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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace je, zda se liSi rostlinné druhy mokfadniho spolecenstva
mirou tolerance vuci vodnimu stresu. Prace je rozdélena na dvé ¢asti. Prvni ¢ast je
teoreticka a popisuje vliv vysuSeni a vliv zamokreni stanovis§té a reakce rostlin na

pusobeni stresovych faktora.

Druha Cast této prace je experiment uskutec¢nény v roce 2012, kde jsem stimulovala
suchy avlhky vodni rezim v experimentalnich nadobach na 240 vzorcich
mokfadnich rostlin. Nasledné& jsem tyto vzorky v laboratofi CZU podrobila vyzkumu
na méfeni obsahu chlorofylu pomoci metody DMSO (dimethyl sulfoxid) a sledovala,

jak rostliny reaguji na zamokfeni a jak na vysu$eni stanovisté.

Odpoveédi analyzovanych parametrl se z velké ¢asti neliS§i mezi druhy a rozdil je jen
v hladiné vody, coZ naznacuje, Zze mokfadni rostliny jsou plastické a maji schopnost
pfizpusobit se vodnimu stresu. Kratkodoby stres zvladaji a nestradaji, mozné rozdily

by mohly nastat az pfi dlouhodobém stresu (cca 1 rok).

Klicova slova: DMSO, chlorofyl, stres, vysuseni, zamokieni



ABSTRACT

The aim of this thesis is if different types of wetland plant communities are different
in degree of tolerance to water stress. The work is divided into two parts. The first
part is theoretical and describes the effect of drying and waterlogging affect habitats

and plant response to the action of stress factors.

The second part of this work is the experiment carried out in 2012, where we
stimulated the dry and moist water regime in the experimental containers to 240
samples of wetland plants. Then we have the following samples in the laboratory
CZU — Czech University of Life Sciences Prague undergo research on the
measurement of chlorophyll content using the DMSO (dimethyl sulfoxide), watching
how plants respond to waterlogging and how to dry habitats.

Responses of analyzed parameters are largely different between species and
the only difference is in water level, suggesting that wetland plants are plastic and
have ability to adapt to water stress. Short-term they handle stress and arenot
suffering, possible differences could occur only after prolonged stress (about

1 year).
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SEZNAM ZKRATEK

ABA — kyselina abscisova

ATP — adenosintrifosfat dllezity nukleotid, je zasadni pro funkci vSech znamych

bunék.
Car — karotenoidy
CO, — oxid uhli¢ity
DMSO - dimethyl sulfoxid — metoda na méfeni obsahu chlorofylu
En — mnoZstvi energie
Fu — maximalni vybézek fluorescence
Fo — minimalni vybézek fluorescence
Chl — chlorofyl
Chl a, b — chlorofyl a a chlorofyl b
Mg — podil poétu vyzarenych fotonu
Ma — podil vdech absorbovanych kvant

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat slouzi pfevazné v biosyntetickych
drahach (syntéza mastnych kyselin, syntéza steroidnich latek, syntéza

glukdzy v temnostni fazi fotosyntézy).
PA — (pascal) jednotka tlaku
PSI — fotosystém |
PSII — fotosystém I
RC — reakéni centrum
So — zakladni singentni stav molekuly chlorofylu
S, S; — singentni stav 1 a 2 molekuly chlorofylu
@ — kvantovy vybézek fluorescence
@, — kvantovy vybézek elektronového transportu fotosystému I
Qa — primarni plastochinonovy akceptor
WSC — vodu $tépici komplex
N\ — (lambda) vinova délka
Y — (psi) oznaceni jednotek tlaku
Y. — osmoticky potencial

Yy — turgorovy potencial
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V minulych letech mélo velky dopad na krajinu velkoploSné odvodriovani, ke
kterému nejdfive dochazelo v ramci protipovodriovych opatfeni, pozdéji rozsifenim
plochy zemédeélské pudy. Vodni toky byli regulovany, koryta tokd byla napfimovana
a prohlubovana. Tim zanikaly pfirozené meandry a slepa ramena (Stastny, 2011).
Tyto zmény mély negativni vliv nejen na mokfadni spoleCenstva, ale na cely
ekosystém. Rostliny se s nepfiznivymi podminkami prostfedi musi neustale
vyrovnavat a branit se jim. Diky evoluci se rostliny na nejriznéjSi podminky
pfizpUsobily. Extrémni podminky nuti rostliny aktivovat ochranné reakce
a prizpusobit se prostfedi, ve kterém ziji (Bohnert et Jansen, 1996). Tento jev se
nazyva rostlinny stres. V sou€asné dobé je stres zkouman rGzné, at uz od velkych
celkli, jako jsou ekosystémy, tak po biologické regulace rostliny na urovni
molekularni (Blaha a kol. 2003). Studiemi stresu u rostlin se zabyvala po mnoha
desetileti fada védcl, na zakladé jejichz poznatki a studii jsou dnes vyvijeny
metody a pfistroje, které slouzi k hlubSimu a pfesnéjSimu urCovani stresovych
reakci rostlin. Tento vyzkum a vyvoj slouzi k vyuziti pfevazné v zemédélstvi, lesnim
a pldnim hospodarstvi a to od zurodnovani a zaleshovani oblasti s extrémnim
pasobenim stresu az po genetickou modifikaci zemédélskych a hospodarskych

plodin.

Bakalafska prace vénuje pozornost tomu, jak se rostliny vyporadavaji
s nedostatkem a naopak s nadbytkem vody. Pfi nedostatku vody dochazi k zavirani
priduchl (Maxwell et Johson, 2000) a snizuje se rUst a fotosyntéza (Boyer, 1982).
Pfi nadbytku vody dochazi k nedostateCnému zasobeni rostliny kyslikem (Yamauchi

a kol. 2014), tim se zastavuje rlst kofenud a nadzemni €asti rostliny (Pavlova, 2005).

Existuje mnoho zplsobd, jak zjistit stres u rostlin a jednim z nich je méfeni obsahu
chlorofylu. Na toto méfeni bylo vyvinuto nékolik metod a ja vybrala metodu DMSO
(dimethyl sulfoxid) dle Hiscoxa & Israelstam (1979). Jedna se o metodu, ktera je

rychla, velmi jednoducha a ucinna.

Tato prace se zabyva abiotickych stresem, ktery vznika pusobenim stresovych
podminek, coz byl v mém pfipadé vodni stres. Méfeni fluorescence chlorofylu mi
pomaha odpovédét na otazku, jaka je intenzita a doba trvani nepfiznivych podminek
ajak se sni rostliny vyrovnavaji. Je méfitelnd v rdznych oblastech spektra, ale

vétSina metod pouziva méfeni fluorescence chlorofylu ve vinové délce 690 nm.



1. CiLE PRACE
Zakladnim cilem bakalafské prace je odpovédét na otazku, zda se liSi druhy
mokradniho spolecenstva mirou tolerance vici vodnimu stresu a ukazat moznosti

pouziti fluorescence chlorofylu v rostlinné fyziologii.

V lokalitt Huté uBechyné v jiznich Cechach jsem provedla experiment na
Ctyfech koexistujicich druzich mokfadnich rostlin, pfi kterém byl stimulovan suchy
a vlhky vodni rezim. Nasledné jsem odebrala dvé sté Ctyficet vzorkld rostlinného
materialu a provedla jsem experiment dle metody DMSO (dimethyl sulfoxid) dle
Hiscoxa & Israelstam (1979).

Porovnanim odebranych vzorkd mokfadnich rostlin metodou DMSO, jsem stanovila
obsah chlorofylu, ¢imz mohu odpovédét na otazku, zda jsou rostliny vystaveny

vodnimu stresu &i nikoliv.

2. STRES

Stres je nepfiznivy stav rostliny, ktera reaguje na pulsobeni zatézovych,
tj. stresovych faktorl neboli stresoru. Vyvolava aktivaci obrannych mechanismu.
Stresory muzeme obecné rozliSit na abiotické a biotické. Abiotické stresory maiji
povahu fyzikalni nebo chemickou a muzeme sem zaradit pfili§ vysokou nebo pfilis
nizkou ozarenost, extrémni teploty (vysokeé i nizké), nedostatek vody i zaplaveni
stanovisté vodou vedouci k nedostatku kysliku, nedostatek esencialnich mineralnich
prvk( v padé, nadbytek iontd v plidnim roztoku (zasoleni pld), vysoké nebo nizké
pH pudniho roztoku, pfitomnost toxickych latek (t&zké kovy, organické latky)
a mechanické plsobeni pohybu vzduchu — vitr (BeneSova a kol. 2011); (Blaha a kol.
2003); (Bohnert et Jansen, 1996); (Davey a kol. 2002); (Pareek a kol. 2010);
(Pavlova, 2005). Biotické stresory maji povahu biologickou. Zafadime sem zejména
pusobeni patogent (viry, mikroby, houby), vnitro a mezidruhovou konkurenci,
alelopatii, parazitizmus a poSkozeni rostlin zpusobené Zivocichy (Pavlova, 2005);
(Blaha, 2011). Negativni vné&jsi vlivy pusobi na celou rostlinu, tji. na kofeny,
nadzemni Cast rostliny a na semena, ktera kli¢i (Blaha a kol. 2003). Pfi kolisani
faktort vnéjSiho prostfedi jsou rostlinné druhy pfizplsobeny k vykonavani vSech
ddlezitych zivotnich funkci. Rostlina se mize se stresem vyrovnat a dosahnout tak
rovnovazného stavu (Pavlova, 2005); (Votrubova et Soukup, 1999). Pokud vliv

stresu nezvladne, mize dojit az k jejimu uhynuti.

Rozeznavame skupinu reakci, které zacnou pulsobit pod vlivem stresor(. Tyto
stresové reakce se déli na fazi poplachovou, fazi restitu¢ni, fazi rezistenéni a fazi

vyCerpani (Blaha a kol. 2003); (Prochazka a kol. 1998). Poplachova faze zacne
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pusobit po ucinku stresu a pfi jejim pusobeni jsou naruSeny bunécné struktury
a zivotni funkce rostliny. V restituéni fazi aktivuje rostlina obranné mechanismy,
které ji umoznuji v téchto podminkach dale setrvavat. Za pomoci téchto obrannych
mechanisml zacne byt rostlina odolnégjsi vici pusobicimu stresu, ktery toleruje
apreziva. Tuto fazi nazyvame rezistenCni. Pfi fazi vyCerpani pusobi stres
dlouhodobé a intenzivné. U rostliny maze dojit k jejimu uhynu (Blaha a kol. 2003);
(Pavlova, 2005); (Lichtenthaler, 1996). Rostliny na stres reaguji nespecifickymi
vratnymi nebo nevratnymi reakcemi. Pfi vratnych reakcich organismus odolava
ucinkam vnéjSich faktorld a pfi nevratnych reakcich je organismus nevratné

poskozeny (Cermak, 2013).

2.1 Vliv vysuseni stanovisté

V8echny biologické procesy probihaji za u€asti vody a proto je voda pro Zivot rostlin
nezbytna (Kincl, 1978). Dostate¢né mnozstvi vody v téle rostlin tvofi kostru
(mechanickou oporu) bunééné stény a tim nabyva potfebné pevnosti rostlinného
pletiva (Setlik a kol. 2004). Voda slouzi jako rozpoustédlo latek, je slozkou struktury
makromolekul a celé buriky. Slouzi jako dulezity faktor tepelného rezimu rostlin
a poskytuje jim dualezité prvky — vodik a kyslik. Je tedy v tomto smyslu stavebnim

materialem rostliny (Kincl, 1978).

Voda mulze byt pro rostlinu nedostupna z nékolika divodld. Rozeznavame sucho
pudni, které je charakterizované nedostatkem fyziologicky dostupné vody v pudé
a sucho atmosférické. To je vice nebezpelné, protoZze se objevi v kratké dobé
arostliny se mu nestaci v€as pfizpusobit (Kincl a kol. 1977). Vodni deficit maze
nastat také z davodu vysokeé teploty a proudéni vzduchu (Hirt et Shinozaki, 2004),
ktery se projevuje hlavné v polednich hodinach za suchych a horkych dni (Kincl,
1978). Tam ma pfic¢inu ve vysoké transpiraci, ktera neni kompenzovana adekvatnim
pfijmem vody kofeny z pady (Pavlova, 2005). Minimalni transpirace se vyrovnava

hlavné pfes noc (Kincl, 1978).

Pfi nedostatku vody je chemicky signal pfenasen mezi kofenem a nadzemni ¢asti
rostliny kyselinou absicovou (ABA); (Duan a kol. 2007). Ta je tvofena v kofenech
a transportovana do stonk( a listli, kde spole¢né s ABA produkovanou pfimo listy
(Hejnak akol. 2005) indikuje zavirani praducht (Maxwell et Johnson, 2000).
Pusobenim vodniho stresu se snizuje pfedevsim rast a fotosyntéza (Boyer, 1982).
PFi déle trvajicim vodnim deficitu dochazi k fadé zmén. Buriky pfi nedostatku vody
ukon¢i pfedCasné prodluzovaci fazi a nakonec zcela zastavi rist rostliny. Uzaviou

se priduchy a tim klesne pfijem oxidu uhli¢itého a snizi se intenzita fotosyntézy. To
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znamena, Ze rostlina spotfebuje vice organickych latek z téla, nez jich dokaze
vytvofit. Intenzita fotosyntézy klesa zpravidla pomalu (Pavlova, 2005), asimilaty se
zacnou hromadit (Krajnik, 1962) a to jesté vice brzdi dalSi fotosyntézu (Paviova,
2005). Oxid uhli¢ity a voda se méni na mnozstvi organickych latek v rostlinné burice
(8krob, bilkoviny, tuky a jiné organické latky); (Kincl a kol. 2006). Za¢nou se uzavirat
priduchy (Krajnik, 1962), znemozni pfistup CO, (oxid uhlicity) do fotosyntetickych
pletiv a tim se nem(ze vytvaret glukéza. Teplota rostliny se pfi uzavirani priducht

zvysuje az o0 60° C vzhledem k teploté vzduchu.

Rostliny vyvinuly rizné strategie a mechanismy, které zvysuji jejich schopnost vodu
ziskat, v pletivech ji udrzet a jeji nedostatek prezit. Tyto strategie a mechanismy
slouzi k tomu, aby tomuto nedostatku vody predeSly nebo tento nedostatek
prekonaly. Mohou ho pfekonat tim, ze si vytvofi efektivnéjSi kofenovy systém nebo
snizi rychlost transpirace. Nékteré xerofyty (napf. vinna réva, palmy a kefe
v oazach) si tvofi extrémné dlouhé kofeny (nékteré az 30 m), které davaji rostliné
schopnost dosahnout Urovné spodnich vod. Dalsi rostliny (napf. kaktusy) si tvofi
mélky, ale rozsahly kofenovy systém, aby mohly vodu ziskavat pfi kratkych

obdobich srazek nebo z rosy velké plochy.

Bé&hem vyvoje se rostliny na sucho adaptovaly a uplatfiuji novou strategii — snizi
vydej vody a zvySuji jeji pfijem. Pfi nedostatku vody od pocCatku vegetace v suchu
se tvofi listy s menSi plochou Cepele (Pavlova, 2005), silngjSi kutikulou, mensim
poctem praduchu a hloubéji pronikajicim kofenovym systémem. Kofeny zabezpeduji
staly pfijem vody do nadzemni Casti rostliny. Pfi dlouhodobém nedostatku vody od
pocatku vegetace dochazi k omezeni tvorby kofenového systému. Nejprve kofeny
zacnou rist a pronikat do vétSich hloubek, avSak na Ukor tvorby postrannich kofent
a kofenového vlaseni. Pokud stres i nadale neprestava plsobit, dojde k omezeni
kofenového systému, pfestane se vytvafet kofenové vlaSeni a nakonec se rist
zastavi uplné a kofen uhyne (Blaha a kol. 2003). Pokud je rostlina vystavena
nedostatkem vody az v dospélosti a listy maji kone€nou velikost, tak mize vodni
deficit zpusobit starnuti a opad listd (Pavlova, 2005). Postupné zacnou usychat
a Zloutnout spodni listy, protoZze obsahuiji vice vody nez listy horni. Cim vy$e jsou
hornimi listy postaveny na rostling, tim maji mensi hodnotu vodniho potencialu.
Vodni potencial charakterizuje pohyb vody v rostliné a vyméné vody mezi rostlinou
a nejbliz§im okolim (atmosféfe, padg); (Setlik akol. 2004). Vyjadfuje se
v jednotkach tlaku, tj. v Pa (pascal) a znadi se feckym pismenem W (psi); (Setlik
a kol. 2004). Udava o kolik je aktivita vody v burice nizSi nez aktivita Cisté vody

(Kubat, 1998); (proto jsou hodnoty vodniho potencialu zaporna ¢isla); (Kincl a kol.
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1977) tj. volna energie nutna pro transport vody z jednoho mista na druhé (Kubat,
1998). NejvyssSi vodni potencial ma Cista voda (0 Pa), voda v roztoku a voda vazana
fyzikalné nebo chemicky, dosahne zapornou hodnotu vodniho potencialu
(Romanovsky a kol. 1985). SniZzeni vodniho potencidlu ma nékolik sloZzek (Kubat,
1998), které pulsobi aditivné, tj. ovliviiuji vodni potencial nezavisle a paralelng,
kladné nebo zaporné (Pavlova, 2005). Nejvétsi vyznam ma osmoticky potencial
(Kubat, 1998), ktery se znac¢i W, (rozpusténa latka); (Kindl a kol. 1977) a ma
zapornou hodnotu osmotického tlaku (Larcher, 1988). Velikost tohoto tlaku zavisi na
koncentraci (Pavlova, 2005), lépe fe€eno na mnozstvi osmoticky aktivnich &astic
v bunééné $tavé a na teploté. Cim vice &astic pusobi, tim je osmoticky tlak siln&jsi
(tlak pusobi na sténu vakuoly a na bunécnou sténu zevnitf), a tim ma osmoticky
potencial nizSi hodnotu (Kubat, 1998). Turgorovy (tlakovy) potencial naopak
predstavuje tlak bunécné stény zvnéjSku na protoplast a ten vodni potencial zvySuje
(Slavikova, 1986). Turgorovy potencial se znac¢i Wr (tlak); (Kindl a kol. 1977) a ma
kladnou hodnotu osmotického tlaku (Larcher, 1988). Sklada se z tlaku bunééné
stény — turgoru, tlaku okolnich bunék a hydrostatického tlaku (Kubat, 1998). Vztah

jednotlivych slozek mizeme zapsat:

Y = W, + Yo
vodni potencial osmoticky potencial tlakovy potencial
(hodnota nulova) (hodnota zaporna) (hodnota kladna)

Aktivita Cisté vody se poklada za nulovou, proto je hodnota vodniho potencialu
v bufice zaporna. Voda je transportovana z mista vys$siho vodniho potencialu na
misto niz8iho vodniho potencialu. V rostliné se vodni potencial snizuje (je vice
zaporny) vazbou vody a to pfedevsim vazbou vody latkami v ni rozpusténymi nebo
vazbou vodnich molekul rdznymi silami. NejvyznamnégjSi slozkou je osmoticky
potencial. Snizenim vodniho potencialu a zvySenému pfijmu a zadrzovanim vody
vede k procesu, kterému Fikdme osmotické pfizplsobeni. Buriky zvySenym poctem
osmoticky aktivnich €astic reaguji na nedostatek vody (Pavlova, 2005). Tlak v burice
naopak vodni potencial zvySuje (Slavikova, 1986), tedy tlak, kterym napjaté stény
pusobi na bun&&ny obsah. Jedna se o turgorovy tlak (Setlik a kol. 2004). Burika pIné
nasycena vodou je takova bunka, ktera se pfijmem vody do vakuoly roztahne, az se
vyrovna osmoticky tlak (Kubat, 1998). Pokud se voda jiz v pokrocilé fazi vodniho
stresu z néjakého divodu doplini, vSechny bunééné funkce se postupné vrati do
normalniho stavu. Pfi déle trvajicim nedostatku vody miize silnou dehydrataci dojit

k odumfeni organl nebo celé rostliny (Prochazka a kol. 1994).
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2.2 Vliv zaplaveni stanovisté

Voda je pro zivot rostliny nezbytna, ale pfi jejim nadbytku v pudé trpi kofenovy
systém nedostatkem kysliku (Pavlova, 2005). Rostliny mohou kyslik pfijimat z pudy
nebo z atmosféry. Z pudy pfijimaji kyslik kofeny, ktery je obsazen v celém pudnim
profilu (Blaha akol. 2003). P¥i zaplaveni pudy je vyména plyni mezi pudou
a atmosférou omezena. Kyslik se v zaplavenych pldach nachazi pouze v tenké
vrstvisce pod povrchem (Cizkova, 2006). V pidé je obsah kysliku niz$i priblizné
10 000 krat nez v atmosfére (Amstrong, 1997). Prostfedi se tedy dle obsahu kysliku
ustavuje na normoxické, hypoxické nebo anoxické. V normoxickém prostiedi
probiha normalni bunééné dychani a kofeny jsou plné zasobeny kyslikem. Buriky
ziskavaji naprostou vétSinu ATP oxidativni fosforyzaci (Pavlova, 2005).
V hypoxickém prostfedi je bunécné dychani omezeno, protoze rostlina je
nedostateéné zasobena kyslikem (Yamauchi akol. 2014). Bunky ziskavaji
Z glykolyzy vétSi mnozstvi ATP nez v prostiedi normoxickém (Pavlova, 2005).
Anoxické prostfedi znamena naprosty nedostatek kysliku. Dochazi k nému
nejcastéji tim, Ze kyslik je z ptidnich kapilar vytésnén vodou (Rosypal, 1987). Pokud
anoxie probiha jen v kratkém (nékolikadennim) obdobi mohou ho tolerantni rostliny
prezit. Rostliny citlivé k zaplavam obvykle vice nez 24 hodin toto prostfedi nepfeZiji.
PFfi nedostatku kysliku se zastavuje rast kofenu (Pavlova, 2005) ato v rostliné
zpUsobi energetickou krizi v podobé nedostatku ATP (Teakle a kol. 2007). Burky
meristénd se nedéli austava jejich zvétSovani. Buriky snizi nejen pfijem
anorganickych latek, ale i vody. Snizenim funk&ni aktivity bunék kofenu ustava rist
nadzemni ¢&asti rostlin arostlina vadne (Pavlova, 2005). DalSim dusledkem
z nedostatku kysliku je hromadéni produktd fermentacnich reakci (etanol, laktat);
(Tylova, 2010). Pokud se etanol a laktat vyskytuje ve vysSich koncentracich, mize

to byt pro rostliny toxické (Marscher, 1995).

Snizeny obsah kysliku v rostliné vytvafi metabolické nebo anatomické adaptace
(Larcher, 1988). Pfi metabolickych adaptacich se rostliny musi vyrovnat
s nedostatkem kysliku v pidé anaerobnimi fermentadnimi procesy (Cizkova
et Santriickova, 2006). Adaptace metabolismu umoZnuji samy o sobé rostling prezit
bez kysliku, ale pouze na urCitou omezenou dobu, tj. nékolik hodin az nékolik
meésicu (Drew, 1997). Anatomické adaptace umoznuji trvalé pfeziti a intenzivni rust
diky rozsahlym mezibunéCnym prostorim v pletivech v podzemnich i nadzemnich
organech. Tomuto typu pletiva fikdme aerenchym (z Fec. aér = vzduch); (Kincl a kol.
2006) aslouzi k vnitfnimu provétravani. Kyslik se dostane zatmosféry do

podzemnich organa, kde je jiz vy€erpan (Tylova, 2010). Aerenchym obsahuje velké
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dutiny vypIlnéné vzduchem, kterymi kyslik snaze difunduje z listd do stonkd a kofenu
(Jackson et Armstrong, 1999). Vzduch do rostliny vstupuje pomoci praduchd nebo
lenticelami, je veden hromadnym tokem a systémem interceluar ke kofenovému
systéemu (Visser, 2003). Intercelulary se vyskytuji téméf ve vSech rostlinnych
pletivech a maji rozsahlou soustavu mezibunéénych prostor (Kincl a kol. 2006).
Nejvice vyvinuty aerenchym maji mokfadni rostliny, kterym umoziiuje kolonizovat
zaplavené lokality (Tylova et Soukup, 2010). Dalsi adaptaci je ochrana proti
pronikani toxickych redukovanych sloucenin, ktera pronika ze zaplavené pldy do
nitra kofene (Jackson et Armstrong, 1999). Soucasné také redukuje ztratu kysliku
z kofene do rhizosféry, kterou predstavuje exodermis. Exodermis je vrstva bunék
pod pokozkou kofene (Tylova et Soukup, 2010). U zaplavenych rostlin mohou
vznikat adventivni kofeny, které se tvofi na stonkovych ¢astech mélce pod hladinou,
kde je vysSi obsah rozpusténého kysliku. Na nékterych organech se mohou
vyskytovat lenticely neboli ¢o€inky, které usnadnuji vstup kysliku do rostliny. Tvofi
se v epidermis a subepidermalnich vrstvach bunék nezaplavenych ¢asti tj. na
kmenech, vétvich v nékterych pfipadech i na kofenech a plodech (Kincl a kol. 2006).
Jiné rostliny, mohou vytvaret pneumatofory, které vyrlstaji nad povrch hladiny, kde
pfijimaji kyslik a zajiStuji ho rostliné. Né&které druhy rostlin pfezivaji obdobi
zaplaveni ve stavu urCité metabolické strnulosti atim sniZuji svou aktivitu na
polovinu. Jiné druhy rostlin, napf. ryze pfi zaplaveni zvySuje aktivitu glykolytickych

procesuU a tim vyrovnava rist nadzemni ¢asti (Pavlova, 2005).

V mé praci jsem se zaméfila na Ctyfi druhy rostlin, ostfici vyvySenou (Carex elata,
All.), ostfici prodlouzenou (Carex elongata, L.), metlici trsnatou (Deschampsia
cespitosa, L.) a tftinu Sedavou (Calamagrostis canescens, W.). Zjistovala jsem, jak
se chovaji pfi vysuSeni a jak pfi zaplaveni stanovisté. Nejdfive si jednotlivé druhy

stru¢né popiseme.

Ostiice (Carex, Mill.) je velky rod c¢eledé Sachorovitych (Cyperaceae, Juss.)
zahrnujici pfes 1500 druht vytrvalych bylin travovitého vzhledu. Obvykle tvofi trsy
rizné velikosti nebo jsou vybézkaté. Vyskytuji se po celém svété, avSak nejvétsi
zastoupeni druhl je v chladnéjSich oblastech mirného pasma severni polokoule
vCetné arktickych a subarktickych oblasti. Prevazna vétSina ostfic roste na
zamokfenych az mocalovych mistech. Nékteré druhy se vyskytuji i ve stepnich
biotopech (Kubat a kol. 1998).

Ostfice vyvySena (Carex elata, All.); (obrazek &. 1) je vytrvaly druh, vyskytujici se
v Evropé a severni Africe na vihkych mistech. Dominuje vegetaci mezotrofnich

stojatych vod (Chytry, 2011), jako jsou slatiny, mocaly a bfehy rybnikd (Dostal,
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1989). Rostlina vytvari trsy zvané téz bulty, které tvofi z odumfelych pochev
(Hrouda, 2010a). P¥i silngjSim preplaveni povrchu pldy vytvafi napadné, az 50 cm
Siroké a 20 — 50 cm vysoké trsy (Chytry, 2011). Napadné jsou hlavné pfi nizsi
hladiné vody, kdy dolni bulty jsou obnazeny a jejich ¢ast je jiz odumrela (Hrouda,

2010b).

Obr. €. 1: Ostfice vyvySena (Carex elata, All.): pfevzato z vlastniho zdroje.

Ostfice prodlouzena (Carex elongata, L.); (obrazek €. 2) je husté trsnatd a syté
zelena (Dostal, 1989). Nejcastgji ji nalezneme v podobé trsh, které vyc€nivaji nad
hladinu bazinnych ol3in, kde se voda vyskytuje po vétSinu roku (Douda, 2008).
Vyskytuje se v mokrych, vyzivnych, zasaditych a piscitohlinitych substratech (Jirova,
2007).
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Obr. €. 2: Ostfice prodlouzena (Carex elongata, L.): pfevzato z vlastniho zdroje.

Metlice trsnata (Deschampsia cespitosa, L.); (obrazek &. 3) je vytrvala trava
s hustymi pevnymi trsy stonkl, vysokymi 60 — 90 cm a Sirokymi 60 cm (Kubat,
2003), syté zelena (Dostal, 1989). NejCastéji se vyskytuje v kyselych substratech
a oligotrofnich stanovidtich, ktera jsou sezénné vysychava a maji mélkou vrstvu
raSeliny. Je také vazana na chladné oblasti (Chytry, 2011) a rozSifena na vihkych
loukach, na bfezich vod ive svétlych okrajich lest po celé Evropé, severnich

oblastech Asie i Ameriky (Opatrna et Souckova, 2003).

Obr. €. 3: Metlice trsnata (Deschampsia cespitosa, L.): pfevzato z vlastniho
zdroje.
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Titina Sedava (Calamagrostis canescen,W.); (obrazek
C. 4) je rostlina fidce trsnata, svétle nebo Sedé zelena
(Dostal, 1989), vysoka 60 — 120 cm. Vyskytuje se na
mineralnich i raselinnych padach v komplexech rakosin
kolem rybnikl, vihkych luk nebo raselinist (Chytry,
2011). Pri vySSich stavech vody, prorusta stanovisté
a hladina vody dosahuje k povrchu pudy a nékdy
i kratkodobé i 10 — 20 cm nad né&j. V mokradech, které
= jsou postizeny poklesem podzemni vody ma tendenci se
i rychle &ifit (Chytry, 2011).

Obr. €. 4: Titina Sedava (Calamagrostis canescens, W.):
pfevzato z vlastniho zdroje.

3. FOTOSYNTEZA

Vznik fotosyntézy je jednim z nejdulezitéjSich meznikd ve vyvoji Zivota na Zemi

(Kincl a kol. 2006). Je to biochemicky proces, pfi kterém rostliny absorbuji energii
slunec¢niho zafeni a pfemé&nuji ji na energii chemickou (Soukupova et Rohacek,
2003). Tuto energii pak vyuzivaji ke stavbé a udrzbé svého téla (Krajnik, 1962).
Probiha v zelenych &astech rostliny a to pfedevsim v burikach listového mezofylu,
ve funkéné specializovanych plastidech zvanych chloroplasty (obrazek &. 5). Tento
slozity proces probiha v chloroplastech zelenych rostlin a nékolika dalSich
organismech v podobé dvou fazi. Jedna se o fazi svételnou neboli primarni
(pfeména energii) a fazi temnotni neboli sekundarni (pfeména latek); (Pavlova,
2005). Svételna faze je bezprostiedné zavisla na svétle a probiha v tylakoidnich
membranach chloroplastd (Kincl a kol. 2006). Zahrnuje oxido-redukéni reakce, pfi
kterych nastava fotolyza vody, vytvafi se pH-gradient a vznikd ATP a NADPH
(Rohacek, 2011a). Je realizovana dvéma pigmentovymi systémy — fotosystémem |
(PS 1) afotosystémem Il (PS Il); (Kincl et Faust, 1977). Fotosystém | absorbuje
prevazné svétlo v Cervené oblasti do 700 nm (obrazek €. 8) a doprovazi chlorofyly.
Fotosystém |l obsahuje kromé& chlorofyll i pigment 685 a absorbuje v oblasti
kratSich vinovych délek (Kincl, 1977). Temnostni faze neni na svétle bezprostfedné
zavisla a probihd mimo tylakoidy ve stromatu chloroplasti (obrazek €. 5); (Kincl
a kol. 2006). Tato faze zahrnuje enzymatické reakce, pfi niZ se na ukor chemické

energie produktd svételné faze (NADPH, ATP) aza spolutcasti CO, aH,O
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syntetizuji dulezité organické latky (sacharidy, tuky, bilkoviny apod.). OvSem
ucinnost jejich syntézy v chloroplastech je zavisla na intenzivnim pfisunu ATP
a NADPH (na ucinnosti svételnych reakci); (Rohacek, 2011b). V8echny stresové
vlivy snizuji rychlost fotosyntézy a zaroven tim zvySuji velikost fluorescence
(Prochazka a kol. 1998). K pribéhu fotosyntézy je zcela nezbytna voda, jeji
nedostatek se projevi uzaviranim pruduchl. To znemozfuje pfisun CO, do

fotosyntetizujicich pletiv (Kincl a kol. 2006).

3.1 Chloroplasty

Chloroplasty (obrazek €. 5) jsou zelené, fotosynteticky aktivni plastidy, které se
vyskytuji v zelenych €astech rostliny. Hlavnim fotosyntetickym barvivem je chlorofyl
(chlorofyl a, b, c); (Richardson a kol. 2002). Ten je obsazen ve vSech zelenych
rostlinach ato vzdy v kombinaci s nékterym ze zbyvajicich typu (viz kapitola
chlorofyl); (Kincl, 2006). Chloroplasty jsou zpravidla diskovitého tvaru o priméru 5 —
10 nm a v jednoduché mezofylové burfice mlze byt 40 — 50 chloroplastu (vypadaji
jak sto¢ky minci); (Prochazka a kol. 1998). Mohou se v burice pohybovat a zaujimat
co nejvhodnéjsi polohu k vyuziti slunecni energie (Kincl, 2006). Chloroplasty se
skladaji z dvojité povrchové membrany, do které jsou vnofeny pigment-bilkovinné
komplexy. Ty tvofi dvé zakladni fotosyntetické jednotky ato fotosystém I
a fotosystém I. Tyto fotosystémy se skladaji z reakéniho centra (RC), tvofeného
molekulou dimeru chlorofylu a (Chl a), a z vnitinich a vnéjSich svétlo-sbérnych
antén, které obsahuji velké mnoZstvi molekul Chl a a b (Rohacek, 2011a). V tzv.
vnéjSich anténach je pomér chlorofylu a k chlorofylu b pfiblizné 3:1 (Netto a kol.
2005). Do reakéniho centra prfechazi energie fotond absorbovanych celym svétlo-
sbérnym komplexem ve formé toku excitonu (vazané nabojové stavy). Fotosystém |
ma ve svém RC pigment s maximem absorpce kolem 700 nm (P700) a skoro
nefluoreskuje (Rohacek, 2011a). Odtud pochazi i nazev pigmentu, ktery provazi
chlorofyly (Lercher, 1988). Fotosystém Il obsahuje analogicky pigment v oblasti
kratSich vinovych délek (obrazek €. 8) ato 680 nm (P680); (Kincl, 1977), ktery
vyrazné fluoreskuje. Oba tyto fotosystémy jsou mezi sebou propojeny fadou
elektronovych pfenasecl a ty spolu navzajem uzce kooperuji (Rohacek, 2011a). Na
vnitini membrané se vytvareji ploSné vacky oznaCované jako tylakoidy (obrazek
€. 5). Ty jsou vzajemné spojeny a tvofi tzv. grana (obrazek €. 5). V tylakoidech jsou
umisténa fotosynteticka barviva, ktera umozZnuji zachyceni a pfeménu slunecni
energie na energii chemickych vazeb. Vnitfek chloroplastu vyplfiuje zakladni hmota
zvana stroma (obrazek €. 5); (Kincl, 2006), ktera obsahuje enzymy uplatiujici se pfi
fixaci CO, (Rohacek, 2011a).
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Chloroplast

Vnéjsi membrana

membrana

Obr. &. 5: Chloroplast — vnéjSi membrana, vnitini membrana, stroma, grana,
tylakoidy. Zdroj: (Kozlova, 2010).

3.2 Chlorofyl

V prubéhu fotosyntézy absorbuje chlorofyl energii svételného zareni a pouziva ji
k syntéze sacharidli z oxidu uhli¢itého (Kincl a kol. 2006). Chlorofyl je pfitomen
v mnoha organismech v€etné fas a nékterych druhl bakterii. Je zastoupen
v nejhojné&jsi formé ve fotosyntetickych organismech a pfevazna ¢ast dava rostlinam
jejich zelenou barvu. Patfi k fotosyntetickym pigmentim soucasné s karotenoidy
(Car); (Yang akol. 2012) a fykobilinamy. Chlorofyl ma v dopadajicim bilém svétle
barvu zelenou, protoze intenzivné absorbuje viditelné zafeni v oblastech vinovych
délek okolo 430 nm (modra oblast spektra) a 663 nm (Eervena oblast); (obrazek
€. 7) ze zelené oblasti (cca 500 nm) zareni propousti (Rohacek, 2011a). Mezi dva
hlavni typy patfi chlorofyl a a chlorofyl b (obrazek &€. 6), vyskytujici se u vSech
autotrofnich rostlin s vyjimkou nékterych bakterii (Prochazka a kol. 1994). Rozdil
mezi chlorofylem a a chlorofylem b je ve struktufe postranniho fetézce a je tvofen
pouze rozdilnymi skupinami na 3. atomu uhliku (Prochazka a kol. 1998). Chlorofyl a
(obrazek €. 6) obsahuje methylovou skupinu (-CH3); (Rohacek, 2011b) aje

barvivem, které zachycuje energii sluneCniho zafeni (Krieger-Liszkay, 2004);
(Blackburn, 2006) a absorbuje hlavné v modré a ervené Casti spektra (Kincl a kol.
2006). Chlorofyl b (obrazek €. 6) obsahuje skupinu karbonylovou (-CHO); (Rohacek,
2011b) avznika oxidaci chlorofylu a (Pavlova, 2005). Karotenoidy (Car) maji

pigmenty Zluté, oranzové nebo Cervené barvy (Prochazka a kol. 1994), jez zachycuji
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svételna kvanta v oblasti spektra (obrazek ¢&. 8). Tam chlorofyl neabsorbuje
a excitaCni energie je vyuzita pfenesenim na chlorofyla (Rohacek, 2011a).
K fotosyntéze slouzi z karotenoidl B-karoten (Yang a kol. 2012) a xantofyly (lutein,
neoxantin, violaxantin aj.) (Pavlova, 2005). Karotenoidy zaroven odstrariuji
radikalové formy Kkysliku, které vznikaji v prubé&hu fotosyntézy. Pusobi, tak
destruktivné na RC a ina dalSi lipoproteiny v tylakoidni membrané (Rohacek,
2011a). Zaroven chrani fotosynteticky aparat pfed poSkozenim (foto-oxidaci);
(Prochazka a kol. 1998). Fykobiliny se vyskytuji v ¢ervenych a modrozelenych
fasach (Prochazka a kol. 1994) a skladaji se z vlastniho chromoforu fykobilinu
a bilkoviny (Prochazka a kol. 1998). Mezi fykobiliny patfi fykoerythin a fykocyan
(Prochazka a kol. 1994). Ve fotosyntéze je nezbytny pro vlastni pfeménu chlorofyl a,
protoze ostatni pigmenty (karotenoidy a fykobiliny) maji jen funkci pomocnou
(Prochazka a kol. 1994). Mnozstvi chlorofylu v listech se mlze vyjadfit koncentraci
(ti. mikrogramti Chl g* tkan&) nebo obsahem (tj. mikrogram(i Chl cm™ tkané).

Preference jednoho &i druhého zavisi na cilech vyzkumnik( (Netto, 2005).

CH4CH,  CHg

Chlorophyll a

H.CH 2COQCHECH=(|3(CHECHECH2 (|3H)30H3

CH, CH,
0
COyCHy
\ W “H ’ Chlorophyll b
H, C=CH /@Hv%
) CH ,CH 500 ,CH,CH=C(CH,CH,CH CH) CH,
CHy CHy CH CH

3 3

Obr. &. 6: Chlorofyl a a chlorofyl b. Chlorofyl a obsahuje metylovou skupinu
(CH3) a chlorofyl b skupinu karbonylovou (CHO). Zdroj: (Food - info 2013).
Upraveno.
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Obr. &. 7: Absorpéni spektrum chlorofylu a a chlorofylu b. Zdroj: (Wikipedie,
2013). Upraveno.

3.3 Fluorescence

Fluorescence je jednim z druhd luminiscence, ke které dochazi pfi emisi zafeni pfi
prfechodu excitované molekuly do zakladniho stavu (S,); (Floromatics software,
2013). Pokud je excitace vyvolana absorpci kvanta zafeni, toto emitované zareni se
nazyva fluorescence (Maxwell et Johnson, 2000). Emitované zafeni ma vétsi

vinovou délku nez 650 nm a niz§i energii nez zareni excitaéni (Rohacek, 2011a).

3.4 Fluorescence chlorofylu

Je jednim z de-excitaCnich procesl po absorpci svételné energie svétlo-sbérnym
signalem (Oxborough, 2004). Ma puvod ve fotosyntetickych pigmentech zelenych
rostlin, ve kterém se vyskytuje mnoho foto-fyzikalnich procesll. Tyto procesy
probihaji v tylakoidnich membranach uvnitf chloroplasti béhem pfemény energie
slune¢niho zafeni na biochemicky dale vyuZzitelnou formu. V anténnich pigmentech
fotosystému | (PSI) a fotosystému Il (PSIl) je energie kvanta svételného zafeni
absorbovana a pfenesena do reakénich center PSI a PSIl ve formé toku exciton(
(Richardson a kol. 2002). Oblast PSII je nejcitlivéjsi casti fotosyntetického aparatu
(Prasil, 2003). K popsani a méreni procesu emise fluorescence se pouziva termin
kvantovy vybézZek fluorescence (®¢); (Rohacek, 2011b) a z velké Casti zavisi na
schopnosti PSII realizovat stabilni rozdéleni naboje mezi primarnim donorem (P680)
a plastochinonovou molekulou (Q, ); (Maxwell et Johnson, 2000). Zalezi na tom,

zda je Qa oxidovana nebo redukovana. Pokud je Qs oxidovana, reakéni centrum
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PSII muze vyuzit zachycenou svételnou energii anténnim systémem na rozdéleni
naboje a vtomto pfipadé je ucinnost fotochemie maximalni. Zbyla &ast excitacni
energie spotfebovana na fluorescenci je mala, takZe hovofime o minimalnim
vybéZku fluorescence (Fo). KdyZz je ale Qa redukovana, reakéni centrum PSII
nemuze uskutecnit stabilni rozdéleni naboje a v této situaci se ucinnost fotochemie
blizi nule. Cast excitaéni energie, ktera je vyuZita na fluorescenci, je tim padem
vysoka, atudiz je vybézek fluorescence maximalni (F,). Kvantovy vybézek se
vypocita ze vzorce ®r = (Fy - Fo)/Fy a zjednodusené nam fika, jaky je zdravotni
stav rostliny. Pokud se jeho hodnota pohybuje okolo 0,8, jedna se o zdravou
rostlinu, snizenim hodnoty pod 0,7 znamena vyrazné zhorSeni jejiho stavu.
Kvantovy vybézek fluorescence je definovan, jako podil poctu vyzarenych foton(
(ng) k poCtu vSech absorbovanych kvant (na); (Soukupova et Rohacek, 2003).
NejzarivéjSi emise dosahuji latky s nejvétSim kvantovym vybézkem blizici se Cislu

jedna (Lakowicz, 2010).

1km im 1mm 1pm 1nm 1pm

Pozemni vysilani Radarové Infracervené Rentgenové Kosmické
Radiové Mikrovinné Ultrafialové Gamma

Dlouhé viny Kratké viny
MWW

Viditelné svétlo

700 nm 600 nm 500 nm 400 nm

Obr. ¢&. 8: Elektromagnetické vinéni v rozsahu od 380 nm do 780 nm od
nejkratsi vinové délky v barvé fialové az po nejdelSi vinovou délku v barvé
Cervené. Od viditeIného svétla vpravo vidime ultrafialové zafeni (UV), smérem
do kratSich vinovych délek, a smérem vpravo infralervené zafeni (IR), smérem
do del8ich vinovych délek. Viditelné svétlo je v intervalu od 400 nm do 700 nm.
Modra oblast spektra je okolo 430 nm, Cervena oblast je okolo 663 nm a zelend
oblast je okolo 500 nm. Zdroj: (Megaflex, 2013). Upraveno.

3.5 Svétlo

Svétlo znamena viditelnou oblast elektromagnetického zafeni (Rohacek, 2011a), je
to tok fotond a ty jsou nositelem energie (Romanovsky a kol. 1985) o vinové délce (A
— lambda) v intervalu od 400 do 700 nm (Rohacek, 2011a); (obrazek &. 8). Foton
pfedstavuje nejmensi CasteCku (kvantum) svétla a jeho energie je dana vinovou
délkou prislusného elektromagnetického zafeni. Cim je vinova délka krat$i, tim je
energie fotonu vé&tsi a naopak (Sulc, 2002). Kazdy pohlceny foton, ktery nese
dostateCné mnozstvi energie (En) muize zplsobit jednoduchy foto-fyzikalni dé;.

Primarni fotochemické reakce pohani energie fotonl, ktera zahaji fotosyntetickou
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pfemeénu zafivé energie na biochemicky vyuzitelnou formu a vede k oddéleni naboje
v radiacnich centrech (RC) fosystému Il a fotosystému I. Také mUze byt rozptylena
nefotochemickou cestou, jinak fe€eno pfreménou na teplo a fluorescenci. K tomuto

pochopeni nam poslouzi nasledujici obrazek (Rohacéek, 2011a).
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Obr. €. 9: Zjednodus$ené tii hladinové schéma vyuziti excitaCni energie

v molekule chlorofylu reakéniho centra PSIl. Sy zakladni singletni stav, S; a S,
excitované singletni stavy. Horizontalni ¢ary ukazuji vibracni stavy uvedenych
energetickych hladin pro rGzna vibracni Cisla (v* — zakladni stav, v' — excitované
stavy), vertikalni Sipky ukazuji rizné kvantové procesy: Sipky nahoru — modra

a Cervena — absorpce kvanta zafeni s urcitou vinovou délkou A4, Sipky dolu —
Zluta — odvod tepla, Eervena — fluorescence. Horizontalni zelena Sipka
znazorfiuje fotochemickou cestu a oranZova Sipka nabojovou neutralizaci iontu
Chl" elektrony dodavanymi komplexem $tépicim vodu. Zdroj: (Rohadek 2011c).
Upraveno.

Toto schéma nam ukazuje tfi singletni stavy a to zakladni singletni stav (Sy) a dva
singletni stavy (S;, S,) molekuly chlorofylu. Horizontalni ¢ary nam ukazuji vibracni
stavy uvedenych energetickych hladin pro rGzna vibrac¢ni Cisla (v* je pro zakladni
stav, V' je pro excitované stavy); (Rohacek, 2011a). Excitovany stav je takovy stav,
kdy je jeho energie vy$si nez v zakladnim stavu (Sulc, 2002). Vertikalni Sipky
ukazuji nasledujici kvantové procesy: modra Sipka — absorpce kvanta zafeni
s urCitou vinovou délkou A, ktera zpusobi pfechod elektronu ze zakladniho do

excitovaného stavu v ¢ase kratsim nez 10™“s, odvod tepla — rozptyleni excitadni
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energie nezafivou vnitfni konverzi na teplo, fluorescence — zafiva de-excitace
vzbuzeného stavu vyzafenim fotonu s vinovou délkou Ar vétdi nez 650 nm
(Rohagek, 2011a). De-excitace je stav s nizsi energii nez v zakladnim stavu (Sulc,
2002). Parametr 1 (pi) znamena pfibliznou dobu Zivota elektronu v jednotlivych
kvantovych stavech. Horizontalni Sipky nam ukazuji tzv. fotochemickou cestu,
tj. rozdéleni naboje v reakénim centru fotosystému Il jako pocatek transportu
elektrond a nabojovou neutralizaci iontu chlorofylu™ elektrony dodavanymi
komplexem $tépicim vodu (WSC); (Rohacek et Bartak, 1999).

V reakénim centru mGzeme chlorofyl popsat jako oxido-redukéni systém, ten se
oxiduje tim, ze pfeda elektron na molekulu akceptoru a poté se vrati do zakladniho
svétla se ziska potfebné mnozstvi energie, ktera je potfebna pro prechod elektronu
mezi zakladnim a excitovanym stavem. Je-li absorbovan foton z modré oblasti
viditelného spektra (A = 450 nm), elektron pfechazi do excitovaného stavu S..
Pokud, ale dojde k absorpci fotonu z ¢ervené oblasti (A = 650 nm), ktera je
energeticky chudsi, elektron mlze pfejit jen do stavu S;. V excitovaném stavu S; je
doba Zivota elektronu asi tisickrat del$i (7 = 10 - 10® s) nez ve stavu S, (Rohagek,
2011b). Vtéto dobé musi byt elektron bud pfenesen na sousedni molekulu
v elektronové transportnim fetézci (u rostlin feofytin), anebo se vrati do zakladniho
excitovaného stavu zafivym procesem (fluorescence), nebo nezafivym procesem

(teplotni disipace); (Prochazka a kol. 1994).

4. METODY MERENiI FLUORESCENCE CHLOROFYLU

V sou€asné dobé existuje nékolik metod pro stanoveni chlorofylu (Makeen a kol.
2007). Fluorescence chlorofylu je cestou, jak zkoumat fotosyntetické procesy
v rostlindch, fasach i sinicich. Metody méfeni fluorescence chlorofylu se staly
jednou z nejmodernéjich a Siroce pouzivanych technik a nasly uplatnéni ve
fyziologickém a ekologickém vyzkumu (Spulak et Martincova, 2006), ale také
v monitorovani prostfedi a v dalSich oborech (FiSar, 2003). Tyto metody jsou rychlé,
spolehlivé, nedestruktivni, kvantitativni a muzeme je srovnat s jinymi metodami
hodnotici kvalitu fotosyntetickych procest (Mohammed a kol. 1995). Mohou se jimi
detailné studovat i déje probihajici v tylakoidnich membranach uvnitf chloroplastt
(Schreiber a kol. 1986). Jsou vyuzivany k zajiSténi abiotickych stresd, jako jsou
vysoka a nizka teplota, nedostatek vody, zamokfeni stanovisté, nedostatek
esencialnich mineralnich prvkd v padé atd. (Maxwell et Johnson, 2000). Dale i v€as
detekovat bioticky stres na drovni bunék, rostlin i celého porostu (Soukupova et

Rohacek, 2003). Sledovani fluorescence chlorofylu ndm mulze zaroveri pomoci
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odhadnout intenzitu a dobu trvani nepfiznivych podminek (Papageorgiou, 2004).
Zaroven ji mizeme detekovat iz druzic z vySky nékolika set kilometrl nad zemi
(Prasil, 2003).

Na =zakladé téchto metod se pouzivaji pFistroje, které slouzi k hlubSimu
a pfesnéjSimu uréovani stresovych reakci u rostlin. Jako prvni popsali v roce 1931
Kautsky H. a Hirsch A. vztah mezi fotosyntetickou aktivitou a fluorescenci chlorofylu
(Floromatics software, 2013). Jednou z prekazek méfeni fluorescence chlorofylu
byla v minulych letech jeji vysoka cena a pfesnost pfistroju. Dnes jsou k dispozici
pfistroje, se kterymi muzeme méfit jak v laboratofi, tak v polnich podminkach. Tyto
pristroje nam poskytuji jednoduché, rychlé a pfesné méfeni a lze s nimi zkoumat
jednotlivé buniky, listy, celé rostliny ale také celé prostory (Maxwell et Johnson,
2000).

Jedna se predevsim 0 metodu fluorometrickou, gazometrickou
a spektrofotometrickou. VSechny metody jsou v podstaté zalozeny na stanoveni

fotosyntetické aktivity rostlin (Prochazka a kol. 1998).

Metody fluorometrické slouzi k monitorovani fotochemické ucinnosti rostlin. Tyto
metody jsou rychlé, neinvazni a zaroveri velmi citlivé a pouzivaji se v zakladnim
vyzkumu fotosyntézy (Soukupova et Rohacek, 2003). Lze je také pouzit pfi detekci
mutantnich rostlin, a v€asné detekci abiotického a biotického stresu (Oxborough,
2004). Nejvice se pro toto méfeni vyuzivaji pfistroje, které pracuji na principu pulzni
amplitudové modulace (PAM) fluorescenéniho signalu (Schreiber a kol. 1986).
Existuji dva typy fluorometrd ato nezobrazovaci a zobrazovaci. Nezobrazovaci
fluorometry integruji fluorescenéni signal z celého méfeného vzorku (list, suspenze
fas nebo sinic). Vysledkem meéfeni je jedina fluorescenéni indukéni kfivka nebo
soubor fluorescen¢nich parametrll pro dany vzorek. Dale s nimi midzeme méfit velmi
rychlé procesy na fotosyntetické membrané. Zobrazovacimi fluorometry nelze méfit
rychlé procesy na fotosyntetické membranég, ale jejich velkou vyhodou je moznost
meéfit zmény fluorescencni emise chlorofylu v ploSe (Soukupova et Rohacek, 2003).
Tim se da odhalit prostorova heterogenita zkoumaného vzorku ato jak na
mikroskopické (um) tak makroskopické (um) urovni (m az desitky m); (Oxborough,
2004). Muzeme také testovat snimani fluorescence vegetace z letadel a satelitu.
Tim, Zze pouzijeme zobrazovaci fluorometrii, mizeme zjistit pusobeni stresového
faktoru dfive, nez jsou patrna poskozeni pouhym okem (Soukupova et Rohacek,
2003).
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Gazometrické metody se uzivaji ke stanoveni fotosyntetické aktivity rostlin
(Prochazka akol. 1998). Pouziti téchto metod s pouZitim modernich pfistroju je
rychlé, nedestruktivni umoziuji méfeni celkové bilance uhliku v rostliné. Principem
je absorpce oxidu uhli¢itého avodni pary vinfraervené oblasti za pomoci
infraerveného analyzatoru (Hall a kol. 1993). V souCasné dobé je k méfeni
samoziejmé pouziti vypoCetni techniky, kterd sama automaticky vyhodnocuje
a vypocitava parametry. Témito parametry jsou: rychlost fotosyntézy, rychlost
transpirace, koncentrace CO, atd. Tato metodika umozniuje mnohacetna denni

méreni v jakychkoliv podminkach (Prochazka a kol. 1998).

Spektrofotometrie je kvantitativni metoda, ktera se nejCastéji stanovuje obsahem
fotosyntetickych pigmentl, tj. méfenim absorbance smési pigmentd pfi rdznych
vinovych délkach, vétSinou volenych tak, aby odpovidaly absorpénim maximim
jednotlivych slozek. Pouziti této metody pro smési pigmentl je ovSem omezeno na
pigmenty, které se spektralné liSi. NemUzeme napf. uréit obsahy jednotlivych slozek
ve smési chlorofylu ajeho defytylované formy - chlorofylidu, nebo obsahy
jednotlivych karotenoidu v jejich smési. Bézné se tato metoda pouziva pro stanoveni
obsahu Chl a, Chl b acelkového Car (Richardson a kol. 2002). Pigmenty se
extrahuji z rostlinnych materialll organickymi rozpoustédly, jako je aceton (Netto
a kol. 2005), dimethyl sulfoxid (DMSO); (Hiscox & lIsraelstam, 1979), methanol,
dimethyl formamid (DMF); (Netto a kol. 2005). Toto méfeni vSak ma nevyhodu
v tom, Ze vyzaduje zniCeni méfenych listd (Sims et Gamon, 2002) a také s nimi
musime v prubéhu experimentu pracovat co nejrychleji, aby nedochazelo
k pigmentovym ztratdm. Ztraty by vedly k vysoké variabilité ve vysledcich (Netto
a kol. 2005). Tyto techniky jsou Casové naro¢né a drahé a z hlediska vegetace
krajiny nepraktické. Principem méfeni je interakce mezi stanovovanym analytem
a monochromatickym zafenim. Céast zafeni je absorbovana stanovovanou latkou
a zbyvajici zareni je detekovano detektorem. Mnozstvi absorbovaného zafeni je
pfimo umérné mnozstvi analyzované latky (Sims et Gamon, 2002). VSechny
zminéné metody jsou popsany a jsou uvedeny jejich vyhody a nevyhody. Ja se

budu zabyvat hlavné metodou DMSO.

4.1 Metoda DMSO

Pro extrakci chlorofylu vrostlinnych materialech se pouzivaji organicka
rozpou$tédla. Muze to byt aceton (Netto a kol. 2005), dimethyl sulfoxid (DMSO);
(Hiscox & Israelstam, 1979), methanol, dimethyl formamid (DMF). V pribéhu
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extrakce a fedéni mize dojit k pigmentovym ztratam a to vede k vysoké variabilité
ve vysledcich (Netto a kol. 2005).

Z téchto extraktd jsem pouzila DMSO, toto rozpoustédlo ma oproti jinym dvé hlavni
vyhody. Prvni vyhodou je, Ze tento zpusob je rychlejsi, protoZze u ostatnich se musi
provadét jesté brouSeni a odstfedéni ato tato metoda nevyzaduje (Chang a kol.
1998). Druhou vyhodou je, Ze extrakty chlorofylu jsou v DMSO stabilnéjsi a nelamou
se tak, jako v acetonu (Richardson akol. 2002). Tato metoda ma ale isvé
nevyhody. DMSO je nebezpecna latka a proto se prfed manipulaci s ni musi
pouzivat nitrilové rukavice, laboratorni plast a bezpecnostni bryle. VSechny prace
s touto latkou se musi vykonavat pod digestofi, protoze DMSO je drazdivy pfi
vdechovani. Je to zaroven hoflava latka a proto by neméla byt pouzivana v blizkosti
jakéhokoliv zdroje vzniceni a musi byt ulozena od oxida¢nich Cinidel (Makeen a kol.
2007).

5. MATERIAL A METODIKA

Koncem &ervna 2012 jsem v Hutich u Bechyné v jiznich Cechach sesbirala vzorky
Ctyf koexistujicich druht mokfadnich olSin Carex elongata, L., Carex elata, All.,
Deschampsia cespitosa, L. a Calamagrostis canestens, W. V dobé experimentu
jsem stimulovala suchy a vlhky vodni rezim v experimentalnich nadobach. Nasbirala
jsem dvé sté Ctyficet vzorkl listového materialu, ktery jsem ulozila do igelitovych
sacku. Tento material byl odvezen do laboratofe CZU v Kostelci nad Cernymi Lesy,
kde byl pokus uskute¢nén dle metodiky na méfeni obsahu chlorofylu pomoci DMSO

(dimethyl sulfoxid) — Hiscox & Israelstanem (1979).

Metoda DMSO je velmi jednoducha a ucinna a zde je jeji postup: z dvé sté Ctyficeti
rostlin jsem odebrala listovy material o velikosti 1,5 x 1,5 cm listu. K extrakci jsem
pfedehfala 0,02 g listového materidlu v 7 ml DMSO (dimethyl sulfoxid). Sklenéné
centrifugaéni zkumavky byly inkubovany pfi 65 °C v peci po dobu 30 minut. Po
30 minutach jsem vzorky vyndala z pece ado kazdé zkumavky jsem doplnila
Pasterovou pipetou do objemu 10 ml DMSO. Ve zkumavkach jsem odpipetovala
3 ml extraktu do jednorazovych polystyrénovych kyvet a kazda kyveta se vzorkem
byla dukladné promichana. Spektrofotometrickou analyzu jsem provedla na pfistroji
Spekol 11 (Carl Zeiss Jena, Némecko), ktery jsem nechala zahfat na 20 az 30 minut
pfed pouzitim. PFistroj jsem kalibrovala na nulovou absorbanci pomoci prazdného
Cistého DMSO. Spektralni Sitka pasma je 10 nm. Obsah chlorofylu jsem méfila pfi
absorpcich 645 a 663 nm. Doba mezi extrakci a spektrofotometrickym méfenim by

nemeéla byt delSi nez 20 minut, aby nedoSlo ke ztraté chlorofylovych pigmenta.
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Naméfena data jsem zpracovala v programu Microsoft Excel a nasledné statisticky

zpracovala v softwarovém programu R a vynesla do grafa.

Pro vypocet mnozstvi chlorofylu existuje cela fada raznych rovnic. Rovnice Arnon
(1949) pro vypocet chlorofylu vytéZzeného v 90 % acetonu je v podstaté totozna
s extrahovanym chlorofylem v DMSO dle Hiscoxa & Israelstam (1979). Rovnice je
nasleduijici:

Ch a (g I_l) = 0,0127 A663 - 0,00269 A645

Chb (g I_l) = 0,0229 Agas - 0,00468 Ase3

Celkovy Ch (g I'") = 0,0202 Agss + 0,00802 Ages

Koncentrace chlorofylového extraktu, kterou vypoditame z téchto rovnic, se

prevedou na obsah leaft Chl (mg Ch cm™ listové plochy); (Richardson a kol. 2002).

6. VYSLEDKY

Z kazdého extrahovaného vzorku byl spektrofotometrem Spekol 11 naméfen obsah
chlorofylového pigmentu a naméfené hodnoty celkového chlorofylu u Calamagrostis
canestens, W., Carex elongata L., Deschamsia cespitosa, L. a Carex elata, All. pfi
vihkém a suchém rezimu. Hodnoty byly zaznamenany a zpracovany v programu
Microsoft Excel a dale zpracovany v softwarovém programu R (tab. &. 1). Timto

zplUsobem bylo provedeno méfeni pro kazdy vzorek pfi absorpci 645 a 663 nm.

Df Sum Sg | Mean 5q | Fvalue | Pr{=F)
hladina | 1 0,38 03796 0,355 0,552

Residuals 238 254,6 1,0697

Tab. &. 1: Obsahy chlorofylu na vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody
u Calamagrostis canestens, W. (Cal), Carex elongata L. (Celo), Deschamsia
cespitosa, L. (Des), Carex elata, All. (Ela).

Tyto naméfené hodnoty celkového chlorofylu v priméru ukazuji hodnotu 0,38

a rozdily mezi jednotlivymi druhy vychazi na vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody. Da

se fici, Zze z velké €asti druhy na vodni stres nereaguiji (obr. €. 10).
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Celkovy obsah chlorofylu

H.Cal L.Cal H.Celo L.Celo HDes L.Des H.Ela LEla

Vysoka (H) a nizka (L) hladina vody

Obr. €. 10: Analyza vysledkl pro Calamagrostis canestens, W. (Cal), Carex
elongata L. (Celo), Deschamsia cespitosa, L. (Des), Carex elata, All. (Ela). Na
ose y je vynesen celkovy obsah chlorofylu a na ose x vysoka (H) a nizka (L)
hladina vody.

Déle jsem provedla zpracovani v softwarovém programu R pro kazdou mokradni
rostlinu zvlast. Vysledek ndm ukazuje tabulka &. 2 pro Calamagrostic canescens,
W., kde rozdil mezi nizkou (L) a vysokou (H) hladinou vody v celkovém obsahu

chlorofylu je 0,17.

Df Sum Sq | Mean Sg | Fwalue | Pr(=F)
hladina | 1 0,17, 0,1697. 0,192 0,663

Residuals 58 51,15 0,8819

Tab. €. 2: Obsah celkového chlorofylu na vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody
u titiny Sedavé Calamagrostis canestens, W. (Cal).

Z grafu na obrazku €. 11 je patrné, Ze statisticky vyznamné rozdily mezi vysokou (H)

a nizkou (L) hladinou vody v celkovém obsahu chlorofylu neni vyrazny.
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Celkovy obsah chlorofylu
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H.Cal L.Cal

Vysoka (H) a nizka (L) hladina vody

Obr. €. 11: Analyza vysledkl pro Calamagrostic canescens, W. (Cal), kde na
ose y je vynesen celkovy obsah chlorofylu a na ose x vysoka (H) a nizka (L)
hladina vody.

V tabulce €. 3 pro Carex elongata, L. (Celo) je rozdil mezi vysokou (H) a nizkou (L)
hladinou vody pro celkovy obsah chlorofylu 0,31.

Df Sum Sq | Mean Sg | Fwalue | Pr(=F)
hladina | 1 031 0,3109, 0428 0,515

Residuals 58 42,1 0,7258

Tab. €. 3: Obsah celkového chlorofylu na vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody
pro Carex elongata, L. (Celo).

Stejné jako u Calamagrostic canescens, W. (Cal) je z grafu na obrazku €. 12 zfejmé,
Ze mezi vysokou (H) a nizkou (L) hladinou vody v obsahu celkového chlorofylu

vyrazny rozdil neni.
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Celkovy obsah chlorofylu
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Vysoka (H) a nizka (L) hladina vody
Obr. €. 12: Graf pro analyzu vysledkl pro Carex elongata, L. (Celo), kde na ose

y je vynesen celkovy obsah chlorofylu a na ose x vysoka (H) a nizka (L) hladina
vody.

Deschampsia cespitosa, L. (Des) a z naméfeného obsahu chlorofylu pfi vysoké (H)
a nizké (L) hladiné vody vykazuje v rostlinném extraktu v DMSO hodnotu 2,21 (tab.
C. 4).

Df Sum Sq | Mean Sg | Fwalue | Pr(=F)
hladina | 1 2,21 2,208 1,31 0,257

Residuals 58 97,75 1,685

Tab. €. 4: Obsah celkového chlorofylu na vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody
pro Deschamsia cespitosa, L. (Des).

Z grafu na obrazku €. 13 je tento rozdil mezi vysokou (H) a nizkou (L) hladinou vody

vidét nejvyraznéji a zda se, Ze je nejmif na vodni stres nachylna.
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Obr. &. 13: Graf pro analyzu vysledkl pro Deschamsia cespitosa, L. (Des), kde
na ose y je vynesen celkovy obsah chlorofylu a na ose x vysoka (H) a nizka (L)
hladina vody.

Nejmensi rozdil ze vSech vybranych mokfadnich rostlin na celkovy obsah chlorofylu

ma Carex elata, All., cozZ naznacuje tabulka &. 5 a uvadi hodnotu 0,01.

Df SumSg | Mean 5q | Fvalue | Pr{=F)
hladina | 1 001 00117 0,016 0,901

................................................. fene

Residuals 581 43,330 0,7471

Tab. €. 5: Obsah celkového chlorofylu na vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody
pro Carex elata, All. (Ela).

Je to patrné i na pfilozeném grafu na obrazku €. 14, kde hladina vysoké (H) a nizké
(L) hladiny vody vykazuje nepatrny rozdil a proto se Carex elata, All. (Ela) zda byt

vlhkomilngjSi nez ostatni pozorované mokfadni rostliny.
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Obr. €. 14: Graf pro analyzu vysledku pro Carex elata, All. (Ela), kde na ose y je
vynesen celkovy obsah chlorofylu a na ose x vysoka (H) a nizka (L) hladina
vody.

7. DISKUZE

Cilem prace bylo zjistit, zda se liSi rostlinné druhy mokfadniho spolecenstva mirou
tolerance vu€i vodnimu stresu. Stres byl navozen stimulaci suchého a vlhkého
vodniho rezimu v experimentalnich nadobach u dvé sté Ctyficeti rostlin. Hodnoty na
méfeni obsahu chlorofylu byly ziskany analyzou pomoci DMSO (dimethyl sulfoxid)
podle Hiscox & Israelstanem (1979) dle spektrofotometrického méfeni na pristroji
Spekol 11 pfi vinovych délkach 645 a 663 nm, kterou dale doporucuje Barnes a kol.
(1992) a Monje et Bugbee (1992). Rozpoustédlo DMSO (dimethyl sulfoxid) bylo
pouzito k experimentu z nékolika davodu. Jednim z téchto divodu je, Ze v pfipadé
pouziti jinych rozpoustédel se musi jesté provadét brouseni a odstfedéni, které
uvadi Chang a kol. (1998), coz by v naSem pfipadé vyZadovalo celou fadu ¢asové
narocnych procesnich krokl. Nevyhnutelné by to mohlo vést k experimentalni
chybé. Druhou vyhodou, kterou uvadi Richardson a kol. (2002) je, Ze extrakty
chlorofylu jsou v DMSO stabilngjSi a nelamou se tak, jako v acetonu. DalSim
divodem, ktery uvadi Netto a kol. (2005) je pouziti organickych rozpoustédel,
protoze v pribéhu extrakce a fedéni chlorofylu v rostlinnych materialech by mohlo
dojit k pigmentovym ztratam. Tyto ztraty by mohly vést k vysoké variabilit¢ ve

vysledcich.
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Musim zaroverni podotknout, Ze latka DMSO ma i své nevyhody. Makeen a kol.
(2007) upozorfiuje, Ze pfi manipulaci s touto latkou se musi pouZivat ochranné
pomucky (nitrilové rukavice, laboratorni plast a bezpecnostni bryle). Zarover je tato

latka drazdiva pfi vdechovani a proto by se s ni mélo manipulovat pod digestofi.

Z mého experimentu u vSech testovanych extraktl je patrné, Ze obsah chlorofylu pfi
vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody z velké Casti potvrdil vzajemnost mezi druhy.
Podle vyhodnocenych vysledk se jedna o hodnotu 0,38 obsahu celkového
chlorofylu, coz je zfejmé dle tabulky ¢. 1 a z grafického porovnani hodnot na
obrazku €. 10. Makeen a kol. (2007) ve své studii méfil celkovy obsah chlorofylu
a podle jeho vysledku je patrné, ze jejich hodnoty jsou 2,41. Nicméné mé vysledky
ukazuji obsah celkového chlorofylu nizsi. Z toho vyplyva, ze travy maji nizSi obsah
chlorofylu, nez fazole, které pouzil Makeen a kol. (2008) ve své studii. Nicméné
Gamon a Surfus (1999) také prokazali, ze celkovy obsah chlorofylu se vyrazné lisi
u jehliénand a bylin a naznaduji, ze tyto rozdily mohou byt zpusobeny rozdily

v morfologii a strukture listu.

Dalo by se Fici, Zze z velké Casti druhy na vodni stres nereaguji a zdaji se byt
plastické. Jen u Deschampsia cespitosa, L. (Des) je na grafu na obrazku €. 13 vidét,
Ze rozdil mezi vysokou (H) a nizkou (L) hladinou vody vykazuje v rostlinném
extraktu v DMSO hodnotu 2,21, coz je vyraznéjSi nez u ostatnich druhd. PFi nizké
hladiné vody ma nejmenSi obsah chlorofylu a zda se, ze ji vyhovuje suSsi
stanovisté, proto neni na vodni stres tolik nachylna. Na grafu na obrazku €. 10, kde
muzeme pozorovat vSechny druhy rostlin ma Carex elata, All. obsah chlorofylu
nejvyssi. Také je patrné, Ze mezi vysokou (H) a nizkou (L) hladinou vody ma rozdil
v obsahu chlorofylu nejmens$i, coZz naznacuje hodnota 0,01 celkového chlorofylu.

Carex elata, All. se zda byt vihkomilnéjSi nez ostatni pozorované mokfadni rostliny.

Z vySe popsanych vysledkl jsem doSla k zavéru, Zze metoda DMSO (dimethyl
sulfoxid) podle Hiscox & Israelstanem (1979) funguje velice dobre, ale s rostlinnym
materialem se musi pracovat rychle, aby nedochazelo ke ztraté pigmentd. Jiné

metody maji sice lepSi rozliSovaci schopnost, ale tyto metody jsou obvykle

Na zakladé vysledkl se da usoudit, Ze hodnoty celkového obsahu chlorofylu pfi
vysoké (H) a nizké (L) hladiné vody jsou niz8i nez u ostatnich porovnavanych studii.
V predbéznych studiji (Hiscox & Israelstanem, 1979); (Barnes a kol. 1992); (Monje
et Bugbee, 1992) bylo zjisténo, ze extrakce pfi 65 °C, byla dokon¢ena béhem 15 az

20 minut. Tato skute¢nost by mohla souviset s tim, Ze naSe laboratorni méfeni jsem
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z pocatku v tak kratké dobé nezvladala, jak jsem pfedpokladala a tim mohou byt mé
hodnoty nepatrné zkreslené. Ackoli metoda DMSO funguje velice dobie, méli

bychom eliminovat moznost chyb a v dalSim vyzkumu pokraCovat.

8. ZAVER

Informace ziskané pfi psani této bakalafské prace poskytuji pfehled o vodnim stresu
u rostlin, a jak se stimto stresem rostliny vyrovnavaji. Prace byla zaloZzena na
experimentu, ktery byl uskuteénén vroce 2012. Materidl byl pouZit ze &ty
mokfadnich rostlin (Calamagrostis canestens, W., Carex elongata L., Deschamsia
cespitosa, L., Carex elata, All.) u nichz byl zjistovan obsah celkového chlorofylu pfi
navozeni suchého a mokrého rezimu za pouZiti extrakéni techniky (DMSO). Bylo
Zjisténo, ze obsah chlorofylu se liSi mezi druhy a navic se zda, Zze Deschampsia
cespitosa, L. se také liSi mezi suchym a vlhkym rezimem. NejvysSi obsah chlorofylu
byl zjistén u Carex elata, All., ktera se zda byt vihkomiln&j8i nez ostatni pozorované
mokFadni rostliny. Také se da fict, Ze tato mokfadni rostlina vykazuje nepatrny rozdil

mezi vysokou (L) a nizkou (H) hladinou vody.

Metoda fluorescenénich pigmentl se jevi, jako mocny nastroj, ktery ma stale vétsi

uplatnéni v mnoha oborech.

Vysledky této prace budou pfinosem k dalSimu vyzkumu vodniho stresu u rostlin
a mohly by tak otevfit moznost k vytvareni novych systému odolnych vigéi pasobeni
extrémniho sucha nebo zaplaveni, kterym jsou v souCasné dobé rostliny

vystavovany.
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