riznych druhti jehli¢nant.

OJIP kiivky jednotlivych druhti jehli¢nani jsou zndzornény na Obr. 22. Na Obr. 23 je sada
grafi vyjadiujici vztah mezi fotochemickymi aktivitami (v prepoctu jak na jednotkové
mnozstvi Chl, tak na jednotku hmotnosti suSiny) a fluorescencnim parametrem Plrorar, ktery
nejvice shrnuje procesy probihajici ve fotosntetickém ETC. Odpovidajici grafy pro ostatni
fluorescencni parametry jsou vzhledem k jejich mnoZstvi uvedeny v priloze 1. Hodnoty
korelacnich koeficientti popisujici korelaci mezi fotochemickymi aktivitami a fluorescenc¢nimi

parametry jsou uvedeny v Tab. 14.

v P. abies
8 | o P.omorika
é 7 & P.glauca
% P. sylvestris
+ P. mugo
o | % P. koraiensis
S A. sibirica
3 T. baccata
o
o
S |
o
—- <
5,
[0]
2
g 8
a 8 7
o »
o
3
o
o
8
o
o
o
o
S |
o
o

L 1 1 A BN A M R B M R A1 I
0,01 0,1 1 10 100 1000

¢as [ms]

Obr. 22: Primérné kiivky indukce fluorescence chlorofylu (OJIP) pro jednotlivé
druhy jehlicnand (n=9 biologickych opakovani). Smérodatné odchylky nejsou
pro vétsi prehlednost grafu zobrazeny. a.j — arbitrarni jednotky.
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Obr. 23: Hodnoty vybraného fluorescen¢niho parametru Pltorar, vynesené proti hodnotdm fotochemickych
aktivit PS II, PS T a celého TFetézce, a to v normalni varianté i ve varianté, kdy bylo pfidano NH,Cl, coz
vedlo k odpraZeni transportu elektronti od fotofosforylace (grafy odpft.). V horni poloviné je fotochemicka
aktivita vztaZena na jednotku hmotnosti chlorofylu (Chl), v dolni na hmotnost suSiny. Jednotlivé druhy jsou
odliSeny barvou a tvarem symbolu, legenda je uvedena u Obr. 22. r.j. — relativni jednotky.
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Tab. 14: Hodnoty Pearsonova korelacniho koeficientu — korelace mezi fotochemickymi aktivitami a
fluorescenc¢nimi indexy. PrestoZe nékteré hodnoty jsou pomérné vysoké (maximum 0,78), po opravé na
mnohonasobné testovani nevysla Zadna hodnota statisticky vyznamné odliSna od nuly.

Aktivita PS1I PSI Cely retézec

VztaZeno Chl Susiny Chl SusSiny Chl SuSiny

na hmotnost

Sprazeno s Ano |Ne Ano |Ne Ano |Ne Ano |Ne Ano |Ne Ano |Ne
fotofosforylaci

V; -0,20| -0,22| -0,15| -0,17| -0,34| -0,36| -0,44| -0,45| 0,12| 0,10| 0,09| 0,06
Vi -0,71| -0,72| -0,38| -0,40| -0,26| -0,23| -0,33| -0,30| 0,39| 0,35| 0,35| 0,31
M, -0,14| -0,17| 0,06, 0,03| -0,58| -0,59| -0,43| -0,44| -0,09| -0,11| 0,01| -0,05
Oro -0,25| -0,23| -0,14| -0,13| 0,48/ 0,52| 0,37, 041 0,37| 0,34| 0,32| 0,29
Oro 0,07| 0,09/ 0,07| 0,09, 043 046/ 047 050 0,05/ 0,05 0,06/ 0,07
Qro 0,66/ 0,68 0,37| 0,40, 0,37 0,35 0,44| 042 -0,32| -0,29| -0,29| -0,25
Ono 0,25/ 0,23| 0,14 0,13| -0,48 -0,52| -0,37| -0,41| -0,37| -0,34| -0,32| -0,29
Uko 0,20/ 0,22 0,15/ 0,17, 0,34 0,36 044| 045 -0,12| -0,10| -0,09| -0,06
Yro 0,71 0,72| 0,38| 0,40, 0,26, 0,23| 0,33| 0,30| -0,39| -0,35| -0,35| -0,31
Sro 0,69/ 0,70/ 0,32/ 0,34, 0,13| 0,09| 0,15| 0,12| -0,39| -0,35| -0,38| -0,34
YRC 0,02/ 0,05/ -0,15| -0,12| 0,65 0,66/ 0,40, 0,42 0,29| 0,28/ 0,15| 0,17
ABS/RC 0,03 0,00/ 0,19/ o0,16| -0,63 -0,65| -0,38| -0,40| -0,31| -0,31| -0,17| -0,20
TPO/RC -0,11| -0,14| 0,15/ 0,12| -0,63| -0,63| -0,35| -0,35| -0,24| -0,25| -0,08| -0,13
ETO0/RC 0,02/ 0,00| 0,23| 0,22| -0,33| -0,31| 0,02| 0,02 -0,35| -0,33| -0,19| -0,20
REO/RC 0,78/ 0,78/ 0,51 0,52 0,00 -0,03| 0,20/ 0,16 -0,51| -0,46| -0,41| -0,37
DI/RC 0,19/ 0,17| 0,21 0,19| -0,55  -0,59| -0,37| -0,40| -0,36| -0,34| -0,25| -0,25
Plags 0,11, 0,14, o,10, 0,13| 0,62 0,65| 0,57| 0,59, 0,27 0,25| 0,25| 0,24
PlroraL 0,49/ 0,51 0,33| 0,36/ 0,60 0,61 0,63| 0,64 -0,08/ -0,08 -0,05| -0,05
5.2 Pokusny blok 2

V ramci pokusného bloku 2 jsem testovala moznost vyuZziti riznych parametra fluorescence
Chl, indext spektralni odrazivosti a obsahti ¢i pomért fotosyntetickych pigmentti stanovenych
po jejich extrakci z jehlic, k analyze wvnitrodruhové variability zapadoCeské populace
P. sylvestris. Zajimalo mne predevsim, zda hodnocené parametry budou vykazovat heritabilitu
(a jak vysokou), a také zda urcité indexy spektralni odrazivosti skutecné dobre odpovidaji
biochemickym/fyziologickym parametrtim, s kterymi jsou v literatufe spojovany.

Kf¥ivky indukce fluorescence OJIP pro obé testované plochy jsou znazornény na Obr. 24. a

spektra reflektance na Obr. 25. Variabilita mezi potomstvy jednotlivych materskych genotypti
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ve vybranych parametrech fluorescence Chl a reflektance je zobrazena na Obr. 26. Obdobné
grafy pro ostatni hodnocené parametry jsou v priloze 3. Na kaZzdém z téchto grafi se
potomstva matefskych genotypt 1iSi svym poradim. Poradi matefskych stromti z hlediska
jednotlivych parametri jsou shrnuta v Tab. 15. Z téchto grafG je patrné, Ze v mnohych
sledocanych parametrech variabilita mezi potomstvy existuje a je ji moZno kvantifikovat.
Heritabilita hodnocenych parametrti je uvedena v Tab. 16.

Dale jsem data z tohoto pokusného bloku vyuzila k porovnani vhodnosti pouZiti riiznych
reflektan¢nich indexti, respektive jejich korelace s dalSimi vybranymi biofyzikalnimi/
biochemickymi parametry. Zvolila jsem jednak obsahy fotosyntetickych pigmenti stanovené
spektrofotometricky a obsah vody, ale také nékolik fluorescenc¢nich parametri, které s obsahy
pigmentd urcitym zptisobem souvisi. Napi. ABS/RC reflektuje velikost svétlosbérnych antén
PS II a DIy/RC popisuje disipaci prebytecné energie. Také jsem zafadila srovnani
performacnich indexti (PIags, PItorar) s reflektacnimi indexy korelujicimi s obsahem vody.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 17-20.
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Obr. 24: Primérné kiivky indukce fluorescence chlorofylu (OJIP) pro dvé testované
plochy (Nepomuk a Skelna Hut’). Smérodatné odchylky jsou vyznaceny svétlejSimi
plochami. a.j. — arbitrarni jednotky.
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Obr. 25: Primérna spektra reflektance jehlic ze dvou testovacich ploch (Nepomuk a Skelnd Hut).
Smérodatné odchylky jsou vyznaceny svétlejSimi plochami. r.j. — relativni jednotky.
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Obr. 26: Variabilita testovanych stromti ve vybraném fluorescencnim parametru Plrorar a reflektan¢nim
indexu REIP-4body. Stromy byly rozdéleny do skupin podle genotypu matky. Zobrazeny jsou priméry a
smérodatné odchylky. Data jsou smichdna z obou testovacich ploch.
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Tab. 15: Poradi potomstev matefskych stromti dle méfenych parametrd. Barevné je odliSeno 5 matefskych
stromu prvnich v poradi v prisluSném parametru (modrd) a 5 poslednich matefskych stromd (Zluta).

M|S2IM|S5 M| M| M|M|S4MMMM|S6 MM/ M/M|M|M|S3IM|M/ MMM MMM

23| 29| |23|23|23|26] |23(23|23|23| (23|23]29(21|26|26| |23|26/29/29|20|23|29|26

65| |98| |51|59|55/67| |58|69|71|53 |75|73/80(02|57|54| |77|56/87|75/02|72/92|59
Chl 11234/ 5|6|7|8|9|10(11|12|13|14/15/16|17(18|19/20|21|22|23|24|25|26|27|28|29
Chl a 11234/ 5|7|/6|8|11|12(10/13|9(15/14/16/17(19|20|22|18|21|25|24(23|26|27|28|29
Chl b 1(2|3|5|4|6|8|12|7|9(13|11|14|10(17|22/18|19|21|16|27|25|15|20|23|26|24/28(29
Kar 1(2|5/3|7|8|4|6(13/11(14{12|9 |18|10(15/21|22|20(19|16|17|27|25|24|28|23/26(29
Chl a/Chl b | 6 (17|20| 9 |24/21|10/12|22|27(15|25| 5 (28| 7 | 4 |19|16|11|26/ 2 | 3 |29/18(13|14|23| 8 | 1
Chl/Kar 4 18| 6 |25/10|15|21|27| 9| 7 |12|14|24| 2 |28/26| 3 | 5 (11|17|29|23| 1 | 8 |116|13|20(19|22
Obsah vody | 7 |26| 8 |18|15|28|27|24| 6 |14/12|19(17|21/23|22| 1 |10/ 5| 4 |16/ 2 | 3|11| 9 |13]29|25|20
\'2 27|25/ 6 |13|15(18/10/ 9 |5(29| 4 [12(24/26|19| 8 |20|11|14|21|16]|1 |2 |17| 7 |22| 3 |28|23
Vi 7125/ 6|23/ 9 |15/12(11| 2 |22| 5| 8 |14/17/18|16(21|10|13|26/28| 1 | 3 |19| 4 |20|24|29|27
M, 4114|2113/ 9 |16/ 3 |10(12(28| 2 |11|22|23|15| 8 |25/19(17|24|18| 1 | 6 |20| 7 |26| 5 [29(27
©ro 26(27[5|16/20(18|22(24/21| 8 |23(19|11| 9 |25|15| 7 |10/17| 4 |12| 6 |28|14|13| 3|29/ 2 | 1
Qro 5110/20(17|15|13|21|24|25| 2 (26/19| 7 | 3 |14|23| 9 |16|18| 8 |11|29|28|12(22|6|27|1 | 4
Qro 2415122|10|21|15/19|20/28| 7 |26|23|16|12|13|14| 8 |18|17| 4 | 3 (29/27|11|25/6 |9 |1 | 2
Opo 413(25/14/10/12/ 8|69 (22| 7|11|19|21|5|15|23|20(13|26|18|24| 2 |16/17|27| 1 |28(29
Yo 3|5 (24(17|15|12|20(21|25/ 1 |26|18| 6 | 4 |11(22|10/19/16| 9 |14|29|28|13|23| 8 |27/ 2 | 7
Yro 23| 5 (24| 7 |21|15|18|19/28| 8 |25/22(16|13|12|14| 9 |20/17| 4 | 2 (29/27|11|26/10/ 6 |1 | 3
Sro 27| 7 (21| 6 |23|14/17|18|28|13|22|24(19|15|12|11| 8 |20/16| 3 | 1 [29(26| 9 |25/10{2 |5 | 4
YRC 29(23| 2 |16|25|15/28(21/12| 7 |26(18| 8 |11|17|24| 5| 9 |14| 6 |13(27|19|10|22|4 |20/ 3 | 1
ABS/RC 1/6|26/14|5 |15/ 3 (1018|234 |12|22|20(13| 7 |25/21|17(24|16| 2 |11|19| 8 |28| 9 |27(29
TPO/RC 1|8128/14/5|15[3 |9 (20|23 4 [11|22(18/13| 6 |25(21|17|24|16{ 2 |12|19| 7 |26/10|27|29
ETO/RC 1/3(29/1414|13/2|11|27|12{5|10|16| 8 | 9| 6 |24|23|19|21|17|15|25|20| 7 |26|22|18|28
REO/RC 3|2 (27|9 |14|16| 8 |20|28/15|17|23|22|13|11| 7 |18|25/21| 6 | 1 [29(26|12|24|19/4 | 5 |10
DI/RC 1(3(26/16| 7 |15/ 4| 8 |14/23|5|11|21|20| 9 |12|24|22/17(25/19|10| 6 |18|13|28| 2 27|29
Plags 24/16| 8 |14|21|15|25(22/19| 4 |26/17|9 | 6 |18|23| 5 |12|13| 7 |10(29|28|11|20| 3 |27/ 1 | 2
Pltorar 26(13(10/11|22(14|24|21/28| 7 |25/20|12| 8 |15/19| 6 |17|18| 3 | 5(29|27| 9 |23/ 4 |16/ 1 | 2
MNDVI8 1/225/3|7|6(4|5|8|9(13/14/11|16/10(21|22(24|17|23|12(20|18|15|28|19|26|29|27
Datt99 1(2(16/5|7[3|6|4|9|8(14/13|12|15|11|19|25/24/18(21|10|23|26|17|27|20|22|29(28
Macc01 1(2|16/5|6[3 |74 9| 8(14/13|12|15|11|20/26(24/19(21|10|23|25|17|27|18|22|29(28
VOG1 1(2(24/4|8[5|6|3|7/10(13|14| 9 |17|11|21|23|20/16(25|15|22|18|12|27|19|26/29(28
REIPderiv |1/2(14/34/5|6|7|9(10(12|13|11|17| 8 |21|29|22|24|15|16|25|18|20|27/23|18/28(26
REIP-4body| 1|2 (20/4 (5|3 |7 6|10| 9 |14|12(11|13| 8 |18]25|26/16|19|15|22|17|21|28|23|24|29|27
M 1/225/48|5|6|3|7|11(14/15/12(17| 9 |22|23|20|16|24|10(18|19|13|26|21|27|29|28
NDVIre 1({2(25/4|9|5|6|3|7|11(13|15/10|20| 8 |21|23|18|16(24|12|19|17|14|26/|22|29/27(28
ROSAVI 1({229/8|7|6/3|5|411(13|16|14|18| 9 |21|25/19/17(24/10|20|15|12|23|22|26/28(27
PSSRa 211|299 17/16|14/10| 8 |18|15|21|13|24| 5 |22|23|11| 7 |27|12| 6 | 3 | 4 |26/19|28|20(25
PSSRb 11229 7(14|17/10| 9 | 3 |18(13|19|12(21| 4 |22|24|16| 8 |27|15|11| 5| 6 |25/20|28|23|26
Clrededge |1/2|25/4|8|5|6|3|7[11/14/15|12|17| 9 |22|23]20|16|24/10(18|19|13|26|21|27|29|28
DattNIR 1({2(26/3(15/7 |84 |611(17|12|9 |18]5 |23/21/19/10(24|14|13|20|16|28/|22|29/25(27
CabCar
TCARI/ 29/28|13|25|18|26(21|27|23|22|17/19/20|16|24|12|10|11|15| 8 |14/9 (5|73 |64 | 1|2
OSAVI
SR550/570 |4 |9 (29/13(17|24|16|14| 8 |19/10|18|15(26| 5(22|23| 6 |3 |27|21| 7 |1 | 2 |25|11|28|12|20
SR540/570 |2 [11|29/12|16|22|15|13| 8 |19| 9 |18|17|26|5|24|25| 6 | 4 |27|21| 7 | 1 | 3|23|10|28/14|20
SR550/560 |23(19(28|13|14|24|25| 8 | 7 |116|10|17(12|27|11|22(20| 5|3 |26/21|4 |1 |2 |18/ 6|29| 9 |15
SR530/570 |2 18(28(13(12|21|17|14| 7 |16| 8 |15/20(24| 6 |26|27|10{ 4 |23|25|5 |1 | 3 |19| 9 |29|11|22
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Tab. 15 — Pokracovani.

M|S2 M|SS MMM M|S4 MMM M|S6 MMM MMM SSMMMMMMMM

23| |29 |23|23|23|26| |23|23|23|23| |23|23|29|21|26|26| |23|26|29|29|20\23|29|26

65| |98| |51|59|55|67| |58|69|71|53 |75|73/80|02|57|54| |77|56|87|75/02|72/92|59
SR540/560 | 8 |20|28|16| 9 |24|22| 7 | 6 |{15/10|14|18/25/13|27|21|/12| 1 |19/26{4 | 3 | 2 |11| 5 |29|17|23
PSRI 8116/ 1|15/ 6|4 |11/13/22| 7|19|10|20| 5 |23|14|21|26|27| 3 |18|25|29|28| 9 |17| 2 |24|12
PRI 28|12| 2 /17|19| 9 |13|16|23|14|22|15|10| 6 |24| 4 | 3 |20|26| 7 | 5 |25|29|27|11|21| 1 |18| 8
SR515/560 |10(23| 1 (17| 6|7 |11|12/19/5 |15 9 |21| 8 |26/16|20|25|27| 2 |13|24|28|29| 4 |14| 3 22|18
PRIm1 12|22/1 16| 8 | 6 |11|14/20| 5 (18| 9 |21| 7 |24|13|17|25|26| 3 {10|27|29|28| 4 |19| 2 23|15
CRI/500 211|29| 8 |24/16|14/12| 9 |20|13|17|10|23| 3 |22|15/11| 4 |26/18| 7 | 5| 6 [27|21|28|19|25
CRI/700 311 29| 9|22|16/15/13] 2 |19|12|14/10|17] 4 |23|20|11| 5 |27|18| 8 | 7 | 6 |26|24|28|21|25
NDWI 29|27\25/17|16|20|28|24/19|14| 9 |23]|22|21|26/18|13|15/ 6 |4 |5 (12| 2|1 8|10/ 7 |11| 3
NDVI 11229 6|17|16/10| 7 | 4|19|15/18|11|23| 3 |20|22|14| 9 |26|13|12| 5 | 8 |27|21|28|24|25
AI970 11{12/14] 9 |28|21|26|15|27(17|23| 7 | 8 [16/19|18| 1| 2 | 4 | 3 |24| 5 |25|20(22| 6 |29|13|10
MDWI 1121|29|15|19|27|14|24|12|25/16|23|13|26/10/18/4 | 5|3 |89 |7 |2 | 6|20/11|28/17|22
WI 29|27|28/15|13|26|22|24/10/14|23|18|20/21|25/19|5|17/6 |7 |4 2|3 |1|11)9|16/12| 8
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Tab. 16: Hodnoty heritability (koeficientu dédivosti) rGznych méfenych parametri vypocitané pro
jednotlivé pokusné plochy.

Obsahy fotos. pigmenti a vody v jehlicich

Indexy spektralni odrazivosti

Parametr Skelna Hut’ | Nepomuk Parametr Skelna Hut’ | Nepomuk
Chlorofyl (Chl) 0,0122 0,0572 MNDVI8 0,3309 0,2134
Chla 0,0140 0,0728 Datt99 0,2201 0,1455
Chl b 0,0406 0,0335 Macc01 0,2189 0,1404
Karotenoidy (Kar) 0,0939 0,1016 VOG1 0,3615 0,1016
Pomér Chl a/Chl b 0,3074 0,1172 REIPderiv 0,2390 0,1643
Pomeér Chl/Kar 0,4429 0,2358 REIP-4body 0,2391 0,2066
Voda (g/g) 0,1712 0,0453 M 0,3761 0,1082
NDVIre 0,4102 0,0752
Parametry fluorescence Chl ROSAVI 0,3199 0,0645
Parametr Skelna Hut’ | Nepomuk PSSRa 0,4531 0,0004
V; 0,0492 0,2669 PSSRb 0,5279 0,0004
Vi 0,1897 0,1713 Clred edge 0,3761 0,1082
M, 0,0954 0,3258 DattNIR CabCar 0,6353 0,0909
@ro 0,0233 0,1278 TCARI/OSAVI 0,3132 0,0535
Qro 0,0343 0,2513 SR550/570 0,2604 0,0001
Oro 0,1630 0,1631 SR540/570 0,2255 0,0001
(o 0,0233 0,1278 SR550/560 0,3376 0,0212
o 0,0492 0,2669 SR530/570 0,1596 0,0579
Uro 0,1897 0,1713 SR540/560 0,2240 0,1383
Sro 0,2370 0,1561 PSRI 0,1465 0,0003
YRC 0,2009 0,2918 PRI 0,1583 0,0583
ABS/RC 0,1624 0,2856 SR515/560 0,2223 0,0435
TPO/RC 0,2000 0,3175 PRIm1 0,2197 0,0185
ETO0/RC 0,3171 0,1006 CRI 500 0,5160 0,0159
REO/RC 0,3161 0,1706 CRI 700 0,4383 0,0004
DIy/RC 0,0676 0,1909 NDWI 0,4137 0,1392
Plags 0,1079 0,2532 NDVI 0,4723 0,0004
PlroraL 0,1604 0,1464 AI970 0,5982 0,0712
MDWI 0,2218 0,0335
WI 0,2789 0,1335
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Tab. 17: Korelace skupiny reflektan¢nich indexti, které by podle literatury mély korelovat s obsahem
chlorofylu stanovenym spektrofotometricky po jejich extraxi z jehlic. Data z obou testovacich ploch jsou
zde smichédna. Uvedeny jsou hodnoty Pearsonova korelacniho koeficientu. VSechny hodnoty byly
statisticky vyznamné odliSné od nuly (hladina vyznamnosti byla opravena proti mnohonasobnému testovani
v ramci této tabulky).

N 2] I~}
o © 8 S o < e = a0z
| © g =7 & = Dé B F| 2|¥5 =&
Chl 10,676/0,702 0,701 | 0,672 0,727 | 0,643 0,683 | 0,676 | 0,662 | 0,309 | 0,485 | 0,683 | 0,657 | -0,722
Chl a |0,675 | 0,700 | 0,699 0,670 | 0,726 | 0,643 | 0,679 | 0,673 | 0,657 | 0,309 | 0,479 | 0,679 | 0,651 -0,719
Chl b 0,652 | 0,680 | 0,680 | 0,653 0,702 0,621 | 0,665 | 0,658 | 0,648 | 0,297 | 0,483 | 0,665 | 0,648 |-0,703

Tabulka 18: Korelace skupiny reflektancnich indext, které by podle literatury mély korelovat s pomérem
obsahu karotenoidti (Kar) a chlorofylu (Chl), s obsahem nebo pomérem fotosyntetickych pigmentt,
urcenym na zakladé spektrofotometrického stanoveni po jejich extrakci z jehlic, a s dvéma vybranymi
parametry fluorescence Chl. Data z obou testovacich ploch jsou zde smichana. Uvedeny jsou hodnoty
Pearsonova korelacniho koeficientu. Hodnoty statisticky vyznamné odliSné od nuly jsou zvyraznény
(hladina vyznamnosti byla opravena proti mnohondsobnému testovani v ramci této tabulky).

SR550/570 |SR540/570 |SR550/560 |SR530/570 |SR540/560 |PSRI PRI
Chl/Kar 0,023 0,070 0,044 0,142 0,152 0,101 -0,142
Kar 0,075 0,126 -0,101 0,108 0,046 0,177 -0,107
Chl 0,077 0,141 -0,091 0,147 0,090 0,208 -0,146
ABS/RC 0,153 0,180 -0,100 0,086 -0,019 0,002 -0,086
DIy/RC 0,153 0,180 -0,108 0,078 -0,025 0,010 -0,078

Tabulka 19: Korelace skupiny reflektanc¢nich index,

které by podle literatury mély korelovat s obsahem

karotenoidi (Kar) stanovenym spektrofotometricky po extraxi z jehlic a s dvéma vybranymi parametry
fluorescence chlorofylu. Data z obou testovacich ploch jsou zde smichana. Uvedeny jsou hodnoty
Pearsonova korelacniho koeficientu. Hodnoty statisticky vyznamné odliSné od nuly jsou zvyraznény

(hladina vyznamnosti byla opravena proti mnohondsobnému testovani v rdmci této tabulky).

SR515/560 PRIm1 CRI 500 CRI 700
Kar 0,068 0,083 0,334 0,382
ABS/RC -0,111 -0,089 0,255 0,321
DIy/RC -0,108 -0,081 0,288 0,362

Tabulka 20: Korelace skupiny reflektanc¢nich indexd, které by podle literatury mély korelovat s vodnim
potencidlem nebo relativnim obsahem vody, s gravimetricky stanovenym obsahem vody v jehlicich a
dvéma vybranymi parametry fluorescence chlorofylu. Data z obou testovacich ploch jsou zde smichana.
Uvedeny jsou hodnoty Pearsonova korelacniho koeficientu. Hodnoty statisticky vyznamné odliSné od nuly
jsou zvyraznény (hladina vyznamnosti byla opravena proti mnohonasobnému testovani v ramci této
tabulky).

NDWI NDVI AI970 MDWI Wil

Voda (g/g) 0,215 -0,094 0,111 0,239 0,288
Plags 0,333 -0,254 0,163 0,075 0,310
Plroras 0,252 -0,206 0,098 -0,013 0,181
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5.3 Pokusny blok 3

Ve treti casti diplomové prace jsem zavadéla a optimalizovala metodu inhibice OEC a
spektrofotometrického méfeni aktivity PS II v takto modifikovanych chloroplastech. ProtoZe
tato metoda u nas v laboratofi predtim nikdy nebyla zkouSena a protoZe vétSina studii, které
jsem v literatufe na toto téma nasla, byla provadéna na lupenitych listech, pracovala jsem i ja
zpocatku s rostlinnym materidlem jinym neZ jehlinany a aZ po konecné optimalizaci jsem
tuto metodu vyzkousSela na druhu P. abies.

V prvni casti tohoto pokusného bloku jsem se pokusila inhibovat OEC po vzoru praci
Vernon et Shaw (1969) (suspenze chloroplastl izolovanych z listi Spinacia oleracea L.
inkubovéna s 0,2 M Tris po dobu 5 min za pokojové teploty) a Castelo-Branco et al. (2008)
(totéZ s pouzitim 0,8 M Tris, 30 min v 4 °C). V prvnim pokusu jsem inkubovala suspenzi
izolovanych chloroplastti po rtiznou dobu s riizné koncentrovanym roztokem Tris. Produkci
kysliku jsem méfila pomoci Clarkovy elektrody. Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny na

Obr. 27.

15
|

M kontrola
[ 0,2 M Tris
M 0,8 M Tris

10

Produkce O, [mmol/s/kg(Chl)]

. "

0 5 10 15 30

Doba inkubace s Tris [min]

Obr. 27: Hodnoty fotochemické aktivity PS II (spraZzené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy
elektrody v suspenzi chloroplastt izolovanych z listd Phaseolus vulgaris, kterd byla pfed méfenim
inkubovana (pokojova teplota) po urcitou dobu s roztoky Tris v poméru 1:5. Po zvolené dobé jsem do
méfici komirky dala celou smés suspenze chloroplastii s Tris. Jako kontrola slouZil vzorek izolovanych
chloroplastd, ktery nebyl inkubovan s Tris. Uvedeny jsou priméry a smérodatné odchylky z technickych
opakovani (n=2).

Pro nésledujici pokusy jsem se na zékladé téchto vysledki rozhodla pouzivat 0,8 M Tris.
V druhém pokusu jsem otestovala, jaky ma teplota pfi inkubaci s Tris (a také bez Tris) vliv

na fotochemickou aktivitu chloroplastii. Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny na Obr. 28.
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Obr. 28: Hodnoty fotochemické aktivity PS II (spraZené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy
elektrody v suspenzi chloroplastti izolovanych z listi Phaseolus vulgaris, kterd byla pfed méfenim
inkubovéana s 0,8 M Tris bud’ ve 4 °C nebo v pokojové teploté v poméru 1:5. V pokusu byl analyzovan
i vliv inkubace chloroplastii bez Tris, pouze s pouZitym méficim mediem PS II — A (Tab. 10) v poméru 1:5
v pokojové teploté (2. sloupec). Po zvolené dobé jsem do méfici komurky dala celou smés suspenze
chloroplastt s Tris nebo méficim médiem. Jako kontrola slouzil vzorek chloroplastli bez jakékoli inkubace.
Uvedeny jsou priméry a smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).

Na zdakladé vysledkli tohoto pokusu jsem pro nasledujici pokusy zvolila inkubace
v pokojové teploté. V dalSim pokusu jsem pro méfeni aktivity PS II vyzkousSela alternativni
sorbitolové médium o sloZeni 100 mM sorbitol, 5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM KCN, 15
mM Tricin (Castelo-Branco et al. 2008). Vysledky jsou uvedeny na Obr. 29.

o _
[V}

[ méfici medium PS 11 - A
M alt. sorbitolové medium

Produkce O, [mmol/s/kg(Chl)]
10

30 min
kontrola bez Tris 30 min Tris

Obr. 29: Hodnoty fotochemické aktivity PS II (spfazené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy
elektrody v suspenzi chloroplastti izolovanych z listh Hordeum vulgare, kterd byla pfed méfenim
inkubovana v pokojové teploté s 0,8 M Tris v poméru 1:5. Zafazena i kontrola vlivu inkubace s pouZzitym
méficim médiem v poméru 1:5 v pokojové teploté (3. a 4. sloupec). Po zvolené dobé jsem do méfici
komtirky dala celou smés suspenze chloroplastti s Tris nebo méficim médiem. Jako kontrola slouZil vzorek
chloroplasti bez jakékoli inkubace. Uvedeny jsou priméry a smérodatné odchylky z technickych
opakovani (n=2).
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Na zakladé vysledki tohoto pokusu jsem zavrhla pouZiti vySe zminéného alternativniho
media, protoZe kontrolni vzorek suspenze chloroplastii v ném vykazoval nizsi fotochemickou
aktivitu. Po vySe uvedenych pokusech jsem pristoupila k testovani toho, zda inhibici OEC
pomoci Tris bude moZné detekovat i spektrofotometricky pomoci sledovani redukce DCPIP.

Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny na Obr. 30.

o
L —— kontrola

(472,0 umol/s/g(Chl))
---- bez Tris 4°C
(436,0 pmol/s/g(Chl))
— Tris4°C
(438,1 pmol/s/g(Chl))
---- bez Tris teplo
(528,0 pmol/s/g(Chl))
Tris teplo
(422,3 pmol/s/g(Chl))

100
1

Koncentrace ox. DCPIP [uM]

0 20 40 60 80 100 120

Cas [s]

Obr. 30: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na Case pro vzorky izolovanych chloroplastt
z Phaseolus vulgaris, které byly predem inkubovany 30 min s Tris v poméru 1:5 v pokojové teploté (teplo)
nebo 4 °C. Jako kontrola byl pouZit vzorek bez jakékoli inkubace. V zavorkach jsou uvedeny odhady
fotochemické aktivity ziskané ze smérnice linedrni regrese prvnich 20 s. Znazornény jsou prameéry
z tehnickych opakovani (n=2)

Z vysledkid tohoto pokusu je ziejmé, Ze inhibice pomoci Tris pfi pouZziti této metody
méreni nebyla uspésna. Rychlost redukce DCPIP se mezi vzorky v podstaté neliSila. Rozhodla
jsem se tedy vyzkouSet jednak vySsi koncentraci Tris (1 M), jednak prodlouZit dobu inkubace
na 60 min a zvysit pomér chloroplastové suspenze:Tris (kromé 1:5 i 1:10). Aktivitu PS II jsem

meéfrila jak polarograficky, tak spektrofotometricky. Vysledky uvadi Obr. 31.
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- 30min08M 155 (68,6 ymolisigichyy  OPL- 31t Vlevo: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na case pro

—— 30min 0,8M 1:10 (178,3 umolis/g(Chl)) vzorky izolovanych chloroplasti z Phaseolus vulgaris, které byly

---- 30min 1M 1:5 (120,6 umol/s/g(Chl)) & : < . . .
— 30min 1M 140 (120.3 pmolis/g(Chi) pfedem inkubovény 30 min nebo 60 min s 0,8 M nebo 1 M Tris v

60min 0,8M 1:5 (179,2 umolis/g(Chl)) pomeéru suspenze chloroplastl:Tris 1:5 nebo 1:10 v pokojové teploté.

60min 0,8M 1:10 (43,3 umol/s/g(Chl)) o R . .
s0min 1M 1:5 (83,0 mol/s/g(Chi) Jako kontrola byl pouZit vzorek bez jakékoli inkubace. V zavorkach

60min 1M 1:10 (157,3 pmol/sig(Chl)) jsou uvedeny odhady fotochemické aktivity ziskané ze smérnice
linedrni regrese prvnich 20 s. Znazornény jsou prameéry z technickych
opakovani (n=2). Vpravo: Hodnoty fotochemické aktivity PS II
(sprazené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy elektrody u
stejnych vzork(i suspenze chloroplasti. Uvedeny jsou praméry
smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).

Polarografické méteni ukazalo, Ze pri pouZiti poméru suspenze chloroplasti:Tris 1:10 je
inhibice vyrazné€jSi neZ u poméru 1:5, a Ze prodlouZeni doby inkubace také dale sniZuje
aktivitu PS II. Zaroven ukéazalo, Ze vliv 0,8 M a 1 M Tris je obdobny. Spektrofotometrické
meéreni v tomto pripadé poskytlo ponékud nesourodé vysledky, nejniZzsi hodnotu smeérnice
regresni primky vyjadfujici rychlost redukce DCPIP jsem vSak ziskala také u vzorku, kde byla
pouzita 60 min inkubace s 0,8 M Tris v poméru suspenze chloroplastii:Tris 1:10. Tuto variantu
jsem tedy zvolila pro vSechny nasledujici pokusy. Zaroven jsem preSla na nizsi koncentraci
DCPIP (50 pM), protoZe s koncentraci 100 pM byla smés na zacatku meéfeni velice tmava a
absorbance byla téZko méfitelna.

ProtoZe zvoleny postup sice vyrazné sniZil rychlost redukce DCPIP, ale stale jeSté ji
neinhiboval dplné, rozhodla jsem se dobu inkubace s Tris prodlouZit jeSté o dalSich 30 min,
abych zjistila, jak prodlouZeni doby pobytu vzorku v pokojové teploté ovlivni jeho
fotochemickou aktivitu. Méfila jsem kromé vzorkt inkubovanych s Tris i vzorky ponechané
prisluSnou dobu v pokojové teploté bez pridani dalSich sloZek. Abych vyloucila moZnost, Ze

by DCPIP byl redukovan jinymi chemickymi sloZzkami suspenze chloroplasti neZ pigment-
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proteinovymi komplexy ETC, vystavila jsem cast vzorkli pred méfenim vysoké teploté
(95 °C, 5 min). Vysledky znazortiuje Obr. 32.
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53 2 fJ, 9 W teplo
o (=)} .
T % B Tris
8 s 8-

o
. - £
5 =
8 o wn _|
8 -
5 87 g
2 3 2+
S <)
x o

o _|

= o 4

o
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 kont.  omin 60min 90min

95°C
Cas [s]

2‘;:2"9'2o(ésfgf,gﬂr‘ﬂﬁjﬁg};@%» Obr. 32: Vlevo: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na case pro

60min teplo (253,1 umol/s/g(Chl)) vzorky izolovanych chloroplastii z Phaseolus vulgaris, které byly pfedem

Somn gslo(?gé%’%mpor:z/,%g?gzﬂ)) inkubovédny 60 min nebo 90 min s 0,8 M Tris v poméru suspenze

90min Tris (18,2 umolisig(Chl))  chloroplastt: Tris 1:10 v pokojové teploté. Jako kontrola byl pouzit vzorek
bez jakékoli inkubace. V zavorkach jsou uvedeny odhady fotochemické
aktivity ziskané ze smérnice linedrni regrese prvnich 20 s. Znazornény
jsou priméry z technickych opakovani (n=2). Vpravo: Hodnoty
fotochemické aktivity PS II (spraZené s fotofosforylaci) mérené pomoci
Clarkovy elektrody u stejnych vzorkl suspenze chloroplasti. Uvedeny
jsou pruméry a smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).

Zatimco spektrofotometrické meéfeni neukazalo vliv doby pobytu vzorku (bez Tris)
v pokojové teploté, kdyZ byla aktivita PS II méfena polarograficky, pozorovala jsem urcity
pokles jejich hodnot s prodlouzZenim doby, po kterou byl vzorek ponechan v pokojové teploté.
Co se tyCe inhibice pomoci Tris, o néco vétsi byla tehdy, kdyZ byl vzorek inkubovan s Tris
delSi dobu, ale rozdil nebyl aZ tak vyrazny (a to i ve srovnani se vzorkem znicenym 5 min
zahtatim na 95 °C).

V nésledujicim pokusu jsem se rozhodla vyzkouSet modifikovany postup popsany v Garza-
Ortiz et al. (2004) a inkubaci vzorku v Tris zkombinovat s centrifugaci a naslednou
resuspendaci. ProtoZe Yamashita et al. (1971) a Drechsler et Neumann (1982) uvadéji, Ze
pridani FeCy ma také inhibicni vliv, otestovala jsem i tuto moZnost. VyzkouSela jsem také
inhibici OEC kratkym teplotnim Sokem 2,5 min 50 °C podle Dean et Pocock (2004). Popis
variant postupil inkubaci a centrifugaci a vysledky tohoto pokusu jsou na Obr. 33. VSechny

centrifugace jsem provadéla pri pokojové teploté.
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 2bmin50°C (360.9 prolislg(Ch) Obr. 33: Vlevo: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na case

60min A (23,1 umol/s/g(Chl)) pro vzorky izolovanych chloroplasti z Phaseolus vulgaris, které byly

60min B (63,7 umol/s/g(Chl)) S 3 1 4 3 5. _ °
— GominC (1312 mmolisaiChl) pripraveny jednim z nekghka postlvlpu. A — Suspenze Chloroeplas.tu byla

60min D (60,5 pmol/s/g(Chl)) inkubovéana s 0,8 M Tris v poméru suspenze chloroplasti:Tris 1:10
— 60min E (5,35 umol/s/g(Chi) v pokojové teploté 60/90 min a poté centrifugovana po 2 min na 5000x
—— 60min F (98,1 pmol/s/g(Chl)) , . L 2 « . .
---- 90min A (34,6 umol/s/g(Chl)) g. Pelet byl resuspendovan v malém mnoZstvi resuspendacniho media.

90min B (158,0 umol/s/g(Chl)) B — Suspenze chloroplastd byla inkubovéana s Tris (jako A). Po 10 min
---- 90min C (60,8 umol/s/g(Chl)) . « . . . .

90min D (38,4 umol/sig(Chl)) inkubace byla smés centrifugovana po 2 min pifi 5000x g a
-=== 90min E (120,4 umol/s/g(Chl)) resuspendovana v pivodnim mnoZstvi Tris. Inkubace byla dokoncena

---- 90min F (34,0 pmol/s/g(Chl 0w . . . . . ]
(340 pmolisig(Chi) do celkového ¢asu 60/90 min a nasledovana centrifugaci a resuspendaci

jako u (A). C — Suspenze chloroplastti byla inkubovéana s Tris (jako A).
Po 15 min inkubace byla smés centrifugovana po 10 min pii 1000x g a resuspendovana v puvodnim
mnoZstvi Tris. Inkubace byla dokoncena do celkového casu 60/90 min jako u (A). D — Suspenze
chloroplastd byla inkubovana s Tris (jako A). Kazdych 15 min inkubace byla smés centrifugovana po 10
min pfi 1000x g a resuspendovéna v ptivodnim mnozstvi Tris. E — jako A. Do inkubacni smési bylo pfidano
malé mnoZstvi zasobniho roztoku (FeCy) takZe vyslednd koncentrace byla 0,5 mM. F — jako D. Misto
roztoku Tris bylo pouZito méfici medium s pridavkem FeCy. Jako kontrola byl pouZit vzorek bez jakékoli
inkubace. Zatazen byl také vzorek, ktery byl vystaven tésné pred mérenim teplotnimu Soku 2,5 min pfi 50
°C. V zavorkach jsou uvedeny odhady fotochemické aktivity ziskané ze smérnice linedrni regrese prvnich
20 s. Znazornény jsou primeéry z technickych opakovani (n=2) Vpravo: Hodnoty fotochemické aktivity PS
IT (sprazené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy elektrody u stejnych vzorki suspenze chloroplastti.
Uvedeny jsou praméry a smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).

Z vysledki méfeni produkce kysliku Clarkovou elektrodou lze povazovat vsechny
varianty, kde byla pouZita inkubace s Tris (A, B, C, D, E) za nulové a proto jsem se pro
posouzeni jejich ucinnosti zaméfila na vysledky spektrofotometrickych méreni, ze kterych
vychazi ale varianta E jako nejlepsi. Centrifugace a resuspendace nemély velky vliv
na efektivitu inhibice. Také rozdil mezi inkubaci 60 min a 90 min se nezdal vyrazny.
Smeérnice regresni primky pro prvnich 20 s u varianty 90 min E je pravdépodobné ovlivnéna
nahodnym skokem v bodé 20 s, jak je vidét z nasledného casového pribéhu grafu. Teplotni
Sok nemél rozeznatelny inhibi¢ni vliv. Dale jsem tedy pracovala s FeCy, i kdyZ jsem pro

jistotu vZdy zkouSela inkubaci i bez FeCy, a pouZivala jsem délku inkubacie 60 min.
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Abych si ovéfla, jestli by inhibici OEC pomoci Tris a FeCy nemohlo hrat roli uchovavani
vzorku v médiu bez glycerolu (resuspendac¢ni medium A pro izolaci chloroplastt z lupenitych
listti obsahuje 40 % (v/v) glycerol) provedla jsem nasledujici pokus: Béhem piipravy vzorku
izolovanych chloroplasti jsem pelet =ziskany centrifugaci resuspendovala bud
v resuspendacnim mediu A, nebo v méficim médiu ,cely fetézec”. Vzorky jsem poté
inkubovala 60 min pfi pokojové teploté s Tris nebo v méficim mediu ,cely fetézec” a

do inkubacni smési jsem v poloviné pfipadu pridala FeCy. Vysledky uvadi Obr. 34.

i = RMA

8 @ MMCR

i; 2 § %/
: / |
g ° 5 % %//
< _ . o £ % %
0 20 40 60 80 100 120 kont. bez Tris bféeg;s Tris +;2§)y
Cas [s]
_ [IMA kontrola (2232 pmol/s/g(Ghl)) Obr. 34: Vlevo: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP

---- MMCR kontrola (195,9 umol/s/g(Chl)) . X , . .
RMA bez Tris (201,1 pmol/s/g(Chl)) na Case pro vzorky izolovanych chloroplastt z Phaseolus vulgaris.

- wfEff%?;ﬁéé@g’(%él?ﬂﬁfﬁfgg?g:m)) Pfi pripravé vzorkl byl pelet resuspendovan v resuspendacnim

-—-- MMCR bez Tris+FeCy (64,8 umolisigchly) médiu A (vzorky oznaCeny RMA) nebo méficim médiu ,,cely

— amg;”ﬁis?&i“ﬁ(‘)’lz%%‘rﬂ;) fetézec“ (vzorky oznaceny MMCR). Suspenze chloroplastd byla
—— RMA Tris+FeCy (19,1 umol/s/g(Chl)) poté inkubovana 60 min v pokojové teploté s 0,8 M Tris nebo
=" MMCR Tris+FeCy (8,0 umol/s/g(Chl)) méficim mediem ,,cely Fetézec* (bez Tris). K inkuba¢ni smési bylo

v nékterych pfipadech priddno malé mnozstvi zadsobniho roztoku
FeCy, takZe vysledna koncentrace byla 0,5 mM. Jako kontroly byly pouZity vzorky bez jakékoli inkubace.
V zéavorkach jsou uvedeny odhady fotochemické aktivity ziskané ze smérnice linearni regrese prvnich 20 s.
Znazornény jsou priméry z technickych opakovani (n=2). Vpravo: Hodnoty fotochemické aktivity PS II
(sprazené s fotofosforylaci) mérené pomoci Clarkovy elektrody u stejnych vzorkt suspenze chloroplastti.
Uvedeny jsou praméry a smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).

Typ média, v némzZ byly chloroplasty uchovavany, nehral Zadnou vyraznou roli. Pokus také
ukazal, Ze samotné pridani FeCy k inhibici OEC nestaci, je nutna inkubace s 0,8 M Tris.
Nejlepsi vysledky opét poskytla kombinace Tris a FeCy, prekvapivé vSak v tomto pripadé
u polarografickych méreni nebyla aktivita vzorki pfimo nulova.

V literatufe (King-Diaz et al. 2006) jsem také nasla, Ze néktefi autofi vzorky izolovanych
chloroplastti pfed kazdym experimentem vystavili pisobeni lytického media o slozeni 100

mM sorbitol, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,5 mM KCN a 30 mM tricin-KOH (pH 8,0), ¢imZ
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doslo k uvolnéni tylakoidl. V nasledujicim pokusu jsem se rozhodla ovérit hypotézu, Ze Tris
nemuze dostateCné Gcinné pusobit na celé izolované chloroplasty, a 1épe ptisobi na tylakoidy
uvolnéné lytickym mediem. VyzkouSela jsem pred inkubaci s Tris (resp. Tris+FeCy) zaradit
5min inkubaci s vySe uvedenym lytickym médiem v poméru suspenze chloroplastt:lytické
médium 1:10. Po 5 minutach jsem ke smési pridala 10 dili 1,6 M Tris (vzorek oznacen LTC)
a pripadné i malé mnoZstvi FeCy (LTFC). Také jsem vyzkouSela samotny vliv inkubace
s lytickym mediem na aktivitu PS II a to po dobu 5 min (L a LC) a 60 min (L60 a L60C).
Z praktickych diivodt jsem vétSinu 60 min inkubaci ukoncila centrifugaci 2 min pti 5000x g a
resupendaci peletu v malém mnoZstvi resuspendacniho media A, a takto pripravené vzorky
(LC, L60C, TC, LTC, TFC, LTFC) jsem uloZila v 4 °C. Vzorky L a L60 jsem na konci
inkubace necentrifugovala, ale smés lytického media a chloroplastii jsem ihned pouzila

k méreni. Vysledky jsou znazornény na Obr. 35.
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— ontrola (243,9 umoisigchy)  ObT- 35t Vlevo: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na Case pro

L (226,3 pmol/s/g(Ch)) vzorky izolovanych chloroplastli ze Spinacia oleracea L., L60 — Suspenze
< (ffgs‘%“:::gl%?é%'])l))) chloroplastii inkubovana 5 nebo 60 min s lytickym mediem v poméru 1:10.

---- L60C (238,2 pmol/s/g(Chl)) Smés byla po inkubaci pfimo vloZena do kyvety. LC, L60C — jako L a L60,

o [?C(%&“mgf/gé%m)) ale smés byla po inkubaci centrifugovdna 2 min pfi 5000x g a

~~~~~~~~ TFC (4,9 umol/s/g(Chl)) resuspendovana v malém mnoZstvi resuspendacniho media A. TC — Suspenze

"o LTFC (41,6 umolis/g(Chl) — choroplasti byla inkubovana 60 min s 0,8 M Tris (pH 8,0) v poméru 1:10. Po
inkubaci byla smés centrifugovana a resuspendovana jako u LC. LTC - Suspenze chloroplastti byla
inkubovéna 5 min s lytickym mediem v poméru 1:10. Po 5 minutach bylo pfidano 10 dilt 1,6 M Tris (pH
8,0) a smés byla inkubovéana 60 min. Po inkubaci byla smés centrifugovana a resuspendovéna jako u LC.
TFC, LTFC — jako TC a LTC, ale soucasné s pridanim Tris pfiddno malé mnoZstvi zasobniho roztoku
FeCy, takZe vysledna koncentrace byla 0,5 mM. Jako kontrola byl pouZit vzorek bez jakékoli inkubace.
V zéavorkach jsou uvedeny odhady fotochemické aktivity ziskané ze smérnice linearni regrese prvnich 20 s.
Znazornény jsou primeéry z technickych opakovani (n=2). Vpravo: Hodnoty fotochemické aktivity PS II
(spfazené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy elektrody u stejnych vzorkt suspenze chloroplasti.
Uvedeny jsou priméry a smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).
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Vyplynulo z nich, Ze ptisobeni lytického media samo o sobé snizZuje aktivitu PS II jen
mirné, v kombinaci s Tris a FeCy ale k inhibici OEC pfispiva. Tento postup jsem se tedy
rozhodla povaZovat za dostatecny a doporucit jej pro pfipravu vzorki s inhibovanym OEC.

V nasledujicim pokusu jsem se jiZ rozhodla uvedeny postup vyzkouSet nejen na
chloroplastech izolovanych z lupenitych listi (vzorky L) ale i z jehlic (vzorky J). Méfila jsem
aktivitu PS II (polarograficky i spektrofotometricky) v kontrolnich vzorcich a ve vzorcich
s OEC inhibovanym vySe uvedenym postupem (po izolaci ke vzorku pridano lytické medium
v poméru 1:10 a ponechano 5 min v pokojové teploté, pridan Tris a FeCy tak, Ze vysledny
pomér chloproplastové suspenze:roztok byl 1:20 a vysledna koncentrace FeCy 5 mM a Tris
0,8 M, ponechdno v pokojové teploté a poté centrifugovano pii 5000x g 2 min a
resuspendovano v resuspendacnim mediu A (vzorky L) nebo B (vzorky J)). Zaroven jsem pri
méfeni k témto Ctyfem variantdm vzorki jiz zkusila pfidat DPC (vysledna koncentrace) a
protoZe se DPC nerozpousti ani ve vodé, ani v etanolu, ale v metanolu, pridala jsem pro
jistotu ke vzorktim i Cisty metanol. DPC v roztoku samovolné redukuje DCPIP, proto jsem
mezi spektrofotometrickd méfeni zahrnula i pribéh redukce DCPIP v kyveté neobsahujici
zadné chloroplasty. Vysledky jsou znazornény na Obr. 36.

Podle ocekavani pfi polarografickych méfenich vzorky s inhibovanym OEC
neprodukovaly kyslik a pfi spektrofotometrickych méfenich nedochéazelo k redukci DCPIP.
Redukci DCPIP umoZnilo pfidani DPC, pridani cistého metanolu nikoli. Zajimavé bylo, Ze
u chloroplastti izolovanych z jehlic DPC umoznil obnoveni aktivity PS II pfiblizné
na polovinu ptivodnich hodnot, zatimco u chloroplastii izolovanych z lupenitych listd pouze
na cca tretinu (spektrofotometrické méreni). DalSi zajimavosti byla spotfeba kysliku
pozorovana pri polarografickém meéreni u vzorki s inhibovanym OEC po pfidani DPC nebo

Cistého metanolu.

V kaZdém pripadé jsem mohla konstatovat, Ze mnou vypracovany postup inhibice OEC
u izolovanych chloroplastt skutecné funguje, lze ho aplikovat jak na rostliny s lupenitymi
listy, tak na jehlicnany a vyuZit k srovnani aktivity PS II mezi vzorky s inhibovanym
OEC/normalnimi vzorky na zakladé spektrofotometrickych méreni rychlosti redukce DCPIP a
za pouziti DPC jako umélého donoru elektronii.V kazdém pripadé jsem mohla konstatovat, Ze
mnou vypracovany postup inhibice OEC u izolovanych chloroplastti skutecné funguje, lze ho

aplikovat jak na rostliny s lupenitymi listy, tak na jehlicnany a vyuZit k srovnani aktivity PS II
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mezi vzorky s inhibovanym OEC/normalnimi vzorky na zakladé spektrofotometrickych

méteni rychlosti redukce DCPIP a za pouziti DPC jako umélého donoru elektronti.
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Obr. 36: Vlevo: Zavislost koncentrace oxidovaného DCPIP na Case pro
vzorky izolovanych chloroplasti z Spinacia oleracea L. (vzorky L) a
Picea abies (L.) Karst. (vzorky J). Inhibice (1J, IL) — Po izolaci ke vzorku
pridano lytické médium v poméru 1:10 a ponechdno 5 min v pokojové
teploté, pridan Tris a FeCy tak, Ze vysledny pomér chloproplastové
suspenze:roztok byl 1:20 a vyslednd koncentrace FeCy 5 mM a Tris
0,8 M, ponechéano v pokojové teploté a poté centrifugovano pti 5000x g 2
min a resuspendovano v resuspendacnim mediu A (vzorky L) nebo B
(vzorky J). +metanol — Do reak¢ni smési byl pfidan metanol tak, Ze
vysledna koncentrace byla 1% (v/v). +DPC — Do reak¢ni smési pridan

DPC rozpustény v metanolu tak, Ze vyslednd koncentrace DPC byla 0,5 mM, a metanolu 1% (v/v).
V zavorkach jsou uvedeny odhady fotochemické aktivity ziskané ze smérnice linedrni regrese prvnich 20 s.
Znézornény jsou priméry z technickych opakovani (n=2). Vpravo: Hodnoty fotochemické aktivity PS II
(sprazené s fotofosforylaci) méfené pomoci Clarkovy elektrody u stejnych vzorkt suspenze chloroplastti.
Uvedeny jsou priméry a smérodatné odchylky z technickych opakovani (n=2).
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6 Diskuze

Tato prace byla zaméfena na analyzu primarnich fotosyntetickych procesti u jehli¢nanii a méla
tfi hlavni cile; podle toho byly také pokusy rozdéleny do tfi pokusnych bloki. Jelikoz ucelem
kazdého z téchto blokt bylo néco jiného a takto jsou popsany i v kapitolach Materidl a

metody a Vysledky, budu se i zde zabyvat kazdym pokusnym blokem zvlast.

V prvnim pokusném bloku jsem se snazila porovnat parametry JIP-testu zaloZeného
na méfeni rychlé casti kfivky indukce fluorescence Chl (OJIP analyze) s fotochemickymi
aktivitami izolovanych chloroplasti méfenymi polarograficky pomoci Clarkovy elektrody
uosmi druhti jehlicnani. Nejsou mi znamy prace, které by na jehlicnanech takovéto
porovnani provadély, proto je velmi obtizné vysledky diskutovat. Nasi ptivodni hypotézou
bylo, Ze mezidruhové rozloZeni hodnot téchto aktivit reprezentujicich ucinnost PS I a II a
celého fotosyntetického ETC bude souhlasit s mezidruhovym rozloZenim hodnot téch
parametri  fluorescence Chl, které charakterizuji ucinnost odpovidajicich casti
fotosyntetického ETC. Tedy napf. aktivita PS II méfend v suspenzich izolovanych
chloroplastti by mohla korelovat s parametry @po, @ro, Weo, ETO/RC nebo Plags, aktivita PS T
by mohla korelovat s parametrem 6grgo a aktivita celého fetézce by mohla korelovat
S parametry @ro, Wreo, REO/RC nebo Plrorar. To jsem hodnotila pomoci Pearsonova
korelacniho koeficientu.

Prekvapivé, Zadna z korelaci mi nevySla statisticky vyznamna. Neékteré hodnoty
Pearsonova korelacniho koeficientu sice vySly pomérné vysoké (i kdyZ statisticky
nesignifikantni), v téch nékolika pripadech se ale jednalo o situace, kdy fluorescencni
parametry, které vypovidaji o toku elektroni z PS II az k PS I, byly srovnavany
s polarograficky stanovenou aktivitou PS II a fluorescencni parametry, které vypovidaji
o vnitfnich pochodech v PS 1I, byly srovnavany s aktivitou PS I. Tyto vysoké hodnoty Ize tedy
povaZovat za zcela nahodnou shodu.

Z vysledkt vyvozuji, Ze u jehlicnanti nelze vysledky ziskané z OJIP analyzy fluorescence
Chl nahradit vysledky polarografického méreni a vice versa. V Zadném pripadé nejde
vysledky ziskané jednou metodou extrapolovat, resp. srovnavat s vysledky ziskanymi
metodou druhou. Kazda z téchto metod poskytuje parametry, které vypovidaji trochu o néCem
jiném jak z fyzikalniho/chemického, tak z biologického hlediska. Fluorescence Chl sleduje

ucinnost primarnich fotosyntetickych procest v intaktnich listech, odpovidd okamzitému
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stavu odrazejicimu situaci, ktera souvisi s podminkami prostredi, ve kterych se dany jehli¢nan
zrovna nachdzi, s regulacnimi procesy, které v listech zrovna probihaji, s aktualnimi
anatomickymi, biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi listu. Polarografické méfeni
aktivity jednotlivych PS nebo celého fotosyntetického ETC probiha v optimalnich
podminkach, pri dostatecném zasobeni ETC donory/akceptory elektronti, pfi saturacni
ozarenosti, optimalni teploté atp. Tato metoda je tedy vhodna pro zjiSténi toho, jak by dany
jehli¢nan (at’ uz by se jednalo o druh, genotyp, stresovany ¢i nestresovany vzorek) reagoval
v naprosto optimalnich podminkach, a méfeni fluorescence Chl se zase hodi pro zjiSténi
konkrétni situace v konkrétnich podminkach. Oboji ma tedy svou vlastni (jinou) vypovidaci
hodnotu a obé metody se dopliiuji spiSe neZ prekryvaji. Rozhodné by ale bylo zajimavé toto
porovnani vyzkousSet na vice druzich jehlicnant.

Pii izolaci chloroplastii se z jehlic také uvolfiuji rtizné obsahové latky, které mohou
s méfenim fotochemické aktivity v téchto podminkach interferovat. K tomu pravdépodobné
doSlo v pripadé borovice P. koraiensis a jedle A. sibirica, které vykazovaly nulovou
fotochemickou aktivitu PS II. V pripadé tohoto konkrétniho druhu borovice je to zajimavé,
protoZe Oku et al. (1974) sice pfi méfeni fotochemické aktivity chloroplasti izolovanych
z jehlic P. thurnbergii (ETC z vody na DCPIP, tedy podobné jako v mém pripadé) také
nezjistili aktivitu PS II (i kdyz PS I fotochemicky aktivni u jejich vzorkt byl), ale ti pracovali
s etiolovanymi semenacky. V predchozi praci z nasi laboratore (Hola et al. 2012) P. sylvestris
péstovana v normalnich podminkach vykazovala prfi polarografickém méfeni pomérné
vysokou aktivitu PS II, stejné jako jiné druhy borovic (napt. P. contorta, P. cembra, P. nigra
Arnold, P. aristata Engelm. a P. mugo Turra). V dalSich tfech pracich, jejichZ autofi provadéli
polarografické meéreni fotochemické aktivity izolovanych chloroplasti u borovic (Oku et
Tomita 1971 a Oku et al. 1971 u P. thunbergii a Malhotra 1976 u P. contorta), se jednalo
o prenos elektronti mezi vodou a FeCy, ktery miiZe prebirat elektrony nejen za PS II, ale i
za PS I (Izawa 1980). Tito autofi nicméné ziskali normalné meétitelné fotochemické aktivity
chloroplastt.

V pripadé A. sibirica — jedle sibifské — jsem potvrdila to, co prfi polarografickém méreni
aktivity PS II u jedli pozorovaly jiZ dfive moje kolegyné z Laboratore genetiky rostlin, které ji
hodnotily u druhti A. koreana Wils, A. grandis [Douglas] Lindl., A. concolor [Gordon] Lindl.
ex Hildebr a A. homolepis Sieb. & Zucc. (Hola et al. 2012). RovnéZ druh Tsuga canadensis

[L.] Carriere sledovany v tomto ¢lanku vykazoval velmi nizkou aktivitu PS II. Zda se tedy, Ze
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pro rod Abies (a mozZna i pro rod Tsuga a alespon nékteré druhy borovic) je tato situace
typicka. Bylo by velmi zajimavé zjistit, jaké konkrétni latky se pfi izolaci chloroplastti z jehlic
téchto druht uvoliuji a interferuji s aktivitou PS II (aktivitu PS I pfitom nijak neovliviiuji).
Pokud by byly identifikovany a pokud by se ukazalo, Ze takto ptisobi i na jiné rostlinné druhy
(napt. plevele), mohly by byt tfeba potencialné vyuZity jako herbicidy.

V druhém pokusném bloku jsem vyzkouSela rychlé a nedestruktivni metody meéreni
fluorescence Chl za ticelem hodnoceni jejich pouzitelnosti jakozto fyziologickych markert
pro Slechtitele lesnich dfevin. Hodnotila jsem zapadoceskou, geneticky definovanou populaci
P. sylvestris na dvou plochach pokusnych vysadeb (Nepomuk a Skelnd Hut). P. sylvestris je
v Ceské republice druhym ekonomicky nejvyhodn&jsim rodem lesnich stromtd (hned
po smrku) — pokryva 16,9 % naSich lesnich porosti (Korecky 2012). Z hlediska genetiky a
Slechténi je hlavni lesnickou Cinnosti zakladani semennych sadl. Sady prvni generace jsou
sestaveny z klonti jedinct ziskanych z pfirozené populace, které vykazuji Zadouci fenotyp
(Kandak 2011). Sady dalsich generaci vznikaji na zakladé vybéru elitnich jedinct se zndmymi
rodici, u kterych byla co moZna nejlépe prokazana heritabilita Zadoucich vlastnosti. V Ceské
republice jsou u P. sylvestris zatim pouze semenné sady prvni generace (Kanak 2011, Korecky
2012). Zadouci fenotyp a kvalita stromu se dnes urcuje pomoci parametrt jako je rychlost
rastu, vySka a tvar kmene, jeho Sitka ve vysi hrudi apod., coZ jsou v nékterych pripadech
parametry obtiZnéji nebo zdlouhavéji hodnotitelné. Vhodnym doplnénim téchto klasickych
méfeni a mozna i urychlenim procesu tvorby sadii vyssSich generaci by mohly byt parametry
fyziologického rdzu a vtéto souvislosti se uvaZuje pravé o méfenich ucinnosti
fotosyntetickych procest.

Vzhledem k tomu, Ze pfi hodnoceni heritability a kvantitativné genetickych analyzach,
které se pfi Slechténi provadéji, je tfeba hodnotit vZdy velké mnozstvi vzorki co mozna
zaroveni, nemohla jsem v této Casti pouZit metodu méfeni fotochemické aktivity pomoci
Clarkovy elektrody pro jeji velkou ¢asovou naroc¢nost. Naproti tomu OJIP analyza je rychla,
nedestruktivni a jak jsem prokézala, i prakticky proveditelna u nékolika stovek vzorki.
Zaradila jsem v této Casti také méteni spektralni odrazivosti a spektrofotometrické stanoveni
obsahu fotosyntetickych pigmentti po jejich extrakci z jehlic, coZ jsou rovnéz rychlé a snadno
proveditelné metody méreni fotosyntetickych parametrt.

Geneticka variabilita v méfeném parametru a jeho dédivost je zcela zasadni pro jeho
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uspésnou selekci. VétSina parametri, které jsem u P. sylvestris vtomto pokusném bloku
méfila, vykazovala jak genetickou variabilitu, tak i urcitou heritabilitu a bylo je tedy mozZné
pouzit pro kvantitativni genetickou analyzu. Data z méfeni fluorescence Chl jiZz takovouto
analyzou prosla (provedli ji kolegové z Katedry genetiky a Slechténi lesnich dfevin Fakulty
lesnické a dfevaiské CZU v Praze, jejich praci zde tedy neuvadim a ani nediskutuji) a z t&chto
vysledkt byl pripraven clanek ,,Variation in chlorophyll a fluorescence parameters in Scots
pine is probably selectively neutral” (Cepl et al., submitted, Tree Physiology), jehoZ jsem
spoluautorkou. Funkce Imekin(), kterou jsem pIi stanoveni heritability pouZzila, mi sice
neumoznila vypocitat stfedni chybu odhadu heritability, coZ by mohlo vést k urcité nejistoté
ohledné presnosti koeficientd heritability uvadénych v mé praci, nicméné moji kolegové
z CZU, ktefi heritabilitu po¢itali pomoci analyzy zaloZené na tzv. ,univariate animal model®
v programu ASReml (Butler et al. 2007), potvrdili, Ze stfedni chyba koeficientt heritability je
u vétsSiny OJIP parametrii pomérné mala.

Z genetického hlediska je v souvislosti s primarnimi fotosyntetickymi procesy také
zajimavy fakt, Ze chloroplastova DNA je u jehlicnani dédéna striktné po otcovské linii (Neale
et Sederoff 1988). Analyza matefské, respektive otcovské Casti genetické variability pomoci
»animal modelu®“ by ale bohuzel vyZadovala fadové vétsi soubor mérenych jedinci (osobni
konzultace Ing. Jan Stejskal, Ph.D.).

Heritabilitu jsem stanovila pro obé testované plochy samostatné. Podle informaci
od kolegti z CZU jsou hodnoty heritability kolem 0,2 u lesnich stromii povazovany
za pomérné vysoké. Tuto hodnotu méla vétSina indext heritability pro OJIP parametry,
vypocitanych ze stromi na testovaci ploSe Nepomuk, v pfipadé parametri Vi, @ro, Uro, Oro,
REy/RC nebo Plrorar, a dale parametri yRC, ABS/RC a TP¢/RC i pro testovaci plochu Skelna
Hut'. Zejména tyto parametry (které jsou spojené predevsim s pozdéjsi casti fotosyntetického
ETC, tedy prenosem elektronu z Qg na PS I akceptory, a dale s velikosti a funkci svétlosbérné
antény) bych tedy pravdépodobné doporucila pro dalsi rozbory.

V pripadé indext spektralni odrazivosti byly rozdily v odhadech heritability mezi obéma
testovacimi vysadbami vétSi. Vysokou heritabilitu vykazovaly parametry méfené na Skelné
Huti, v pripadé Nepomuku byla heritabilita téchto indexi celkové nizsi. Nicméné indexy
MNDVI8, Datt99, Macc01, REIPderiv i REIP-4body, SR540/560, NDWI a WI také
vykazovaly na obou pokusnych plochach pomérné sluSnou heritabilitu. Prvni pétice téchto

indext ma odpovidat obsahu Chl, index SR540/560 vyjadiuje pomér Chl/Kar, index NDWI
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by mél odpovidat vodnimu potenciélu listii a index WI relativhimu obsahu vody. V pripadé
obsahu pigmentti stanoveném po jejich extrakci z jehlic nebyly hodnoty heritability prilis
vysoké s vyjimkou poméru Chl/Kar a poméru Chl a/b.

Zajimavé je, Ze mnohé reflektanc¢ni indexy mély vySsi hodnotu heritability neZ parametry,
které by mély promoci predikovat (tj. obsahy pigmenti stanovené po jejich extrakci z jehlic,
nebo obsah vody). Tyka se to vSech parametri, které jsou spojeny s obsahem Chl, a
pro plochu Skelna hut’ to platilo i pro parametry predikujici obsah Kar. Dalo by se moZna
spekulovat, Ze do spektra reflektance vstupuji jeSté dalSi dédicné faktory, napriklad minoritni
obsahové latky nebo minoritni vlivy vnitini struktury jehlice, které posouvaji heritabilitu
daného indexu smérem nahoru.

OJIP parametry bych tedy na zakladé mych vysledkii pro potfeby kvantitativni genetické
analyzy obecné uprednostnila pred indexy spektralni odrazivosti, nicméné nékteré z vyse
uvedenych indexti spektralni odrazivosti 1ze k hodnoceni genetické variability a stanoveni
heritability rozhodné také doporucit.

Rozdily mezi hodnotami téchto odhadi na obou testovacich plochach se mohou zdat
prekvapivé. Je vSak tfeba si uvédomit, Ze heritabilita vztahuje genetickou (aditivni) sloZku
variability k celkové variabilité a celkova variabilita se mtZe ménit v zavislosti
na riznorodosti prostfedi. Testovaci plocha Nepomuk je z pedologického hlediska
riznorodéjsi neZ testovaci plocha Skelnd hut, coz miiZe vysvétlovat, pro¢ byla heritabilita
umnoha parametrii na této ploSe nizSi. Corcuera et al. (2011), ktefi méfili heritabilitu
nékterych parametri odvozenych z pomalé faze kinetiky indukce fluorescence Chl u druhu P.
pinaster péstovaného na mezofytnim a xerofytnim stanovisti béhem teplé a chladné zimy,
nezjistili Zadnou vyznamnou dédivost u parametru F./F, ani ®psy, vySe heritability qP byla
0,41, ale pouze na xerofytnim stanovisti v podminkach teplejSi zimy, a vySe heritability
u parametru NPQ byla 0,39, resp. 0,23 v podminkach chladnéjsi, resp. teplejsi zimy, ale opét
pouze na xerofytnim stanovisti.

Semenny sad Doubrava, ktery je testovan na ploSe Skelnd hut’, navic obsahuje téméf
dvojnasobné mnoZzstvi klonti nez semenny sad Silov u Nepomuka a stromy hodnocené
na ploSe Skelna hut’ mély tedy vétsi genetickou variabilitu a moZna i geneticky podminénou
variabilitu fenotypi nez stromy na plosSe Nepomuk.

Je také tfeba zdiraznit, Ze aktivita primarnich fotosyntetickych procesti v jednom Casovém

bodé miize byt jen téZko povazovana za charakteristiku, na jejimz zékladé by méla byt
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provadéna primo selekce zZadoucich stromt. O rychlosti rastu u jehlicnand by mohl vice
vypovidat napf. prubéh fotosyntetické aktivity béhem roku. Bude také zajimavé porovnat
vysledky zjiSténé na plochach testovacich vysadeb (moje diplomova prace) s vysledky
meéreni, ktera byla vr. 2015 provadéna na rodiCovskych stromech v semennych sadech
(diplomova prace Anny Safrankové, v p¥ipravé).

DalSim dtlezitym ukolem tohoto pokusného bloku bylo posoudit, jak dobfe jednotlivé
reflektancni indexy odpovidaji hodnotdm obsahu latek, kvili kterym byly do této prace
zarazeny. Sada parametri MNDVI8, Datt99, Macc01, VOG1, REIP-4body, REIPderiv, ZM,
NDVIre, ROSAVI, PSSRa, PSSRb, Clred edge, DattNIR CabCar a TCARI/OSAVI byla
do hodnoceni zafazena, protoZe v literatufe vykazovala dobrou korelaci s obsahem Chl.
U vSech téchto indext jsem nasla signifikantni korelaci s celkovym obsahem Chl i s obsahy
Chl a a Chl b. Tyto indexy tak mohu ve shodé s literaturou doporucit k aplikaci jakoZto
nedestruktivni metodu odhadu obsahu Chl. Jako viibec nejlepsi se ukéazal index REIP-4body.
Doporucuji tedy pro P. sylvestris v naSich podminkach pouZzit metodu vypoctu REIP podle
Guyot et Baret (1988) preferencné pied vypoctem pomoci derivace. U ostatnich indext jsem
sice naSla nékolik signifikantnich korelaci, ale hodnoty Pearsonova korelacniho koeficientu

byly malé a nelze je povaZovat za prakticky pouZitelné pro odhad obsahu dané latky.

V tretim pokusném bloku jsem se snaZila zavést metodu inhibice OEC a metodu
spektrofotometrického méfeni aktivity PS II na zakladé transportu elektronti z umélého
donoru elektrontit DPC (ktery do fotosyntetického ETC vstupuje az za OEC) skrze PS II
na umély akceptor elektroni DCPIP a vyzkousSet pouZitelnost takové metody u jehli¢nand.
V literatufe jsem nalezla pouze jedinou praci, jejiZ autofi se o néco takového u jehlicnand
pokouSeli, a to studii Eastman et al. (1998) na semenaccich kfizence P. glauca x
P. engelmannii stresovanych suchem. Srovnani rychlosti prenosu elektronti u chloroplasti
s inhibovanym OEC pomoci takového ,,obchvatu“ s rychlosti prenosu elektronti z H,O
u chloroplastti bez umeéle inhibovaného OEC by umoznilo odhalit pfipadné poskozeni OEC
ve studovaném vzorku a kvantifikovat miru tohoto poSkozeni. Tato méreni by v Laboratori
genetiky rostlin v budoucnu mohla byt pouZzita k riznym uceliim jak u jehli¢nand, tak u alSich
rostlinnych druhi; proto (a také proto, Ze metodiky popsané v literatuie byly vyvinuty pro jiné
rostlinné druhy neZ jehlicnany) jsem v tomto piipadé vétSinu pokusti primarné provadéla

na rostlinach s lupenitymi listy.
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JakoZto rozpoustédlo pro DPC je v protokolech, na které jsem narazila, pouZit metanol, bez
toho, aby byl diskutovan jeho vliv na méfeni. Je znamo, Ze metanol interaguje s OEC (Ho et
Styring 2008). Jiné rozpoustédlo pouZit nelze, ale vyzkumnik pouZivajici tuto metodu by si
meél byt védom jeho potencialniho vlivu na méreni. Nicméné v mych vlastnich pokusech jsem
ovlivnéni aktivity PS II pfidanim metanolu v takovém mnoZstvi, jaké se pridava, pokud je
pouZivan DPC, nepozorovala, a to ani na produkci kysliku pfi polarografickém méfeni, ani
na rychlost redukce DCPIP pfi spektrofotometrickém méfeni.

Protoze pfi prenosu elektronti z DPC na DCPIP nevznika ani neni rozkladan kyslik, musela
jsem pouZit metodu jinou neZ méfeni koncentrace kysliku pomoci Clarkovy elektrody.
Spektrofotometrické stanoveni rychlosti redukce DCPIP nebylo dosud v na$i laboratofi
pouZzito, a proto jsem na zacatku FeSila urcité problémy technického razu. Experimentalni
usporadani, které pouZili néktefi autori (Oku et Tomita 1976) a které zahrnovalo ozarovani
vzorkd pfimo ve spektrofotometru za soucasné ochrany ¢idla pomoci rtznych filtrli, nebylo
v mych podminkach prakticky proveditelné a proto jsem zvolila metodu technicky jednodussi,
pri které je absorbance mérena jen ve vybranych ¢asovych bodech.

Prvnim problémem, se kterym jsem se setkala, bylo, Ze pribéh redukce DCPIP v Case
v mnohych pripadech neobsahoval ivodni linearni ¢ast, ale rychlost redukce DCPIP klesala
uzZ od zacCatku méfeni. To je vysledek odliSny od vysledki, se kterymi jsem se setkala
v literatufe. Oquist et al. (1974) sledovali reakci v ¥adu minut aZ 20 min, zdroj
http://www.nuffieldfoundation.org/practical-biology/investigating-light-dependent-reaction-
photosynthesis uvadi stabilni reakci 10-20 min. Timova (2001), Novakova (2003) a
Pacholikova (2009), z jejichZz metodiky jsem predevSim vychazela, urcovaly pocatecni
rychlost redukce DCPIP pomoci extrapolace. Otazkou pro mé vsak bylo, jakou funkci proloZit
ziskanymi daty. Fotosyntéza neni jednoducha chemicka reakce, a proto nelze z teorie odvodit
funkci, kterou by pribéh redukce DCPIP mél opisovat. VyzkouSela jsem data prolozit
nékolika funkcemi, predevS§im polynomy rtzného stupné. Regresni kiivka sestavena
z polynomil 1.—4. stupné neopisovala tvar pribéhu redukce DCPIP, polynom 5. stupné jizZ byl
pomérné odpovidajici, ale smérnice v bodé t = 0 s priliS citlivé reagovala na drobné odchylky
v méfenich v jednotlivych ¢asech, coZ v mnohych piipadech vedlo k nesmyslnym hodnotam.
Zavrhla jsem tedy snahu proloZit kiivku daty v celém casovém useku a stanovila jsem
hodnoty smérnice linearni regrese pro prvnich 20 s méreni, protoZe u vétSiny méreni byl tento

usek pomérné rovny. V pripadé, Ze rychlost redukce DCPIP skutecné klesa od zacatku
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méfeni, bude tento zplsob vypoctu systematicky mirné podhodnocovat odhad pocatecni
rychlosti. Toto systematické podhodnoceni neni ale problém pro porovnani rznych vzorki
mezi sebou.

Hlavnim problémem, se kterym jsem se v tfetim pokusném bloku setkala, bylo, Ze metoda
inhibice OEC pomoci inkubace s Tris tak, jak byla popséana v literature (Vernon et Shaw 1969,
Castelo-Branco et al. 2008), nefungovala v mych pokusech dostatecné ti¢inné. Musela jsem
provést fadu pokusti a modifikaci, nez jsem dosahla uspokojivého vysledku. Jejich sled a
uvahy, které mé vedly k jednotlivym modifikacim a zkouSeni rtiznych variant, Castecné
rozebiram jiZ v kapitole Vysledky. Postup, ke kterému jsem nakonec dospéla, zahrnoval
hodinovou inkubaci vzorku izolovanych chloroplasti s Tris a FeCy v pokojové teploté,
kterému predchazelo kratké vystaveni hypotonickému médiu za ucelem uvolnéni tylakoidt
do roztoku. Toto zachazeni se vzorkem je o poznani ,hrubSi“ neZ zachazeni popsané
v literature, ze které jsem ptivodné vychazela (5 min s Tris v pokojové teploté — Vernon et
Shaw 1969, 30 min s Tris ve 4 °C — Castelo-Branco et al. 2008). Vyvstava tedy otazka, zda
pii ném nedochazi k degradaci nékterych slozek fotosyntetického aparatu takovym zptisobem,
ktery by interferoval s naslednymi méfenimi. Urcitym uklidnénim mitiZe byt fakt, Ze tepelny
Sok byl v literatufe (Dean et Pocock 2004) také popsan jako zpiisob inhibice OEC. D4 se tedy
predpokladat, Ze OEC je nachylnéjsi k degradaci ptisobenim tepla neZ ostatni slozky
fotosyntetického ETC. ProtoZe jsem u vzorkti inkubovanych hodinu v pokojové teploté
pri paralelnim polarografickém meéfeni zjistila jen mirné sniZeni produkce kysliku, mohu si
dovolit predpokladat, Ze poskozeni ¢asti PS II, které se podileji na prenosu elektronti z DPC
na DCPIP, je jeSté mirnéjsi.

V zavéru tohoto pokusného bloku jsem vyzkouSela aplikaci DPC jakoZto umélého donoru
elektroni a metodu vypracovanou na vzorcich z rostlin s lupenitymi listy jsem vyzkouSela
i na smrku. Mohla jsem konstatovat, Ze metoda funguje: DPC obnovilo transport elektront
u obou pouzitych druhi a méfeni bylo technicky realizovatelné. Mé vysledky v tomto
pokusném bloku lze vSak povaZovat za prvotni zkousky. V budoucnu bude jisté treba
vyzkouSet tuto metodu na dalSich druzich jehlicnand a vice zhodnotit jeji presnost a

spolehlivost.

Zavérem lze konstatovat, Ze vSechny tfi hlavni cile této prace byly podle mého nazoru

splnény. V nékterych pripadech ale otevrely nové otazky, které by mohly byt dale studovany.
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7 Souhrn

1)

2)

3)

4)

Méfeni aktivity pigment-proteinovych komplexti tylakoidnich membran u 8 druhd
jehlicnani pomoci dvou principidlné odliSnych metod (polarografické stanoveni
fotochemické aktivity Fotosystémt I a II a celého fotosyntetického elektron-transportniho
fetézce v izolovanych chloroplastech a méreni rychlé ¢asti indukéni kfivky fluorescence
chlorofylu) neukazalo mezi vysledky téchto metod Zadnou korelaci. Vysledky jedné
z téchto metod tedy neni mozné srovnavat s vysledky metody druhé, kaZzdé maji svou
(jinou) vypovidaci hodnotu. Polarografickd metoda je vhodné pro zjisténi toho, jak by
dany jehlicnan reagoval v naprosto optimalnich podminkach, méfeni fluorescence
chlorofylu se hodi pro zjisténi konkrétni situace za danych podminek prostredi, ve kterych
se dany jehlicnan zrovna nachazi, a souvisi s okamzZzitymi biochemickymi,

fyziologickymi, pfipadné anatomickymi vlastnostmi jehlic.

Na 536 jedincich pochazejicich z dvou geneticky definovanych vysadeb Pinus sylvestris
pochézejicich ze zapadnich Cech byla méfena rychla ¢ast fluorescenc¢ni indukéni kiivky a
stanoveny parametry JIP-testu. Dale byla zméfena spektra reflektance jehlic a stanovena
fada reflektancnich indexd, a také stanoveny obsahy Chl a Kar po jejich extrakci z jehlic a
obsah vody v jehlicich. Ve vSech parametrech byla zjiSténa geneticka variabilita. Nékteré
parametry JIP testu (Vi, @ro, Uro, Oro, Yrc, ABS/RC, TPO/RC, REO/RC) a reflektan¢ni
indexy (MNDVI8, Datt99, MaccO1, REIP) vykazaly pomérné vysokou heritabilitu
(>0,15) pro obé testované vysadby. Je mozZné je tedy pouZit jakoZto pomocné parametry

ve Slechténi a pro dcely kvantitativni genetické analyzy.

Reflektan¢ni indexy MNDVI8, Datt99, Macc01, VOG1, REIP, ZM, NDVIre, ROSAVI,
PSSRa, PSSRb, Clred edge, DattNIR CabCar, TKARI/OSAVI vykazovaly u Pinus
sylvestris silnou korelaci s obsahem Chl v jehlicich a jsou tedy vhodné pro rychly a
neinvazivni odhad obsahu téchto latek. Reflektan¢ni indexy doporucované v literature
k odhadu obsahu Kar, poméru Chl a Kar, poméru Chl a/b, relativniho obsahu vody nebo
vodniho potencialu nevykazaly dostatecné silnou korelaci s prisluSnymi obsahy latek.

Jejich praktické vyuZziti k odhadu téchto vlastnosti jehlic tedy nedoporucuji.

Vypracovala jsem postup spektrofotometrického méfeni fotochemické aktivity
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Fotosystému II (prenos elektronti z umélého donoru elektront 1,5-difenylkarbazidu
na umély akceptor 2,6-dichlorofenolindofenol) za soucasné inhibice komplexu
produkujiciho kyslik, pouzitelny i pro jehlicnany. Postup se lisSi od protokoli ve vyse

popsané literature zejména metodou inhibice OEC komplexu produkujiciho kyslik, ktera

Ve
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9 Priloha

9.1 Priloha 1

Planky testovacich ploch Skelna Hut (vlevo) a Nepomuk (vpravo). Zelené obdelnicky
predstavuji stromy, ze kterych byly odebirany vétve pro analyzu. Cervené obdélnicky znaci
tzv. Vyberove stromy. Seda plocha je bez testovaci vysadby.
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9.2 Priloha 2

Hodnoty fluorescencnich parametrii, vynesené proti hodnotam fotochemickych aktivit PS I,
PS I a celého Fetézce, a to v normalni varianté i ve varianté, kdy bylo do reak¢ni smési
pridano NH,4Cl, coZ vedlo k odprazeni transportu elektronti od fotofosforylace (grafy odpr.).
V horni poloviné kazdé stranky je je fotochemickéa aktivita vztaZena na jednotku hmotnosti
chlorofylu (Chl), v dolni poloviné na hmotnost suSiny. r.j. — relativni jednotky.
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