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Abstrakt:

V ramci této prace byla studovana indukce ochrannych procesii pii kratkodobém ptisobeni
zvysené teploty a nadmérné ozafenosti na jeCmeni jarnim a smrku ztepilém. Rostliny byly cca tyden
pied experimentem vystaveny podminkam simulujicim ,letni zataZzeny den s mirnymi teplotami‘.
Kultivace probihala v rlstovych komorach HB 1014 (BioLine, Heraeus, Némecko). Pfi vlastnim
méfeni termostability fotosystému II (PS II) byl rostlinny material adaptovan na tmu a vystaven
linearnimu ohievu od 20 — 46°C, v intervalech 2 °C byly aplikovany satura¢ni pulsy pro stanoveni
zavislosti potencialni uc¢innosti fotochemické reakce PSII (stanovené na zaklad¢é detekce fluorescence
chlorofylu a in vivo jako Fy/Fy) na teploté. Pro mé&feni byly pouzity stfedni segmenty listi je¢mene a
7 — 8 jehlic smrku. Samotné méfeni probihalo na fluorimetru PAM 101 (Heinz Walz, Effeltrich,
Némecko). Zptsob detekce fluorescence chl a u PAM fluorimetru ma tu vyhodu, Ze nedetekujeme
prispévek nemodulovaného aktinického svétla a pristroj tedy pfi konstantni intenzit¢ méficiho svétla
méfi relativni zmény kvantového vytézku fluorescence bez ohledu na intenzitu aktinického
nemodulovaného svétla. Bezprostiedné po ukonceni uvedeného méfeni teplotni zavislosti funkéniho
stavu PS II byly vzorky zmrazeny v kapalném dusiku a nasledné prob&hla analyza sloZeni pigmentt
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Na tomto projektu jsem spolupracovala se Zdefikem Noskem v navaznosti na jeho pfedchozi
praci z roku 2011, ve kterych se zabyval regulaci vyuziti radiace ve fotosystému II v disledku zmén
radiace a teploty. Uplatnili jsme metodu detailni analyzy kontinudlniho zaznamu teplotni zavislosti
fluorescence, coz umoznuje stanovit rozdily v termostabilité PS II a ucinnost indukce ochrannych
procest. Uz pii ptedchozich métenich bylo zjisténo, ze vzorky smrku vykazovaly vyssi termostabilitu
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Obr. 1: Typicky priklad zavislosti fluorescence chlorofylu a behem méreni teplotni zavislosti
Fv/Fm u jecmene a smrku. Vzorky byly vystaveny linearnimu ohievu do 46°C (1°C/min). Kazdé
2 minuty byly aplikovany saturacni pulsy.

ZhaSeni minimalni fluorescence Chl a (Fy) byva obvykle pfisuzovano svétlem indukované
nezafivou disipaci (NRD) ve svétlosbérnych komplexech (LHC) PSII, ke kterému dochazi obvykle
po nékolika desitkach sekund vystaveni rostlin ozafenosti (Stroch a kol., 2008). TakZe velmi rychlé
zhaseni fluorescence F, v jehlicich smrku pti vyssich teplotach je pravdépodobné zpiisobeno teplotné
indukovanou stimulaci procest, které vedou ke zvySeni NRD v LHC II. Miru zhaseni Fq
indukovaného satura¢nim pulsem, a tedy u¢innost NRD v LHC PSII, Ize stanovit pomoci parametru
SVo (SVy = Fo/Fo+-1, kde Fy je hodnota minimalni fluorescence ve stavu s otevienymi reakénimi
centry PS II t&sn& pied aplikaci saturatniho pulsu, F, je minimalni hodnota fluorescence po



odeznéni saturaéniho pulsu). Z analyzy zavislosti SV, na teploté vyplyva, ze u jehlic smrku je
pozorovana indukce NRD po aplikaci saturaéniho svételného pulsu jiz pfi teploté okolo 30°C nebo
32 °C. Naproti tomu u je¢mene byly hodnoty SV, pfiblizn¢ nulové a ke zvySeni doslo az pii 44 °C.
Predpokladame, ze velmi rychld indukce NRD v LHC II u jehlic smrku ztepilého pii vysSich
teplotach souvisi se zrychlenim tvorby gradientu pH v disledku zvySené fluidity thylakoidni
membrany. V literatufe se uvadi, ze vystaveni listi jemene zvySenym teplotdm (40°C) znacné
zvySuje NRD (Ilik a kol. 2010). Nicmén¢ prezentovana data jasné indikuji, ze diky postupné se
zvysujici teplote je stimulace indukce NRD vice efektivni pro jehlice smrku nez pro listy je¢mene.
Jednim z procest, které usnadiuji konformacni zmény LHC II nutné pro indukci NRD je svétlem
indukovanad deepoxidace violaxantinu na zeaxantin (ktera mize byt kvantifikovana jako
deepoxidacni stav pigmentd xantofylového cyklu). Potvrdili jsme, Ze béhem méfeni zavislosti F/Fy,
na teploté dochazi k mnohem vyraznéjsimu zvySeni DEPS u jehlic smrku nez u listi je¢mene.
Kurasova a kol. (2003) publikovali, ze na xantofylovém cyklu zavisla NRD pfispiva k odolnosti PS
II proti stresu z vysokého ozareni ve vétsi mife u jehlic smrku nez u listl jemene. Dale jsme se
pokusili zjistit do jaké miry je deepoxidace pigmentii xantofylového cyklu, a tedy i odpovidajici
ucinnost NRD, zavisla na rostouci teploté¢ ve tm¢ a do jaké miry je ovliviiovana kratkymi zablesky
intenzivni ozatrenosti (saturaénimi pulsy). Zjistili jsme, Ze pokud linearni ohiev asimilacniho aparatu
probihal na slabém meéficim svétle a saturaéni puls byl aplikovan az pii teploté 46 °C, doslo u listl
jeémene, ale predevs§im u jehlic smrku k vyraznému snizeni DEPS a poklesu t¢innosti NRD
indukované saturacnim pulsem pii 46 °C. Toto zjisténi potvrzuje, Zze stimulace NRD pii vyssich
teplotach je zavisla na zeaxantinu, a ukazuje, Ze ufinnou deepoxidaci violaxantinu na zeaxantin
mohou pii vys$Sich teplotach zptsobit i velmi kratké saturaéni pulsy. Z naSich vysledkt tedy
vyplyva, ze u smrku ztepilého je pfi vyssich teplotach svétlem indukovana rychlost deepoxidace
minimalné o fad rychlejsi nez bylo usuzovano na zaklad¢é predchozich publikovanych experimenti
s riznymi druhy vysSich rostlin pfi pokojové teploté. V dal§im pokracovani mé prace se zamétim na
detailni analyzu vlivu teploty a ozafenosti na dynamiku deepoxidace violaxanthinu na zeaxantin a
rychlost indukce NRD u riiznych druhii rostlin. M¢éfeni budou provadéna jak na rostlinach smrku
ztepilého a jeémene jarniho, tak na rostlindich Arabidopsis, u které jsou k dispozici mutanty
s defektnim xantofylovym cyklem a rovnéz mutanty s ovlivnénym obsahem PsbS (minoritniho
proteinu PS II, ktery se rovnéz dulezitym faktorem usnadiujicim svétlem indukovanou reorganizaci
PS 1II souvisejici s NRD).
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