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Souhrn:

U liSejniki  majicich jako fotobionta zelenou fasu Trebouxia se ve
fluorescenénim induk¢énim jevu (FIJ) narozdil od vySSich rostlin objevuje neobvykla
vina H. Tato vina neni doprovazena zménou redoxniho stavu P700. K analyze tohoto
neobvyklého pribehu fluorescence chlorofylu bylo pouzito soucasné méieni FIJ a
kinetiky absorpcnich zmén P700 pied a po fotoinhibici za aerobnich i anaerobnich
podminek. Vlivem fotoinhibice se tato vina H v FIJ vyrazné snizuje, ale toto sniZeni je
vratné po urCit¢ dobé zatemnéni stélek liSejnikti. K vytvofeni této viny H
pravdépodobné dochazi diky redukci plastochinonu (PQ) endogennim reduktantem.
Znasich vysledk plyne, ze existuje souvislost mezi objevenim se viny H vFIJ a
funké&nosti fotosystému Il (PSI1). Cim je fotochemicka funkce PSII lepsi, tim je vina H
zieteln€j$i, z ¢ehoz muzeme usuzovat, ze zdroj viny H ma piavod v elektronech
pochézejicich z PSIl. Z nasich vysledkd dale plyne, ze k vytvofeni viny H ve FIJ
dochazi, kdyz je P700 oxidovany a parametr Fy/Fy dosahuje hodnoty minimalné 0,5.
Nartstu do viny H ptedchazi pokles intenzity fluorescence za vinou P v FIJ, ktery
pravdépodobné souvisi s aktivaci feredoxin-NADP*-oxidoreduktazy (FNR).

Na zadklad¢ mefeni FIJ a kinetiky absorpnich zmén P700 Vv anaerobnich
podminkach je mozné zjistit, jak tyto podminky ovliviiuji redoxni déje na Grovni PSII a
PSI. Anaerobni podminky u liSejnikl zplisobuji inhibici pfenosu na akceptorové strané
PSI, coz je doprovazeno ztratou poklesu intenzity fluorescence za vinou P. Anaerobni
pusobeni u vyssich rostlin ma naopak za nasledek aktivaci akceptorové strany PSI, coz
1ze vysvétlit aktivaci FNR vlivem zmény redoxniho stavu stromatu chloroplasti. V této
préci byla velmi dilezitd kombinace méfeni kinetiky absorpcnich zmén P700 a FIJ pro
studium mechanismu fotoinhibice vysSich a niz§ich rostlin. Toto soucasné méfeni nam

umoznuje studovat fotoinhibici rostlin na Grovni tylakoidnich membran.



Abstract;

An unusual step H (compared to higher plant behavior under comparable light
condition) in chlorophyll induction (FI) was observed for thalii of lichen species having
Trebouxia species (the most common symbiotic green algea) as their photobiont. This
step H is not accompanied by the changes in redox state of P700. To analyse this
unusual behavior we use simultaneous measurement of FI and absorption kinetics of
P700 before and after photoinhibition under aerobic and anaerobic treatement. In
photoinhibited thalli the step H was markedly reduced but this reduction is reversible
during subsequent darkening of thalli of lichens. The step has obviously its origin in
reduction of plastochinon (PQ) by some stromal reductant. We observed that there is a
connection between the creation of step H and the function of photosystem 11 (PSII).
The better the function of PSII is, the more this step H is pronounced, which implies
that the step H has its origin in the electrons from PSII. We can also concluded that the
step H is created as long as the parameter F\/Fy reaches its minimal value 0,5 and the
P700 is in oxidized state. A dip in fluorescence intensity after the step P (before the H
step) is probably related to activation of ferredoxin-NADP*-oxidoreduktase (FNR).

It is possible, by measuring FI and absorption kinetics of P700 under anaerobic
treatement, establish how this conditions influence the redox state in the level of PSII
and PSI. In lichens anaerobic treatement causes the inhibition of the transmision at
acceptor side of PSI which is accompanied by the loss of the dip after the step P. In
higher plants anaerobic treatement resulted contrary to lichens in the activation of PSI
acceptor side which can be elucidated by the activation of FNR due to changes in redox
state of stroma in chloroplasts. The simultaneous measurement of absorption kinetics of
P700 and FI is very important to study photoinhibition of higher and lower plants. By
this simultaneous measurement we can study photoinhibition of plants on the level of

thylakoid membrana.
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1. Obecna charakteristika liSejniki

LiSejnik je symbiotické spoleCenstvi houby (mykobionta) a fotosyntetizujiciho
organismu, kterym byva zelend fasa nebo sinice. Houbovym partnerem je vétSinou
vieckovytrusna houba (Ascomycetes), u nékolika malo vyjimek téz stopkovytrusa houba
(Basidiomycetes). Spolec¢ny rust fasy, resp. sinice a houby umoziuje velkou rozmanitost
v utvareni stélky. Vné&jsi vzhled stélky byva vétSinou uréen houbou, fasa dodava
sacharidy vznikajici pti fotosyntéze. LiSejniky najdeme na polich, skalach a kmenech

stromu (viz napf. Nash 111 2008).

1.1. Fyziologie liSejniku

Souzitim dvou riznych organismu tvoficich liSejnik vznika nova fyziologicka
jednotka. Toto spojeni se odrazi ve vSech zakladnich fyziologickych procesech, mezi
které patii vodni rezim a piijem zivin. LiSejniky se vyznacuji zcela specifickou regulaci
pfijmu a vydeje vody. V obdobi latentniho dehydrovaného stavu jsou fotosyntéza a dalsi
zivotni pochody utlumeny na minimum. LiSejniky vyskytujici se na suchych
stanovistich preziji i delsi obdobi sucha bez poskozeni. Ptijem vody je zajistén celou
plochou stélky. Ve vysokohorskych oblastech dochazi ke zvlhéovani stélek mlhou i
vodou z tajiciho sné¢hu. Zptsob piijmu zivin liSejnikt je odlisny od zplsobu jakym
pfijimaji ziviny fasy a houby existujici jako samostatny organismus. Ptijem kysliku a
CO, je dilezity pro dychani a fotosyntézu, dusik je pfijiman obvykle ve forme nitratt.
Pouze u nékterych liSejnikt mizou fotobionti vazat vzdusny dusik. Lisejniky jsou
schopny ve svych stélkach hromadit radioaktivni elementy *Cs a *Sr. Této vlastnosti se
vyuziva k indikaci oblasti, které jsou zamoteny radioaktivnimi spady (viz napi. Nash I11
2008).
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1.2. Sekundarni produkty metabolizmu

Jednim zmnoha ochrannych mechanismi liSejnikii  pfed nepfiznivymi
podminkami okoli (napf. vysoka ozafenost, utok herbovirti) je tvorba sekundarnich
metaboliti. Téchto specifickych latek je znamo ptes 700. Jsou produkovany lisejniky
pii pasobeni stresovych faktord a dovoluji jim rast v extrémnich podminkach. Tyto
latky jsou produkovany zpravidla mykobiontem, ale pouze pii symbioze s fotobiontem.
Nékteré sekundarni metabolity jsou zasobnimi nebo odpadnimi latkami. U fady z nich

byly prokazany antibiotické ¢i toxické uc¢inky (viz napt. Vaczi 2005).

1.3. Vysychani liejnikt jako ochranny proces

Lisejniky jsou poikilohydrické povahy tzn., ze vlastni organismus neni schopen
regulovat stav vody ve stélce. Vyschlé lisejniky je mozno velmi rychle hydratovat
tajicim snéhem, destém, mlhou, rosou nebo jen vysokou vihkosti vzduchu. Pokud zdroj
ovlhéeni zmizi, stélky lisejnika okamzité znovu vysychaji a jsou schopny ztracet vice
nez 97% obsahu vody. Stélky liSejnikt v ptirodé tedy casto st¥idaji stav metabolické
aktivity a inaktivity. U lisejnikt je vysychani stélky mnohem rychlejsi nez u vyssich
rostlin, coz vychazi z jejich poikilohydrické povahy. Vysychani je pfi¢inou fady zmén.
Dochazi ke snizeni metabolické aktivity fotobiontt, narusuje se funkcni integrita jejich
bunéénych membran a fotochemického aparatu. Vysychani zpasobuje blokovani
elektronového transportu v tylakoidnich membranach, a tedy inhibici produkce ATP a
NADPH. Vysychani brani poskozeni lisejnik pii vysoké ozarenosti. U lisejnikd jsou
aktivovany mechanismy podporujici nefotochemické zhaseni excitovanych stavi
chlorofylu a, které chrani makromolekularni latky a biomembrany (viz napt. Kranner
2008, Palmquist 2000).
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2. Transport elektronti v tylakoidni membrané

Svételna energie dopadajici na list je zachycena anténnimi systémy a je pifedana
do reakénich center PSI a PSII. Vlastni ptenos elektrond v ramci linearniho transportu
zacina v PSII. Jadro RC PSII je tvofeno zejména dvéma integralnimi proteiny D1 a D2.
Na tyto proteiny jsou navazany dimer chlorofylu a (P680; elektronovy donor PSII),
feofytin (Pheo), primarni stabilni elektronovy akceptor Qa (vazany na protein D2) a
sekundarni elektronovy akceptor plastochinon Qg (vazany na protein D1). Svétlem
indukovana oxidace P680 (vznik P680") je hnaci silou pro fotolyzu vody — zdroj
elektronti pro P680". Elektron ziskany pii oxidaci P680 je pienesen na pienase¢ Pheo a
nasledné na Qa a Qg. Qa pfijima pouze jeden elektron a odevzdava jej na Qg, ktery je
schopny pfijmout dva elektrony a dva protony ze stromalni ¢asti tylakoidni membrany.
Uvolnény plastochinon z PSII (PQH;) se pohybuje napfi¢ membranou a na lumenalni
stran¢ piedava dva elektrony na cytochrom bgf (cyt bef) komplex. Uvolnéni dvou
elektronti z redukovanych PQ molekul je doprovazeno uvolnénim dvou protoni do
lumenu tylakoidu, coz piedstavuje nejpomalej$i proces linearniho elektronového
transportu z PSIl na PSI. Redukovany cyt bgf komplex ptedava v ramci linearniho
elektronového transportu elektrony na volné pohyblivy plastocyanin (PC), ktery pienasi
elektrony do RC PSI, kde se nachazi oxidovany donor elektrontt P700 (P700%). P700"
vznika nabojovou separaci P700 po absorpci zafeni fotosystémem I (PSI). Elektrony
z P700 redukuji feredoxin (Fd), ktery je volné pohyblivy ve stromatu a ten je pfenasi na
feredoxin-NADP"-oxidoreduktazu (FNR). FNR je také pfitomno ve stromatu
chloroplastii a je neaktivni ve stavu adaptovaném na tmu. Kone¢nym akceptorem
linearniho transportniho fetézce je NADP®, ktery je pomoci FNR redukovan na
NADPH. Redukované Fd mize vracet elektrony na cyt bgf komplex a umoziovat tak
cyklicky elektronovy transport (CET). Aktualni redoxni stav elektronovych pienasect
transportniho fetézce Vv tylakoidni membran€ mize byt monitorovan pomoci méfeni tzv.

fluorescen¢niho indukéniho jevu (FIJ) (viz napt. Lazar 2009).
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2.1. Fluorescenc¢ni induk¢ni jev vysSich rostlin

Maximalni kvantovy vytézek fluorescence chlorofylu a ve fotosyntetickém
aparatu je 2-8%. Za fyziologickych podminek je pivod fluorescence chlorofylu
ptipisovan hlavné anténam PSIl. Méfenim fluorescence chlorofylu fotosyntetickych
vzorkli adaptovanych na temnotni podminky mize byt ziskdna fluorescencni indukc¢ni
kfivka, tzv. Kautského kiivka. Fluorescencni indukéni kiivka se sklada z
charakteristickych fazi O-J-1-P (viz obr. 1B), které odrazeji pfechodnou akumulaci
elektronovych ptenasecli linearniho elektronového transportu v tylakoidni membrané.
Rychla faze FIJ nastava béhem prvni sekundy po ozateni silnym svétlem. Po excitaci
pfedem zatemnénych stélek je prvni detekovany fluorescencni signdl oznac¢ovan jako O.
Intenzita fluorescence v tomto bod¢ (Fo) je povazovana za minimalni a odrazi stav PSII
S Qa v pln¢ oxidovaném stavu. VIna J kiivky FIJ se nachazi ptiblizné ve 2 ms po
zapnuti intenzivniho svétla, vina | ptiblizné v 20-50 ms. F1J dospéje do svého maxima P
asi po 500 ms. Pii dostate¢né intenzivnim osvitu maximum P reprezentuje maximalni
hodnotu fluorescence (Fum). Piesna poloha jednotlivych vin FIJ zavisi na intenzité

excitace (viz napt. Cruz a kol. 2010).

2.1.1. Fotochemicka faze

Fluorescen¢ni indukéni kiivka O-J-1-P ma dvé faze. Faze O-J, ktera odrazi
hlavné fotochemické déje (fotochemickd faze) a fazi J-1-P, kterd je oznaCovéna jako
termalni faze, jelikoz zavisi na teploté méteni. Sklon pocatecni faze O-J a jeji relativni
vyska zavisi na intenzité excitacniho svétla, odrazi prechodnou redukci Qa kdy je Qa
redukovany, zatimco Qg zlstava oxidovany. To, Zze faze O-J odrazi redukci jen Qa ndm
potvrzuje mé&feni s DCMU (acinny inhibitor elektronového transportu z Qa na Qg), kdy
fluorescen¢ni indukéni kiivka dosahuje svého maxima ve vin€é J. Pokud DCMU neni
ptitomno, Qa nemusi byt ve viné J plné redukovano, jelikoz elektrony jsou plynule
transportovany na Qg a dale az na PSI. Qa mize byt tedy ve vIin¢ J redukovano jen

Castec¢né (viz napt. Lazar 2006).
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2.1.2. Termalni faze

Termalni faze FIJ (J-1-P) odrazi redukci PQ, a to jak PQ vazaného na PSII (Qg),

tak volné se vyskytujiciho PQ V tylakoidni membrané. VIny I a P odrazi akumulaci
redukovaného Qg Inhibice donorové strany PSI potlacuje termalni fazi FIJ. VIna | a P
FIJ pravdépodobné souvisi s transportem elektrond za PQ a v PSI. Informace o
transportu elektront za PQ lze ziskat pomoci métfeni absorpénich zmén P700 u 830 nm,
které odrazi zmény v redoxnim stavu PC a P700 (obr. 1A, Ilik a kol. 2008). V méfeni
absorp¢nich zmén P700 u vyssich rostlin béhem 1 s saturacniho pulzu rozliSujeme dvé
charakteristické faze, kdy prvotni oxidace P700 béhem prvnich 20 - 30 ms satura¢niho
pulzu je nasledovana redukci P700 zpisobenou piilivem elektront z PSIl. Redukce
P700 souhlasi s I-P fazi na fluorescen¢ni induk¢ni kiivce. Je zpisobena inaktivaci FNR
na akceptorové strané PSI, ktera zamezuje toku elektroni na NADP" (viz napf. Lazar
2006, Schansker a kol. 2003).

Redukovany Fd je schopen pienaSet elektrony na molekularni kyslik na
akceptorové stran¢ PSI a vytvaiet tak superoxidovy radikal tzv. Mehlerovou reakci.
Superoxidovy radikal je v dalSich enzymatickych reakcich transformovan az na
molekulu vody. Mehlerova reakce konkuruje standardné probihajici redukci NADP™ a
za normalnich podminek je minimalni. Pfi stresovych podminkach, kdy je inhibovana
¢innost Calvinova cyklu anebo napt. po delsi adaptaci na tmu, kdy je ¢innost Calvinova

cyklu minimalni se jeji vliv za¢ina vice projevovat (viz napi. Kotabova 2007).

2.1.3. Parametry fluorescence chlorofylu a in vivo

I kdyz fluorescence chlorofylu zahrnuje nejméné se uplatiujici proces
deaktivace excitovanych pigmentd, jsou ¢asové zmény vytézku fluorescence chlorofylu
velice dilezité, protoze pomoci nich jsme schopni zkoumat mechanismy, jakymi
tylakoidy reguluji vyuZiti zafivé energie absorbované komplexy PSII. Narst
fluorescence chlorofylu nastdva béhem prvni sekundy po ozéfeni silnym svétlem a
oznacuje se jako rychld faze fluorescence chlorofylu. Poté nésleduje pomald faze
fluorescence chlorofylu trvajici n€kolik minut, nez je dosazeno rovnovazného stavu
fotosyntézy. Rychla faze se vztahuje k procesim probihajicim v tylakoidnich
membranach chloroplastii, zatimco pomalé faze se vztahuje k enzymatickym procesim

probihajicim ve stromatu chloroplastu.
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Parametry fluorescence chlorofylu a in vivo mohou byt vyuzivany jako
indikatory stresu ovliviiyjiciho fotochemické reakce a vyuziti absorbovaného svételného
zateni. Zejména maximalni kvantovy vytézek fotochemie (Fv/Fy) a kvantovy vytézek
fotochemie fotosystému II (®y)) jsou nejcastéji vyuzivany ve fyziologii stresu rostlin.
Parametr Fy/Fwy je Siroce vyuzivan k posouzeni stavu fotosyntetického aparatu a odrazi
maximalni moznou G¢innost primarnich fotochemickych reakci fotosystému II. @y, je

ukazatelem aktualni kapacity fotosystému II pro fotochemické procesy (viz Rohacek a
kol. 2002).

2.2. Fluorescenc¢ni indukéni jev lisejnikt

U lisejnikd majicich fasu Trebouxia jako fotobionta mizeme pozorovat
neobvykly prubéh fluorescenéni indukéni kiivky. Ve FIJ lisejnikti dochazi k poklesu
intenzity fluorescence za vinou P, za nimz nasleduje neobvykla vina H (obr. 1D, Ilik a
kol. 2006). Soucasné méfeni FIJ s kinetikou absorp¢nich zmén P700 (obr. 1C a 1D)
odhaluje, ze klesajici ¢ast fluorescenéni indukéni kiivky za vinou P v intervalu 0,2-0,4 s
souhlasi s reoxidaci elektronovych pienasect v PSI pravdépodobné diky rychlejsi
aktivaci FNR. Takova oxidace vede k oxidaci dalSich elektronovych pienaseci véetné
Qa V tylakoidni membrané a tim zpusobuje snizeni fluorescence. Dal§i moznou pfi¢inou
tohoto poklesu intenzity fluorescence za vinou P by mohla byt Mehlerova reakce (viz
vySe, Ilik a kol. 2006). Pfechodné limitace v pienosu elektronti na akceptorové strané
PSI, ve FIJ tomu odpovida vina P, je u liSejnikt tedy relativné kratkodoba ve srovnani
S vyS$imi rostlinami. Narust intenzity fluorescence do viny H neni doprovazen zménou
v redoxnim stavu P700. Vina H je pozorovatelna pii riznych excitacnich a emisnich
délkach, coz napovida, ze ma pavod v PSII (viz Ilik a kol. 2008). Tuto vinu muzeme
pozorovat nejen ve fluorescencnim indukénim jevu lisejnikli obsahujicich fasu
Trebouxia, ale také u nékterych koralt a izolovanych zooxanthelach korala (viz Ilik a
kol. 2008). Objevuje se také u vyssich rostlin napt. po kratkodobém vysokoteplotnim
stresu na listech je¢mene jarniho. VIna H je také pozorovana ve F1J bunééné suspenze
fas Trebouxia erici, nezavisi tedy na interakci fotobiontu s mykobiontem, ale je
ptisuzovana jen fotobiontu (Ilik a kol. 2008). Objevuje se pii raznych intenzitach
excitaéniho svétla (100- 1800 pmol fotont m™? s%), pfi vyssich intenzitach je mirng

posunuta ke kratSim casim. Bylo pozorovéno, ze vlna H se vyrazné snizuje po
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fotoinhibici lisejnikd za nizkych teplot a pfi zatemnéni je opét obnovena (Ilik a kol.
2008).

A s
= 304 . 1'.&\ ' L 3.00
< '\.', oo wh &
ey f". ! timl-
. f = & ' Q_
251 . Joelit I
. oxidace \ g = LTS5
P7O0 redukdge L] L% q_-_ =
P700 : sl =
20
= 20 =
‘o 1]
£ g
% 15 o
=
= =
[
= 124 %
= =
=
=
LR 08
04
i B R S R, bt R b T = ) - = 0.4
woa o oW o ow o Wt ' wt w
taz  diemms] Caz e [E]

Obr.1. FIJ (B, D) a transmisni zmény v 820 nm (lgy) pro listy hrachu setého (vlevo) a stélky lisejniku
Umbilicaria hirsuta (vpravo) béhem 5-s excitace. Intenzita excitaéniho svétla byla 2400 pmol fotonti m™
s, 650 nm. Pievzato z posteru Ilik a kol. (2008) The unusual step in chlorophyl fluorescence induction of
lichens can be observed also in some higher plants. Prezentovano na konferenci XVI Congress of the

Federation of European Societies of Plant Biology (FESPB). Upraveno.
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2. 2. 1. Mozné interpretace anomdalniho chovani fluorescence v F1J za vinou P

Pokles fluorescence za vinou P v intervalu 0,2-0,4 s u lisejnika odrazejici rychly
odtok elektronti z PSI souhlasi s reoxidaci P700. Narust intenzity fluorescence do viny
H ale neni doprovazen zménou v redoxnim stavu P700 (viz vyse). Z toho vyplyva, ze
tento nartist neni zptisoben pfilivem elektronti do PSI. Jeho pficinou je pravdépodobné
ptiliv elektronit z endogenniho reduktantu, ktery redukuje PQ, coz se projevuje
V nartistu intenzity detegované fluorescence. Aktivovany PSI vSak na tento endogenni
reduktant jiz neni citlivy. Ilik a kol. (2006) se domnivali, Ze¢ by timto reduktantem mohl
byt NADPH, ktery vraci elektrony na PQ mechanismem zndmym jako CET zavisly na
NAD(P)H. Redukce PQ by také mohla byt zptsobena elektrony vracejicimi se zpét na
PQ pomoci feredoxinu, tzv. CET zavislym na feredoxinu. Proto Ilik a kol. (2006)
zkoumali vliv CET na neobvykly pribéh FIJ u lisejniki Umbilicaria hirsuta.
V pokusech, které provedli, vSak vlna H nebyla citliva ani na antimycin A (inhibitor
CET zavislého na feredoxinu), ani na rotenone (inhibitor CET zavislého na NAD(P)H).
Z toho vyplynulo, Ze CET neni odpovédny za vinu H. Redukce PQ tedy nastava

pravdépodobné vlivem endogenniho reduktantu, ktery ovSem nesouvisi s CET.
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3. Fotoinhibice svételnych reakci fotosyntézy rostlin

Vlivem vysoké ozafenosti muze dochazet k fotoinhibici svételnych reakci
fotosyntézy. PSI je pfi normalnich teplotich mnohem odolnéjsi viici vysoké ozatrenosti
nez PSII. Fotoinhibice PSII je dusledkem piebytku energie ptivedené do RC PSII po
zachytu fotonl v anténnich komplexech PSII a nedostatecnou kapacitou odvodu
elektront z RC PSII. PiebyteCna excitatni energie V anténnich komplexech je
pievedena na teplo nebo vyzarena ve formé fluorescence. Pokud neni kapacita téchto
deexcitacnich procesti dostatecnd, dochazi k fadé strukturné-funkénich zmén v PSIl a v
kone¢ném dusledku k poskozeni D1 proteinu PSII. Fotoinhici PSII mtzeme rozdélit na
fotoinaktivaci, kdy nékteré proteiny PSII ztraceji svou funkci, ale nejsou poskozeny, a
fotodestrukci, kdy dochazi k irreverzibilnimu poskozeni proteind PSIl (viz napf.
Krulova 2006).

3.1. Fotoinhibice PSII u symbiotickych organismu

U symbiotickych organismil, stejné¢ jako u vyssSich rostlin, zptisobuje nadbytek
excitaéni energie fotoinhibici PSII v tylakoidni membrané chloroplastti fotobionta.
Fotoinhibice fotosyntézy u téchto organismli neni dosud dostatecné prozkoumana.
V soucasné dob&€ probiha mnoho studii zamcéfujicich se na fotoinhibici vSech
komponent fotosyntetického aparatu. Napt. Hill a kol. (2006) se domnivaji, Ze sniZeni
ucinnosti fotosyntézy béhem fotoinhibice korali (symbidza polypu a obrnének) miize
byt zptsobeno tvorbou nefunk¢énich center PSII.

Existuje uréitd rozmanitost ve fotosystémech II. Muzeme je d¢lit z hlediska
schopnosti redukovat Qg na aktivni centra PSII (PSlla), ktera jsou znama jako Qg
redukujici, kdy redukovany primarni stabilni akceptor elektronit Qa je ucinné
reoxidovan sekundarnim elektronovym akceptorem Qg a neaktivni centra (PSllx),
znama jako Qg neredukujici, u nichz jsou Qa  OXidovana asi tisickrat pomaleji. Dalsi
déleni PSII rozliSuje fotosystémy s vnitinim 1 vnéjSim svétlosbérnym komplexem
(LHCII) (PSlla) a fotosystémy majici jen vnitini LHCII (PSIIB). Stresové faktory jako
napf. nadmérné ozareni maji vliv na vyskyt téchto typt fotosystémui v chloroplastu.

Vyzkumy fotoinhibice fotosyntézy provadéné na koralech ukazaly, Ze nadmérna
ozafenost ma za nasledek pokles parametru Fy/Fy a vyraznou zménu ve tvaru FI1J. Napf.
Hill a kol. (2006) se domnivaji, Ze tento pokles parametru F\/Fy, stejné jako u vyssich

rostlin, souvisi s relativnim naristem viny J v FIJ, z ¢ehoZ Ize usoudit, ze nadmérna
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ozétenost vede ke pfemeéné PSlla na PSllx. Tato pfeména muze byt plné reverzibilni.
Pti nadmérné ozarenosti koralti navic dochazi, stejné jako u vyssich rostlin, k pfeméné
PSlla na PSIIB, ¢imz se shizuje absorp¢ni prufez PSII a PSII je tak chranén pied
nadbytkem excitaci. K podobné ochran¢ PSII dochdzi ptfi indukci tzv.
nefotochemického zhaseni (NPQ).

Vaczi (2006) zkoumal vliv rizné vysoké ozafenosti na bunéénou suspenzi
zelenych fas Trebouxia erici. Tento experiment prokazal exponencialni pokles
aktualniho kvantového vytézku fotochemie ®; méfeného v pribéhu pomalého FIJ a
narGst rychlosti vyvinu kysliku (OER) pfi rostouci ozarenosti. OER dosahovala svého

2 51 pokles @ poukazuje na sniZzeni

maxima pii ozatenosti 500 pmol fotoni m’
rychlosti elektronového transportu na tylakoidnich membrandch a zvySeni nezativé
disipace absorbované energie. K podobnym vysledkim u stélek lisejnikii Umbilicaria

decussata, Umbilicaria antarctica a Usnea antarctica dosla i Vrablikova (2005).

3.2. Mechanismy pusobici proti fotoinhibici rostlin

Rostliny si v prubéhu evoluce vyvinuly fadu mechanismi, jak se vypotadat
excitacni energie na tepelnou, pomoci pigmenti xantofylového cyklu. Jinym obrannym
mechanismem proti nadmérné ozarenosti je odpojeni vn&jsich LHCII od PSII. V tomto
ptipadé dochazi k aktivaci specifické kinazy, ktera fosforyluje proteiny LHCII a
zpusobuje odpojeni komplexu od PSII. Ve stromélni ¢asti membrany se fosforylované
LHCII vazou na PSI, kterému predavaji excitacni energii (vViz napt. Krulova 2006).

LiSejniky jsou schopny se vyporadat s fotoinhibici pomoci nékolika
mechanismi. Stélka ve své svrchni korové vrstvé obsahuje sekundarni metabolity napft.
melanin a parietin, které pohlcuji svétlo a funguji tak jako ochranna clona, ktera brani
prichodu svétla na fotobionta. Vyznamnou roli v ochran¢é pfed nadmérnou ozarenosti
také hraje svétlem indukovand tvorba zeaxantinu. Stélky liSejnikd vlivem nadmérné
ozafenosti vysychaji. Ve vyschlém stavu se stélky vyznacuji zvySenou spektralni
odrazivosti, ktera jej také chrani pfed nadmérnou ozafenosti (viz napt. Vrablikova
2005). Ve stélkach lisejnikti se nachazi antioxidanty, zahrnujici karotenoidy, askorbat a
tokoferoly, jejichz tlohou je vypotadat se s reaktivnimi formami kysliku, které se pii
vysokém ozareni stélek vytvareji. Je-li kapacita téchto antioxidanti vyCerpana, piijde na

fadu neodvratné poskozeni fotosystému (Kranner a kol. 2005).
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4. Cile prace

Ptredkladana prace si klade za cil studium pribéhu fluorescencni indukéni kiivky
liSejnikti obsahujicich symbiotickou fasu rodu Trebouxia. Studium je zaméfeno na
analyzu zejména neobvyklé viny H ve fluorescen¢ni indukei v souvislosti s fotoinhibici
fotosyntetického aparatu fotobionta. Je také zkouman vliv vysoké ozafenosti za
anaerobnich podminek. Pro srovnani jsou pouzity pii studiu rostliny huseni¢ku rolniho

jako zastupci vyssich rostlin.
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5. Material a metody
5.1. Material

LiSejniky Umbilicaria hirsuta byly nasbirany v lokalit¢ Brnénské piehrady
(49°15' 25.989" N, 16°27' 55.498" E). Po sbéru byly dehydrovany a skladovany za Sera

pii pokojové teploté. Minimaln¢ dva dny pfed méfenim byly stélky vitalizovany (kap.
5.2.4.) pfi teploté 17°C. Zastupci lisejniku Umbilicaria hirsuta jsou zobrazeni na obr. 2
(http://www.biolib.cz/cz/taxonimage /id106822/ ?taxonid=125211).

Obr. 2. Umbilicaria hirsuta - pupkovka srstnata (http://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id106822/?taxonid=
125211

Pro srovnavaci métfeni byly pouzity rostliny husenicku rolniho. Huseni¢ek rolni
byl péstovan po 4 tydny v kvétinacceich v raselinovém substratu pfi teploté 25 °C a 60%
vlhkosti. Rust husenicku probihal v rezimu 12 hodin svétlo (bilé svétlo o intenzité 100
umol fotont m? s*, PAR) / 8 hodin tma. Na obr. 3 je vyobrazen husenitek rolni

V ristové fazi tésné pred méfenim.

Obr. 3. Arabidopsis thaliana- husenicek rolni
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5.2. Metody

5.2.1. Méreni fluorescencniho indukcniho jevu in vivo

K meéteni fluorescencnich indukénich kiivek byl pouzit PEA fluorimetr
(Hansatech Instruments, Norfolk, UK), kde zdrojem excita¢niho svétla jsou LED diody
vyzafujici na vinové délce 650 nm. Intenzita excita¢niho cerveného svétla byla

2 s, Byla ozafovéana

nastavena na 40% maximalni hodnoty (4660 pumol fotontt m’
svrchni strana stélek liSejnikd a listd huseni¢ku rolniho. Méfeni trvalo po dobu 3 s.

Mg¢teni probihalo pfi teploté 23°C.

5.2.2. Soucasné méreni fluorescencniho indukcniho jevu a absorpcénich zmén P700

Ptistroj DUAL PAM-100 (Waltz GmbH, Némecko), zobrazeny na obr. 4,

umozioval souc¢asné meéieni fluorescenéniho indukéniho jevu (FIJ) a absorpénich zmén
pii 830 nm béhem satura¢niho pulzu. Soucasti pristroje jsou métici hlavy DUAL-E a
DUAL-DB s detektorem. M¢tici hlava DUAL-DB je vybavena LED diodou emitujici
méfici svétlo 0 vinové délce 460 nm. Jako zdroj aktinického svétla v obou méficich
hlavach slouzi nékolik LED diod emitujicich ¢ervené zafeni (635 nm). Pro méfeni
absorpénich zmén donoru elektrontt PSI (P700) je méfici hlava DUAL-E vybavena
dvéma zdroji infraervené¢ho zafeni (830 a 875 nm). Detektor absorpnich zmén
vyhodnocuje rozdil intenzit zafeni proslého vzorkem (list, stélka) u obou vInovych
délek (lg7s - lg30). Svétlem stimulovany nardst rozdilu lgzs - lg3p poukazuje na probihajici
oxidaci P700. Pied kazdym méfenim byly intenzity obou svétel prochazejicich vzorkem
nastaveny na stejnou hodnotu, aby redoxni zmény P700 byly detekovany co nejcitlivéji.
Méteni bylo provadéno v rychlém modu, doba trvani satura¢niho pulzu byla 800 ms.
Meéfieni probihalo pfti teploté 23°C. V této praci jsou prezentovany typické prabehy F1J 1
kinetiky absorp¢nich zmén P700, k podobnym vysledkim jsme dospéli 1 v dalSich

sadach experimentt.
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Obr. 4. Mé&fici aparatura DUAL PAM-100 (1- méfici hlava DUAL-E, 2- méfici hlava DUAL-DB, 3-

napajeci a fidici jednotka, 4-notebook)

5.2.3. Navozeni fotoinhibice fotosyntetického apardtu rostlin

Byla navozovana fotoinhibice fotosyntetického aparatu zatemnénych stélek
Umbilicaria hirsuta a listd husenicku rolniho. Jestlize jsme méfili fluorescencni
indukéni jevy pomoci PEA fluorimetru, byla fotoinhibice fotosyntetického aparatu
Umbilicaria hirsuta navozena bilym svétlem o intenzité 1500 pmol fotond m? s™ po
dobu 50 minut pii 4 °C pomoci zdroje studeného svétla KL-2000 (Zeiss, Hertfordshire,
UK). Po ozafeni byly stélky po dobu az 2 hodin zatemnény. V pribéhu této temnotni
adaptace byl na fotoinhibovanych listech (stélkdch) méfen F1J. Po celou dobu méteni
byly stélky umistény v klipu, aby byla zachovana stejna geometrie pii méteni. Jestlize
jsme mefili s ptistrojem DUAL-PAM-100, byla fotoinhibice fotosyntetickych aparatti
navozena &ervenym aktinickym svétlem o intenzité 1690 pmol fotond m? s™ s dobou

trvani 30 minut.
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5.2.4. Vitalizace lisejniki

Byl studovan prib¢h vitalizace vyschlych stélek Umbilicaria hirsuta. Na svrchni
stranu dehydrovanych pifedem zatemnénych stélek liSejniktt Umbilicaria hirsuta bylo
ptikapnuto 0.5 ml deionizované vody. Mé&feni FIJ probihalo na 5 vzorcich (Cast stélky
liSejniku). Na prvnim vzorku jsme méfili FIJ po 30 s od pocatku hydratace, na druhém
vzorku po 1 minuté, na tietim po 4 minutach, na ¢tvrtém po 8 minutach a na patém po
16 minutach od pocatku hydratace. Pro ¢asy 30 s, 1, 4, 8, 16 minut bylo tedy méfeni
realizovano na riznych vzorcich, aby nedochazelo k pfili§ castému osvétlovani stélek,
které by ovliviiovalo nasledna méteni F1J. Stélky byly po celou dobu méfeni umistény
v klipu na vaté, aby byla zachovana stejna geometrie pti méteni. Méfeni jsme provadéli

dvakrat.

5.2.5. Infiltrace roztokem DCMU
Pro méfeni v pfitomnosti DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea),

inhibitor elektronového transportu z Qa na Qp, byly zatemnéné stélky lisejnikt
Umbilicaria hirsuta vystaveny ptsobeni 5 a 20 uM DCMU obsahujiciho 1% etanolu.
Stélky liSejniku byly vystaveny ptisobeni 5 uM DCMU po dobu az 40 minut. FIJ
zaroven s kinetikou absorpcénich zmén P700 byl méfen po 10, 20 a 40 minutach
pusobeni DCMU. Jestlize byly stélky vystaveny ptisobeni 20 uM DCMU po dobu az 50
min, byl FIJ zaroven s kinetikou absorpénich zmén P700 méten po 10, 20 a 50 minutach
pusobeni DCMU. Listy huseni¢ku rolniho byly vystaveny ptisobeni 20 uM roztoku
DCMU po dobu az 80 minut. Métfeni FIJ zaroven s kinetikou absorpénich zmén P700
probihalo po 10, 20, 40 a 80 minutach pisobeni DCMU. Stélky, listy byly umistény v
Petriho misce na vaté napusténé roztokem DCMU a ponechany zde ve tmé€. Po uplynuti
pozadované doby pusobeni DCMU byly vzorky pied kazdym méfenim osuseny
papirovym kapesni¢kem. Po jednotlivych méfenich byly stélky opét polozeny na vatu

do Petriho misky, nebyla tak tedy zachovana stejna geometrie pii méteni.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. FIJ liSejnikt po fotoinhibici

Fluorescen¢ni indukéni kiivka liSejnikti obsahujicich fasu Trebouxia se
vyznacuje neobvyklym prubéhem. Kromé charakteristickych fazi O-J-1-P na ni jeste
pozorujeme nezvyklou vinu H (viz kap. 2.2.). Zvitalizované a zatemnéné stélky
lisejnikii byly fotoinhibovany svétlem o intenzitd 1500 pmol fotond m™ s po dobu 50
minut pii 4 °C. Poté byly ponechany ve tm¢ po riznou dobu (15-120 minut). Béhem
temnotni adaptace po fotoinhibici byl mé&fen FIJ (obr. 5). Po celou dobu byly stélky
umistény v klipu pro zachovani stejné geometrie pti méfeni. Tento pokus byl zopakovan
na zakladé méfeni, které provedl Ilik a kol. (2006). Tito autofi pozorovali, ze ve FIJ
dochazelo k poklesu viny H na fotoinhibovanych stélkach lisejniku. Na obr. 5 jsou
fluorescen¢ni indukéni kiivky normalizovany na variabilni fluorescenci Fv = Fy — Fo
(Fm, maximalni intenzita fluorescence ve fluorescencni indukéni kiivee; Fo, intenzita
fluorescence v bodé O), aby byly vice patrné tvarové zmény kiivek. Bezprostfedné po
fotoinhibici (15 min) doSlo k relativnimu snizeni viny H (srovnej s kontrolou pted
fotoinhibici). S rostouci dobou zatemnéni po fotoinhibici relativni vyska viny H rostla.
V méfeni, které provedl Ilik a kol. (2006) byl po 2 hodinach zatemnéni pozorovan témeét
kompletni navrat viny H na ptvodni uroven s nejvétSim relativnim naristem viny H
mezi 15-30 minutami. V nasem méfeni v§ak 2 hodiny zatemnéni nestacily ke kompletni
obnové viny H, ale byla zaznamenana stejna tendence v relativnim zvySovani této viny.
Vysledky naznacuji, ze po fotoinhibici doslo ke snizeni donace elektronii na PQ
vintervalu 0,4-2 s (viz kap. 2.2.1). Srostouci dobou zatemnéni po fotoinhibici je
postupné donace elektronti na PQ vyraznéjsi, coZ se projevuje v relativnim nartstu viny

H ve FLJ.
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Obr. 5. FIJ pro stélky Umbilicaria hirsuta pted (0) a 15, 30, 60 a 120 minut po fotoinhibici navozené
svétlem o intenzitd 1500 pmol fotonéi m™? s po dobu 50 minut pii 4°C. Ciselné udaje vyjadfuji dobu

zatemnéni po fotoinhibici v minutach. Kiivky jsou normalizovany na variabilni fluorescenci.
Fluorescen¢ni indukéni kiivky jsou vzajemné posunuty o konstantni hodnotu 0,3 r.j.

Z naméfenych FIJ je mozno vyhodnotit maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII,
Fv/Fm, a variabilni fluorescenci, Fy, normovanou na Fy pied fotoinhibici, které se
pouzivaji k posouzeni stavu fotosyntetického aparatu stresovanych rostlin. Obr. 6
ukazuje, ze 15 minut po fotoinhibici hodnoty parametri F\/Fm a Fy (normované)
vyrazné poklesly. Srostouci dobou zatemnéni hodnoty parametrti rostly téméf na
uroven pied fotoinhibici. Dosahl-li parametr Fy/Fy hodnoty ~0,6, doslo i k vytvoifeni
viny H (srovnej sobr. 5). Srostouci dobou zatemnéni by se zfejmé dale zvySovala

relativni uroven viny H.
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Obr. 6. Zavislost parametra F/Fy (m) a Fy (e, normovaného na F pfed fotoinhibici) na Case po
fotoinhibici navozené svétlem o intenzit&1500 pmol fotonit m?s™ po dobu 50 minut pti 4°C pro stélky
Umbilicaria hirsuta. Hodnota v 0 minutach odpovida kontrolnimu vzorku pted fotoinhibici.

6.2. FIJ liSejnika v pribéhu vitalizace

Aktivita PSIl ve vysychajicich stélkach je vyrazné niz§i nez Vv hydratovaném
stavu (viz kap. 1.3.). Zajimalo nas, zda se bude v pribéhu hydratace zaschlych stélek
lisejniku (vitalizace) se zvysujici se aktivitou PSII také zvySovat relativni zastoupeni
viny H. Na svrchni stranu dehydrovaného piedem zatemnéného lisejniku Umbilicaria
hirsuta byla ptikapnuta deionizovana voda.

Obr. 7A ukazuje, ze FIJ dehydrovanych stélek lisejniki vykazovaly velmi
nizkou troven fluorescence, ktera byla v ramci méteni F1J téméf konstantni. Variabilni
fluorescence byla prakticky nulova. S rostouci dobou vitalizace dochazelo k nardastu Fy,
coz poukazuje na zvySujici se aktivitu PSIl. Charakteristické faze fluorescencni
indukéni kiivky (J, I, P) pozorujeme az po 4 minutach hydratace. Na obr. 7B jsou FIJ
normalizovany na Fy, aby byly vice patrné tvarové zmény, zejména nartust viny H.
Kiivky FIJ do 4 minut od zac¢atku hydratace nejsou v tomto obrazku zobrazeny, jelikoz
nevykazovaly téméf zadné tvarové zmény. V prubéhu hydratace roste relativni
zastoupeni viny H, coz naznacuje zvySenou redukci PQ diky endogennim reduktantiim.
Cim je funkce PSII lepsi, tim je vlna H relativné vys$si. Podobnd méfeni provedli

Bukhov a kol. (2003) na lisejnicich Hypogymnia physodes. Jejich méteni ukazalo, ze
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faze O-J-1-P se objevily az velikost Fy dosahla alesponn 25% svého maxima v plné
hydratovaném stavu. Bukhov a kol. (2003) se také zabyvali aktivaci PSI v prubéhu

vitalizace a zjistili, ze fotochemické procesy se v PSI obnovily rychleji nez v PSII.
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Obr. 7. FIJ nenormalizované (A) a normalizované na variabilni fluorescenci (B) pro stélky Umbilicaria
hirsuta v pribéhu vitalizace. Vitalizace byla navozena kapnutim 0,5 ml deionizované vody na vyschlé
stélky. Ciselné tidaje vyjadiuji ¢as vitalizace v minutach. Pro ¢asy 30 s, 1, 4, 8, 16 minut od pocatku
hydratace byly FIJ méfeny na rtiznych vzorcich, aby nedochazelo k pfili§ ¢astému osvétlovani stélek. Na
obr. 7B jsou fluorescenéni indukéni kitivky vzajemné posunuty o konstantni hodnotu 0,3 r.j.

Z F1J namétenych v pribéhu italizace je na obr. 8 vyhodnocen parametr Fy/Fu
Vv zévislosti na dobé od pocatku hydratace. Tento parametr byl pro vyschlé stélky
lisejnikd nulovy. Jak se aktivita PSIl zvySovala, tak také postupné rostla hodnota Fy/Fu
a dochazelo i k vytvoreni viny H. Po 20 minutach vitalizace se ale maximalni kvantovy
vytézek fotochemie PSII jiz téméf nemenil, zlistdval na stejné urovni, a presto se vina H
stale zvySovala. Relativni nariist viny H tedy neodpovida jednoznaéné zlepSovani

funkce PSII.
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Obr. 8. Zavislost parametru F\/Fy na dob¢ od pocatku hydratace pro stélky Umbilicaria hirsuta.

6.3. VlIiv DCMU na FIJ a kinetiku absorpénich zmén P700
DCMU  (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) je uc¢inny  blokator

elektronového transportu z Qa na Q. Meéfenim FIJ u vzorkd (listy, stélky)
infiltrovanych roztokem DCMU ziskame informaci, jak FIJ vypada pii Gplné blokaci
akceptorové strany PSII. Abychom ziskali hlubsi informace o transportu elektronti z PQ
do PSI a za PSI, méfili jsme zaroven s FIJ i absorpéni zmény P700. Tyto absorp¢ni
zmény poskytuji informace o kinetice a rozsahu oxidace P700.

V kinetice absorp¢nich zmén P700 u vysSich rostlin rozliSujeme v prabéhu 800
ms saturaéniho pulzu dvé faze (Schansker a kol. 2003). Pocate¢ni oxidaci P700
v prvnich sekundach satura¢niho pulzu a naslednou redukci P700 v 30-800 ms
zpusobenou piilivem elektronti z PSII. Finalni oxidace P700 se neobjevuje, jelikoz v tak
kratkych Casech u vysSich rostlin neni jesté aktivovano FNR (viz kap. 2.1.2). Ke
zkoumani vlivu DCMU na F1J a kinetiku absorpénich zmén P700 u vyssich rostlin jsme
pouzili vzorky husenic¢ku rolniho. Listy huseni¢ku byly vystaveny piisobeni DCMU po
dobu az 80 minut. Pisobeni DCMU na listy husenic¢ku rolniho vyrazné ovliviiuje F1J i
kinetiku absorpcnich zmén P700. Obr. 9A ukazuje, ze FIJ dosahuje svého maxima uz
po 2-3 ms v J fazi, coz poukazuje na kompletni inhibici elektronového transportu za Qa.
Z namétenych F1J jsme vypocitali parametr F\/Fyp. Pro FIJ u kontrolniho listu husenicku
bez infiltrace DCMU tento parametr nabyval hodnoty 0,84. Po 80 minutach ptsobeni 20
uM roztoku DCMU se tato hodnota snizila na 0,72. Obr. 9B ukazuje, ze se redukce
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P700 s rostouci dobou ptisobeni DCMU na list huseni¢ku postupné zmensuje. Po 80
minutach pisobeni DCMU jiz dochazi ke kompletni oxidaci P700 v intervalu 20-800
ms, kdy zadné elektrony z PSIl nejsou dodavany do PSI. Podobna méieni provedli
Schansker a kol. (2003), kteti zkoumali vliv 100 uM roztoku DCMU na FIJ a kinetiku
absorpcnich zmén P700 u listd hrachu setého. Zjistili, Ze po 60 minutovém pisobeni
DCMU na listy hrachu setého je elektronovy transport zQa na Qg kompletné

inhibovany a zaroven dochazi k aplné oxidaci P700.
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Obr. 9. Vliv DCMU na FI1J (A) a kinetiku absorp¢nich zmén P700 (B) pro listy huseni¢ku rolniho.
Zatemnéné listy byly vystaveny ptisobeni 20 uM DCMU po dobu 0, 10 20, 40 az 80 minut. Ciselné
hodnoty vyjadtuji dobu ptisobeni DCMU na listy huseni¢ku v minutach. Signal v zapornych casech je
umérny fluorescenci Fo. Fluorescencni indukéni kiivky jsou vzajemné posunuty o konstantni hodnotu.
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U liSejniku nachazime odlisSny prabéh kinetiky absorpénich zmén P700. U
kontrolnich na tmu adaptovanych stélkach liSejnikt za aerobnich podminek rozliSujeme
tfi charakteristické faze (Schansker a kol. 2003):

1. prvotni oxidaci P700 béhem prvnich 20 - 30 ms satura¢niho pulzu

2. ptechodnou redukci P700 v ¢asovém intervalu 30 - 150 ms

3. finalni oxidaci P700 po 300 - 600 ms
Ptechodna redukce souhlasi s I-P fazi na fluorescen¢ni indukéni kiivce. Je zplisobena
inaktivaci FNR na akceptorové strané PSI, kterd zamezi toku elektronti na NADP”,
Jakmile je FNR aktivovano (po 150 ms saturacniho osvétleni), mtize akceptorova strana
udrzovat P700 v oxidovaném stavu.

Pro méfeni v pfitomnosti DCMU, byly stélky ponofeny do 5 uM roztoku DCMU
po dobu az 40 min a do 20 uM roztoku DCMU po dobu az 50 min. Jak je patrné z obr.
10A a 11A, FIJ u stélek infiltrovanych 5 i 20 uM DCMU jsou charakteristické absenci
J-1-P faze uz po 10 minutach pisobeni DCMU. F1J dosahuje svého maxima jiz ve fazi J
podobné jako u husenicku rolniho (srovnej 9A). Vlivem pusobeni DCMU na stélky
lisejnikd dochazi také ke snizeni viny H ve FlJ, coz ukazuje na souvislost viny H
s redukci elektronovych prenaseci za Qg. Kinetika absorpénich zmén P700 u stélky
infiltrované 20 uM roztokem DCMU je vSak odliSnad od kinetiky absorpénich zmén
P700 zméfené u stélek, které byly vystaveny pisobeni 5 uM roztoku DCMU. Obr. 10B
ukazuje, ze jiz po 10 minutach ptsobeni 20 uM roztoku DCMU dochazi k trvalé oxidaci
P700. Pfechodné redukce P700 je potlacena diky inhibici elektronového transportu z Qa
na Qg. V intervalu 30-150 ms je viditelna jen minimalni redukce P700, ktera ptetrvava i
po delsi dobé pisobeni DCMU na stélky lisejniku. Pfi¢ina této redukce neni ziejma,
muze byt zptisobena diky NADPH, ktery se tvoii v pribehu méfeni a donuje elektrony
na PQ, které jsou pak dale transportovany do PSI. Obr. 11B ukazuje, ze vlivem 10
minutového puisobeni 5 uM roztoku DCMU na stélky liSejniku dochazi k pomalému
mizeni pifechodné redukce P700 z divodu klesajici donace elektroni z PSII. S rostouci
dobou ptusobeni DCMU na stélky je pocatecni oxidace nasledovana redukci, ktera by uz
vsak neméla byt zptisobena elektrony z PSII, jelikoz transport elektroni z Qa na Qg je
inhibovan (srovnej obr. 11A). Tento efekt redukce P700 neni u vzorkll vystavenych
pusobeni DCMU bézny. K podobnému jevu dochazi v kinetice absorp¢nich zmén P700
u lisejnikti vystavenych anaerobnim podminkam (viz kap. 6.3.2.). Dospéli jsme tedy
Kk podezieni, ze tento vzorek byl pfili§ ponofen do roztoku DCMU a tak byl vystaven

anaerobnim podminkdm. Z namétenych FIJ u liSejnik vystavenych piisobeni DCMU
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jsme vyhodnocovali parametr Fy/Fp. Pro FIJ u kontrolnich stélek, neinfiltrovanych
roztokem DCMU, tento parametr nabyval hodnoty 0,77 a 0,78. Po 40 minutovém
pusobeni 5 uM roztoku DCMU na stélku liSejniku jeho hodnota klesla na 0,7. Po 50
minutové infiltraci jiné stélky 20 uM roztokem DCMU Klesla hodnota F\/Fy z 0,78 na
0,67. Cim je tedy DCMU koncentrovangjsi, tim zptsobuje vétsi pokles Fy/F.

Podobna méteni provedli Grouneva a kol. (2010) u rozsivek Phaeodactylum
tricornutum, u kterych se také ve FIJ také objevuje vina podobna viné H. Zjistili, ze
pusobeni 40 uM roztoku DCMU u rozsivek zpusobuje nartst viny J v FIJ podobné jako
Vv naSem méfeni. Také zjistili, ze vlivem DCMU dochazi k tplné oxidaci P700, coz

znadi, ze vSechny elektronové pienasece mezi Qa a PSI jsou oxidované.
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Obr. 10. VIiv DCMU na FIJ (A) a kinetiky absorpénich zmén P700 (B) pro stélky Umblilicaria hirsuta.
Zatemnéné stélky byly vystaveny ptisobeni 20 uM DCMU po dobu 0, 10 20 az 50 minut. Ciselné hodnoty
vyjadiuji dobu ptuisobeni DCMU na stélky liSejniku v minutach. Signal v zapornych Casech je umérny
fluorescenci Fo. Fluorescen¢ni indukéni kiivky jsou vzajemné posunuty o konstantni hodnotu.
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Obr. 11. Vliv DCMU na FIJ (A) a kinetiku absorpénich zmén P700 (B) pro stélky Umbilicaria hirsuta.
Zatemnéné stélky byly vystaveny puisobeni 5 uM DCMU po dobu 0, 10, 20 az 40 minut. Ciselné hodnoty
vyjadiuji dobu pusobeni DCMU na stélky liSejniku v minutach. Signal v zapornych ¢asech je tmérny
fluorescenci Fo. Fluorescen¢ni induk¢ni kiivky jsou vzajemné posunuty o konstantni hodnotu.
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6.4. F1J a kinetika absorpénich zmén P700 rostlin po fotoinhibici

6.4.1. Fotoinhibice rostlin p#i aerobnich podminkdch

6.4.1.1. Fotoinhibice lisejnikii pri aerobnich podminkach

Pro ziskani vice informaci o transportu elektronti za PQ a v PSI po fotoinhibici
lisejnikit byl studovan FIJ zaroven s kinetikou absorpénich zmén P700. Zatemnéné
stéelky byly umistény do plastového pytliku s navlhéenou vatou, aby nedochdzelo
k vysychani stélek béhem méteni. Takto pfipraveny vorek byl vlozen mezi méfici hlavy
ptistroje DUAL-PAM-100 (viz kap. 5.2.2.) a byl zde ponechan po celou dobu méfenti,
aby byla zajisténa stejna geometrie pii méteni. Fotoinhibice byla navozena ¢ervenym

2 s po dobu 30 min. Saturacni

aktinickym svétlem o intenzité¢ 1690 umol fotoni m’
pulz byl aplikovan 2 s, 4, 15, 30 a 60 minut po fotoinhibici.

Obr. 12A ukazuje, Ze bezprostiedné (2 S) po svételné iluminaci FIJ nabyva
svého maxima jiz ve 2 ms ve fazi J, coz znaéi, ze PQ je silné redukovan. Tato redukce
je zpusobena pfemirou elektrond v transportnim fetézci po vysokém ozafeni a pietrvava
1 po 4 minutach od konce fotoinhibice. Po 4 minutach od konce fotoinhibice neni jesté
patrny pokles intenzity fluorescence za vinou P. Tento pokles je viditelny ve FIJ az po
15 minutach od konce fotoinhibice. Po 30 minutach po fotoinhibici se ve FIJ za¢ina
objevovat i nartstova faze viny H, ktera se s rostouci dobou zatemnéni po fotoinhibici
relativné zvysuje. Prubéh FIJ je podobny jako FIJ u stélek liSejnikd po fotoinhibici pii
4°C meéteny na PEA pfistroji, kdy se s rostoucim ¢asem po fotoinhibici také relativné
zvySuje zastoupeni viny H (viz obr. 5). Obr. 12B prokazuje, ze ptechodna redukce P700
po 2 s zatemnéni PO svételné iluminaci nebyla tak vyrazna jako u kontrolnich vzorkd,
jelikoz pusobenim aktinického svétla byla aktivovana akceptorova strana PSI, ktera
nedovoluje tak vyraznou akumulaci redukovaného P700. Navic funkce PSII je po
fotoinhibici utlumena. PSII neni schopen dodavat elektrony Vv plném rozsahu tak jako
pted fotoinhibici. V méteni absorpcnich zmén po 4 minutach zatemnéni po fotoinhibici
pozorujeme silngjsi redukci P700 ve srovnani sredukci P700 viditelnou 2 spo
fotoinhibici. Nabéh finalni oxidace P700 po 4 minutach od konce fotoinhibice nastava
ve stejnou dobu jako u kontroly, narozdil od odezvy pozorované po 2 s po fotoinhibici,

vvvvvv

inaktivaci akceptorové strany PSI v kratkych Casech s rostouci dobou zatemnéni po

34



fotoinhibici. Kinetika absorpcnich zmén se tak s rostouci dobou zatemnéni stale vice

ptiblizuje kontrolnimu méteni pied fotoinhibici.
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Obr. 12. F1J (A) a kinetika absorpénich zmén P700 (B) pro stélky Umbilicaria hirsuta métené pomoci
saturacnich pulzd aplikovanych na stélky pied fotoinibici (0) a 2s, 4, 15, 30 a 60 minut po fotoinhibici
navozené aktinickym svétlem o intenzité 1690 pmol fotonit m? s po dobu 30 minut. Ciselné udaje
vyjadiuji ¢as po fotoinhibici v minutach. Signal v zapornych casech je Umérny fluorescenci Fo.
Fluorescen¢ni indukéni kiivky jsou posunuty o konstantni hodnotu.

Grouneva a kol. (2009) provedli podobna méteni na rozsivkach Phaeodactylum
tricornutum, u kterych se ve FIJ také objevuje vina H. Tito autofi také pozorovali po
fotoinhibi¢nim pasobeni ve FIJ u rozsivek nartst intenzity fluorescence ve ving J
znacici vyraznou redukci PQ. Tito autofi se domnivaji, Ze redukce PQ nastava diky
chlororespiraci, kdy dochazi k donaci elektroni na PQ z NADPH pies NADPH
dehydrogenazu (Ndh). K tomu podle Grounevy a kol. pfispiva i to, Ze v méfeni kinetiky
absorp¢nich zmén P700 se po fotoinhibici objevuje ptechodna redukce P700, ktera by
meéla byt detegovana jen V kinetice absorp¢nich zmén P700 u na tmu adaptovanych
rozsivek, u kterych je na pocatku méfeni FIJ inaktivovana akceptorova strana PSI.
Ptechodna redukce P700 ale mize byt zptisobena slabou donaci elektronti z PSII, jehoz

funkce je sice po fotoinhibici utlumena, ale i tak je schopen dodavat alesponn malé
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mnozstvi elektronil. S pfibyvajici dobou zatemnéni se obnovuje jak funkce PSI, tak
funkce PSII. Do 15 minut od ukonc¢eni fotoinhibice je pravdépodobné vina H sniZena
diky pomalejsi donaci elektronii z endogennich reduktanti na PQ. S rostouci dobou
zatemnéni po fotoinhibici se donace elektronti Z endogennich reduktanti na PQ opét
zvySuje a tim dochazi k relativnimu narGstu viny H. V oblasti 200-800 ms, kdy se
objevuje vina H, neni P700 po 4 minutach po fotoinhibici kompletné oxidovano,
zatimco u kontroly a po 30 a vice minutach po fotoinhibici je P700 jiz Gplné€ oxidovano
a objevuje se zaroven vina H. Na zaklad¢ téchto poznatkti mizeme vyslovit hypotézu,
ze kK narastu viny H ve FIJ dochazi, kdyz je P700 kompletné¢ oxidovany. ZlepSovani
funkce PSII po fotoinhibici sledujeme i v postupném ristu parametru Fy/Fy,
vyhodnocovaného z namétenych FI1J (Obr. 13). Zatemnéné kontrolni vzorky vykazuji
normalni hodnoty F\/Fu (kolem 0.8), bezprostfedné po fotoinhibici je hodnota tohoto
parametru jiz zna¢né snizena. Jak se funkce PSII po fotoinhibici postupné obnovuje,
zvySuji se i hodnoty Fy/Fy. Dosahl-li parametr Fy/Fy hodnoty ~0,5, doslo také
k vytvofeni viny H. Ani hodina zatemnéni po fotoinhibi¢nim pasobeni vsak nestacila
k upIné obnové¢ funkce PSII. Pokles parametru F\/Fy je typickou reakci na stres, a to
nejen na vysokou ozafenost (viz kap. 3.1.), ale také na stres suchem, vysokou teplotou

nebo expozici tézkymi kovy (Vaczi a Bartak 2006).
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Obr. 13. Zavislost parametru Fy/Fyy na dobé po fotoinhibici navozené aktinickym svétlem o intenzité
1690 pmol fotond m? s* po dobu 30 minut. Hodnota v&ase 0 minut odpovidd kontrolnim,

nefotoinhibovanym stélkam Umbilicaria hirsuta.

36



6.4.1.2. Fotoinhibice husenicku rolniho p7i aerobnich podminkach

Pro srovnani F1J a kinetiky absorp¢énich zmén P700 po fotoinhibici u liSejniki
a vyssich rostlin bylo provedeno méfeni na listu husenicku rolniho za stejnych
podminek. FIJ u kontrolnich listi adaptovanych na tmu vykazuje typicky prabéh O-J-1-
P (Schansker a kol. 2003), coz nam ukazuje obr. 14A. Bezprosttedné¢ (2 s) po
fotoinhibici FIJ dosahuje svého maxima uz po 2-3 ms v J fazi, stejn¢ jako u lisejniku,
coz poukazuje na silnou redukci PQ. Z méfeni absorpénich zmén P700 je na obr. 14B
ziejmé, ze po 2 s po fotoinhibici nedochazi k tak vyrazné redukci P700, jelikoz je jiz
svétlem aktivovana akceptorova strana, ktera brani akumulaci redukovaného P700.
V kinetice absorpcnich zmén po 2 spo fotoinhibici je patrné jen malé zvinéni
v intervalu 30-800 ms, které zna¢i mirnou redukci P700 diky slabé donaci elektront
z PSII, jehoz funkce byla fotoinhibi¢nim plisobenim zna¢né€ utlumena. Ke stejnému jevu
dochazi i u lisejniku Umbilicaria hirsuta (viz kap. 6.4.1.1.). S prodluzujici se dobou
zatemnéni po fotoinhibici dochazi k postupné inaktivaci akceptorové strany PSI, coz se
projevuje stale silngjsi redukci P700 v intervalu 20-300 ms. Mezi 4 -15 minutami po
fotoinhibici se kinetika absorpénich zmén i FI jiz vyrazné¢ podobaji kinetikdm
absorp¢nich zmén P700 a FIJ u kontrolnich vzorki. V kinetice absorpcnich zmén P700
u vyssich rostlin nepozorujeme finalni oxidaci P700 v intervalu 300-500 ms, jelikoz u
vysSich rostlin neni v téchto ¢asech aktivovano FNR (viz kap. 2.1.2.). Nedavné studie
tykajici se FNR naznacuji, ze u vysSich rostlin je vétsina FNR vazano k tylakoidni
membrané pomoci dvou proteinti zvanych Tic62 a TROL. U niz8ich rostlin se tyto
komplexy nevyskytuji (Mulo 2010). Vazba FNR na tylakoidni membrany je regulovana
indukovanou zménou redoxniho stavu stromatu chloroplastu. Ve tmé je FNR spise
navazano k tylakoidni membrané, zatimco na svétle dochazi Kk jeho uvolnéni do
stromatu (Benz a kol. 2010, Mulo 2010). Pravé svétlem indukované vyvazani FNR
z tylakoidni membrany a tedy jeho zapojeni do oxidace Fd mulze byt zdrojem finalni
oxidace (300-800 ms) P700, kterou pozorujeme bezprostiedné (2 s) po fotoinhibici.
S rostouci dobou po fotoinhibici se FNR pravdépodobné opét vaze na tylakoidni

membranu a akceptorova strana PSI je inaktivovana.
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Obr. 14. FIJ (A) a kinetika absorpénich zmén P700 (B) pro listy huseni¢ku rolniho méfené pomoci
satura¢nich pulzl aplikovanych pted fotoinhibici (0) a 2s, 4, 15, 30, 60 minut po fotoinhibici navozené
aktinickym svétlem o intenzitd 1690 pmol fotontt m™s™ po dobu 30 minut. Ciselné udaje vyjadiuji ¢as po
fotoinhibici v minutach. Signal v zapornych Casech je tmérny fluorescenci Fo. Fluorescenéni indukéni
kiivky jsou posunuty o konstantni hodnotu.

Na obr. 15 je z naméfenych FIJ vyhodnocen parametr Fy/Fy Vv zavislosti na dobé po
fotoinhibici pro listy husenicku. Pribéh této zavislosti ma podobny trend jako u
lisejniku (viz obr. 13). Ani zde hodina zatemnéni nesta¢i ke kompletni obnové funkce
PSII.
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Obr. 15. Zavislost parametru Fy/Fy, na dobé& po fotoinhibici navozené aktinickym svétlem o intenzité
1690 pmol fotond m? s* po dobu 30 minut. Hodnota v&ase 0 minut odpovidd kontrolnim,
nefotoinhibovanym listim husenicku rolniho.
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6.4.2. Fotoinhibice rostlin p¥i anaerobnich podminkach

6.4.2.1. Fotoinhibice lisejniku pri anaerobnich podminkdch

Autofi Cruz a kol. (2010) provedli méfeni FIJ a kinetiky absorp¢nich zmén P700
za anaerobnich podminek u rozsivek, u kterych se ve FIJ také vyskytuje vina podobna
vin¢ H. Na zékladé podobnosti FIJ u rozsivek a lisejnikd jsme zkoumali vliv
fotoinhibice na FIJ a kinetiku absorpcnich zmén P700 téz za anaerobnich podminek.
Zatemnéné stélky Umbilicaria hirsuta byly umistény do plastového pytliku
s navlhéenou vatou, aby nevysychaly. Takto piipravené vzorky byly vlozeny mezi
m¢éfici hlavy ptistroje DUAL-PAM-100 (viz kap. 5.2.2.) a byly zde ponechany po celou
dobu méfeni, aby byla zajiSténa stejna geometrie pfi méfeni. Do pytliku byl foukan
dusik, aby bylo zamezeno pfistupu kysliku ke vzorkim. Nejdiive byly vzorky
ponechany po dobu jedné hodiny v dusikové atmosféte a po uplynuti této doby byla
navozena fotoinhibice dervenym aktinickym svétlem o intenzité 1690 pmol fotonti m™
s po dobu 30 minut. Saturagni pulz byl aplikovan po 2 s, 4, 15, 30 a 60 minutach od
konce fotoinhibice. Poté byl pytlik otevien a byly méteny FIJ a Kinetika absorpénich
zmén P700 po 10, 20, 30 a 60 minutach pobytu vzorka na vzduchu.

Jiz samotné pusobeni dusikové atmosféry dramaticky zménilo prubéh kiivek FIJ
1 kinetiky absorpénich zmén P700. Obr. 16A ukazuje, Ze uz po 30 minutach pisobeni
anaerobnich podminek neni ve FI pfitomna faze J-l, coz znadi, ze nedochazi
k transportu elektronti z Qa na PQ, jelikoz PQ je redukovano endogennimi reduktanty.
Strmy narust faze I-P znac¢i redukci Fd. MuzZeme si také v§imnout, ze ve FIJ nedochazi
za anaerobnich podminek k poklesu intenzity fluorescence za vinou P, coz
pravdépodobné znaci zvySenou inaktivaci akceptorové strany PSI. ZvySenou inaktivaci
PSI ndm také potvrzuje kinetika absorpcénich zmén P700 na obr. 16B, kde neni uz po 30
minutach pusobeni anaerobnich podminek viditelna finalni oxidace P700 v intervalu
200-600 ms (Cruz a kol. 2010, objeveno u rozsivek). Nasledna 30 minutova
fotoinhibice stdle za anaerobnich podminek zplsobila vyznacné zmény hlavné
v pribehu kinetiky absorpcnich zmén P700. Fotoinhibi¢ni plisobeni za anaerobnich
podminek se projevilo opétovnou oxidaci P700 v intervalu 200-600 ms stejné jako za
acrobnich podminek (viz kap. 6.3.1.) jak lze usoudit z kinetiky absorp&nich zmén P700
naméfené 2 s po fotoinhibici. Malé zvinéni v redoxnim stavu P700 v intervalu 50-200
ms lze stejné jako v ptipadé aerobni fotoinhibice vysvétlit zhorSenim donace elektronti

z PSII.
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Obr. 16. FIJ (A, C) a kinetika absorp¢nich zmén P700 (B, D) pro stélky Umbilicaria hirsuta. Méfeni
pomoci satura¢nich pulzi aplikovanych na stélky v priabéhu plisobeni anaerobnich podminek (A, B) a pfi
nasledném piisobeni aerobnich podminek (C, D). A a B zobrazuje kiivky pred fotoinhibici (0, 30 a2 60") a
po fotoinhibici. Ciselné hodnoty znagi ¢as v minutach. Fotoinhibice byla navozena aktinickym svétlem o
intenzité 1690 pmol fotont m™ s po dobu 30 minut. Signal v zapornych Gasech je tmérny fluorescenci
Fo. Fluorescen¢ni indukéni kiivky jsou posunuty o konstantni hodnotu.
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Zde navic k redukci PSII mohou pftispivat endogenni reduktanty, které redukuji PQ (viz
vyse). Diky aktivované akceptorové strané PSI aktinickym svétlem jsou vSak tyto
elektrony transportovany dal v elektronovém transportnim fetézci, coz se projevuje ve
vysokém stupni oxidace P700 v celém intervalu 10-800 ms. Po 4 minutdch zatemnéni
po fotoinhibici pozorujeme ptechodnou redukci P700 nasledovanou finalni oxidaci
P700, ktera vsak probiha ve srovnani s kontrolnim vzorkem pomaleji. Od 15. minuty po
fotoinhibici findlni oxidace P700 zcela chybi, v kinetice absorp¢nich zmén P700 je
viditelna jen pomalé redukce P700 pravdépodobné elektrony z PSII. Po 15 minutach po
fotoinhibici tedy znovu dominuje inhibice akceptorové strany PSI. Po celou dobu
zatemnéni po fotoinhibici je fotochemie PSII siln¢ inhibovédna, jak lze usoudit
z relativné nizké hodnoty Fy (obr. 16A) a skuteCnosti, ze maximalni intenzita
fluorescence FIJ je dosazena jiz ve vIné¢ J. I po hodiné od ukonceni pisobeni
anaerobnich podminek (obr. 16CD) je PQ stale redukovany, coz lze vyvodit z toho, Ze
maximum intenzity fluorescence nabyva F1J ve vin¢ J. Ve vSech FIJ méfenych u vzorkt
lisejniku za aerobnich podminek po fotoinhibici si mizeme v§imnout poklesu za vinou
P, ktery je pravdépodobn& zplsoben aktivaci FNR. Tomu napovidd i kinetika
absorp¢nich zmén P700, ve které se po piechodné redukci P700 objevuje findlni
oxidace P700. Kinetika absorpénich zmén P700 se tedy za pulsobeni aerobnich
podminek velmi rychle obnovila. Jiz po 10 minutach je kinetika P700 podobna kinetice
P700 na pocatku méfeni. Narist viny H v8ak ve F1J u stélek na vzduchu nepozorujeme,
I kdyz je finalni oxidace P700 obnovena.

Podobna méfeni provedli Cruz a kol. (2010) na rozsivkach Thalassiosira
pseudonana, u kterych se ve FIJ také vyskytuje vina podobna viné¢ H. Autofi navic
zjistili, ze po infiltraci vzorki DCMU se kinetika absorpcnich zmén pii pusobeni
anaerobnich podminek prakticky nezménila, z ¢ehoZ usoudili, Ze redukce P700
v prubéhu méteni FIJ nebyla zptsobena elektrony z PSIl, ale byla zplsobena
endogennimi reduktanty. Podobné jako u naSich métfeni po 30 minutach na vzduchu
byly jak F1J, tak kinetika absorpénich zmén P700 téméi kompletné obnoveny.

Obecn¢ anaerobni podminky blokuji jak mitochondrialni respiraci, tak respiraci
probihajici v chloroplastech (viz napf. Cruz a kol. 2010). Za téchto podminek se
hromadi v buitkkich NADPH (Haldimann a Tsimilli-Michael 2002), které inhibuje
elektronovy transport jednak diky redukci PQ a jednak diky inhibici FNR na
akceptorové stran¢ PSI, coz se projevuje ztratou finalni oxidace P700 za anaerobnich

podminek. Absence finalni oxidace P700 v intervalu 200-800 ms muze byt vysvétlena i
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inhibici Mehlerovy reakce (viz kap. 2.1.2., Cruz a kol. 2010), coz by mohlo souviset se
ztratou poklesu za vinou P ve FIJ pfi anaerobnich podminkach. Pii nasem méfeni za
anaerobnich podminek Ize aktivaci finalni oxidace P700 po fotoinhibi¢nim plsobeni
prisoudit oxidaci NADPH stimulovanim Calvinova cyklu. S rostouci dobou zatemnéni
po fotoinhibici se za anaerobnich podminek opét hromadi NADPH, které inaktivuje
akceptorovou stranu PSI, coz se projevuje absenci finalni oxidace P700. Po navraceni
aerobnich podminek doslo pifi naSich méfenich k téméi okamzité aktivaci finalni
oxidace srovnatelné s kontrolou, coz mizeme vysvétlit tim, Ze se za aerobnich
podminek obnovila i aktivita mitochondrii.

ZFIJ namétfenych pfed a po fotoinhibicnim plsobeni za anaerobnich a
naslednych aerobnich podminek jsme vyhodnotili parametr Fy/Fp. V dusikové
atmosféte hodnota Fv/Fy Klesla na hodnotu 0,66 (obr. 17A). Bezprostiedné (2 s) po
fotoinhibici se jeho hodnota snizila az na 0,35. Po 4 minutach po fotoinhibici jsme
naméfili vys$si hodnotu, kterd s prodluzujici se dobou po fotoinhibici opét necekané

klesala (obr. 17B). Teprve za aerobnich podminek zac¢ala hodnota F\/Fy rist (obr. 17C)
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Obr. 17. Zavislost parametru F\/Fy; na dobé& pusobeni anaerobnich podminek na stélky Umbilicaria
hirsuta (A), na dob& po fotoinhibici navozené aktinickym svétlem o intenzité 1690 pmol fotont m?s™ po
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6.4.2.2. Fotoinhibice husenicku rolniho pri anaerobnich podminkach

Bylo provedeno také srovnavaci méteni F1J a kinetiky absorpcnich zmén P700
pii anaerobnich podminkach na huseni¢ku rolnim, zastupci vysSich rostlin. Plsobeni
anaerobnich podminek na FIJ 1 absorpcni zmény P700 se projevuje u husenicku jinak
nez u liSejniku (srovnej 18A, B s 16A, B). Narozdil od lisejniku nedochazi k inhibici
ptenosu elektroni z Qg na PQ, jak lze usoudit z kinetiky FIJ béhem hodinového
pusobeni dusikové atmosféry. Faze J-I je v F1J stale pfitomna. Z F1J naméfenych u lista
huseni¢ku jsme vyhodnocovali parametr F/Fy. Hodnota tohoto parametru v prabéhu
meéfeni za anaerobnich podminek mirn¢ klesala (viz obr. 19A). Obr. 18B ukazuje, ze po
60 minutach pusobeni anaerobnich podminek je v kinetice absorp¢nich zmén P700
patrné mirné zvInéni v intervalu 20-800 ms naznacujici pouze prechodnou redukci P700
elektrony z PSII. Toto snizovani redukce P700 v pribéhu méfeni FIJ ukazuje na
postupnou aktivaci akceptorové strany PSI. Aktivace funkce akceptorové strany PSI
muze byt zplsobena napi. aktivaci FNR. Nasledujici 30 minutova fotoinhibice
cervenym aktinickym svétlem utlumila funkci PSII, FIJ jsou prakticky konstantni a 1
hodnota parametru F\/Fu je velmi nizka (obr. 19B). S rostouci dobou zatemnéni po
fotoinhibici se vSak hodnota parametru Fy/Fy na rozdil od liSejniku zvySuje (srovnej s
obr. 17B). V kinetice absorp¢nich zmén P700 mizeme po 2 s zatemnéni po fotoinhibici
vidét slabou ptechodnou redukci P700 v intervalu 20-600 ms, ktera muze byt zpisobena
pfichazejicimi elektrony z PSIL. Jelikoz je vSak funkce PSII vyrazné sniZena, je moZné,
ze za tuto redukci P700 jsou odpovédné endogenni reduktanty. Narozdil od liSejniku po
4 minutach po fotoinhibici ztstava P700 v intervalu 20-800 ms kompletné oxidovan,
neobjevuje se zadnd prechodnd redukce P700. Vysvétleni tohoto jevu muze byt
Vv utlumené funkci PSII, ktery nedodavé elektrony na PSI. K redukci P700 nedochazi ani
endogennimi reduktanty. P700 pfetrvava v intervalu 20-800 ms v oxidovaném stavu
jeste po 30 minutdch po fotoinhibici. Po 60 minutich od konce fotoinhibice se jiz
pravdépodobné obnovila funkce PSII, o ¢emz vypovida prechodna redukce P700. Za
pfechodnou redukci P700 nasleduje finalni oxidace P700 ukazujici, Ze akceptorova
strana PSI je aktivovana pravdépodobné vlivem anaerobnich podminek jako tomu bylo

po 60 minutovém pobytu husenicku v dusikové atmosféie.
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Obr. 18. FIJ za anaerobnich podminek (A) a na vzduchu (C) a kinetika absorpénich zmén P700 za
anaerobnich podminek (B) a na vzduchu (D) pro listy husenicku rolniho. M¢éfeni pomoci saturacnich
pulzi aplikovanych na listy huseni¢ku v priitbéhu ptisobeni anaerobnich podminek (A, B) a pfi nasledném
piisobeni aerobnich podminek (C, D). A a B zobrazuje kiivky pied fotoinhibici (0, 30" a 60°) a po
fotoinhibici. Ciselné hodnoty zna&i ¢as v minutach. Fotoinhibice byla navozena aktinickym svétlem o
intenzité 1690 pmol fotont m™? s™ po dobu 30 minut. Signal v zapornych Gasech je imérny fluorescenci
Fo. Fluorescen¢ni indukéni kiivky jsou posunuty o konstantni hodnotu.
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Na obr. 18CD jsou zobrazeny FIJ a kinetika absorpénich zmén P700 méfené na listech
husenicku pti aerobnich podminkach po navraceni husenicku do atmosféry s kyslikem.
V kinetice absorpcnich zmén P700 je patrné zvInéni, znacici piechodnou redukci P700
diky donaci elektronti z PSII, jehoz funkce je stile 1 po 60 minutich v aerobnich
podminkach &aste¢né inhibovana (viz obr. 18C). Caste¢nou inhibici funkce PSII
potvrzuji i hodnoty parametru Fy/Fy vyhodnocené z FIJ méfenych u listd huseni¢ku
v atmosféie s kyslikem (viz obr. 19C). Hodnota tohoto parametru se s rostouci dobou
pusobeni aerobnich podminek sice zvySovala, ale ani 60 minut na vzduchu nestacilo
k uplné obnove funkce PSII. Finalni oxidace P700, nasledujici za ptechodnou redukci,
znaci aktivaci akceptorové strany PSI. Aktivaci akceptorové strany PSI ve tmé je mozné
dat do souvislosti se zménou redoxniho stavu stromatu chloroplasti, ktera podle
literatury (Benz 2010) mize regulovat aktivitu FNR.

Podobna méfeni FIJ za anaerobnich podminek provedli Haldimann a Strasser
(1999) u hrachu setého. Narozdil od nas pozorovali, Ze po 60 minutach ptsobeni
anaerobnich podminek FIJ doséhl svého maxima uz ve 2 ms ve vIné J, coZz znaci
redukci PQ. Zjistili tedy, ze FIJ se velmi podoba FIJ ziskanému pii méfeni s vzorky
infiltrovanymi DCMU, kde maximum fluorescence je dosazeno ve fazi J diky

zablokovani elektronového transportu za Qa.
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Obr. 19. Zavislost parametru F\/Fy na dobé puisobeni anaerobnich podminek na list huseni¢ku rolniho
(A), na dobg po fotoinhibici navozené aktinickym svétlem o intenzité 1690 umol fotont m™s™ po dobu
30 minut (B) a na dobé& pobytu listti v aecrobnich podminkach (C).
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7. Zaveér

Cilem této prace bylo popsat FIJ u lisejniku Umbilicaria hirsuta obsahujici fasu
Trebouxia, u kterého se v ramci FIJ v 0.4-2 s vyskytuje neobvykla vina H. V této praci
byl analyzovan zejména vliv fotoinhibice na neobvyklou vinu H za aerobnich i
anaerobnich podminek. Ke studiu vlivu fotoinhibice na pribéh fluorescence chlorofylu
bylo pouzito souc¢asné méteni F1J a kinetiky absorpcnich zmén P700, které umoznuje
zkoumat fotoinhibici rostlin na trovni tylakoidnich membran. Vysledky byly
porovnavany s vysledky naméfenymi u husenicku rolniho jako zastupci vyssich rostlin.

Pokles v FIJ za vinou P (pfed vinou H) u lisejniku je pravdépodobné podle
naseho ndzoru zpusoben rychlejsi aktivaci FNR, jelikoz tato faze v FIJ odpovida
reoxidaci P700 (viz také Ilik a kol. 2006). Ve FIJ u husenicku se ¢asny pokles za vinou
P v FIJ neobjevuje, protoze kaktivaci FNR u vyssich rostlin dochazi az pozdéji
(Schansker a kol. 2003). Ptisobeni anaerobnich podminek u lisejniku zptisobuje inhibici
akceptorové strany PSI, ktera se projevuje ztratou poklesu za vinou P. Po reoxygenaci
se akceptorova strana PSI opét aktivuje.

Nase méfeni dale potvrdila, ze vlivem fotoinhibice dochédzi k docasnému sniZeni
viny H (Ilik a kol. 2008), ktera se s piibyvajici dobou zatemnéni po fotoinhibici vuci
vin¢ P relativné zvySuje. NarGst viny H neni doprovazen zménou v redoxnim stavu
P700, tedy jeho pficinou je pravdépodobné piiliv endogenniho reduktantu, ktery
redukuje PQ. Po fotoinhibici zfejmé dochazi ke snizeni donace elektroni na PQ
vintervalu 0,4-2 sa srostouci dobou zatemnéni po fotoinhibici se postupné donace
elektront na PQ zvySuje, coZ se projevuje v relativnim narustu viny H ve FIJ. Z naSich
vysledktt mizeme vyvodit, ze vina H se objevuje vzdy, kdyz parametr F\/Fy dosahuje
hodnoty minimaln¢ 0,5 (pro nizsi Fy/Fym vinu H v FIJ nepozorujeme) a zaroven kdyz je
puvod v PSII. Z dosazenych vysledkii nejsme schopni urcit, zda je za vinu H odpovédné
NADPH nebo néjaky jiny endogenni reduktant.

Na zéklad¢ experimentii provaddénych v anaerobnich podminkach je mozné
zjistit, jak tyto anaerobni podminky ovliviiuji redoxni déje na urovni PSII a PSI. Méfeni
FIJ a kinetiky absorpénich zmén P700 u liSejniku odhalilo, Ze anaerobni podminky
inhibuji aktivaci akceptorové strany PSI diky hromadicimu se NADPH. Po fotoinhibici,
kdy je NADPH spotiebovano ¢innosti Calvinova cyklu se akceptorova strana v priabéhu

méteni F1J aktivuje, coz zpusobuje i ztratu poklesu za vinou P ve FIJ. Pfi zatemnéni po
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fotoinhibici je aktivita FNR pravdépodobné opét inhibovana a je obnovena az po
navraceni stélky liSejniku do atmosféry s kyslikem, kdy je také ve F1J patrny pokles za
vinou P. Pii anaerobnich podminkach nedochazelo k nartstu viny H, jelikoz aby doslo
k tomuto nardstu, je nejdiive nutné, aby mu ptredchazel pokles intenzity fluorescence za
vinou P. Odlisné vysledky byly naopak ziskany pii méfeni za anaerobnich podminek
S husenickem rolnim, zéstupcem vysSich rostlin. U vysSich rostlin naopak anaerobni
podminky akceptorovou stanu aktivuji, coz je patrné z kinetiky absorp¢nich zmén P700.
Tuto aktivaci akceptorové strany PSI je mozné dat do souvislosti se zménou redoxniho
stavu stromatu chloroplastu. Zména redoxniho stavu stromatu v chloroplastu mize
zpusobit vyvazani FNR z TROL komplexu vazaného na tylakoidni membrany (Benz a
kol. 2010) a tim jeho aktivaci. Jestli je rychlejsi aktivace FNR opravdu odpovédna za
pokles Vv intenzité fluorescence bude mozné v budoucnu ovéfit pomoci méfeni na
mutantnim husenicku rolnim, u kterého se nevyskytuje v tylakoidnich membranach
TROL komplex. Pokud by se opravdu ve FIJ zméfeném na takovém vzorku objevil
¢asny pokles za vinou P jako u lisejniku, nase hypotéza o vztahu ¢asného poklesu za

vilnou P a aktivaci FNR bude prokazana.
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