UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

KATEDRA BIOFYZIKY

DIPLOMOVA PRACA

Teplom stimulovand zmena termostability thylakoidnych membran a

plazmalemy

Vypracoval: Martin Simo
Studijny obor: Biofyzika

Veduci diplomovej prace: Prof. RNDr. Petr Ilik, Ph.D.



Dakujem vediacemu diplomovej prace Prof. RNDr. Petrovi Ilikovi, Ph.D., za vedenie,
odborni pomoc a prezentaciu vysledkov prace na 15. Medzinarodnom kongrese
fotosyntézy (22.-27. august, Bejing, Cina). Dalej d’akujem Mgr. Jifimu Frolcovi, Ph.D.

za konzultacie a RNDr. Pavlu Krchidkovi, Ph.D. za zostavenie aparatury.






Prehlasujem, Ze diplomova pracu na danu tému som vypracoval samostatne pod
vedenim Prof. RNDr. Petra Ilika, Ph.D., a s pouZitim literatiry uvedenej v zavere

prace.

V OlOMOUCT A8 oo e



Suahrn

Predkladand diplomova praca je =zamerana na problematiku teplom
stimulovanej zmeny termostability thylakoidnej membrany a plazmalemy. V préci bola
vypracovana reSer§ problematiky. V praktickej casti diplomovej prace boli
uskutocnené merania pre kontrolné vzorky, vzorky infiltrované DCMU alebo
bromoxynilom, vzorky predhriate na 35°C a vzorky pripravené kombinaciami
predhrievania a infiltracie inhibitorom. Termostabilita plazmalemy bola skiimana
pomocou krivky mernej vodivosti média v zavislosti na teplote a termostabilita
thylakoidnej membrany pomocou fluorescen¢nej teplotnej krivky, ktoré boli
zaznamenané subezZne pocas linearneho ohrevu vzoriek z 25°C na 65°C pri rychlosti
linearneho ohrevu 1°C.min”. Kritické teploty pre vietky metody boli porovnané

navzajom a diskutované vzhl'adom k vysledkom inych autorov.

Namerané vysledky prezentované v predkladanej praci veda k zaveru, ze
vyznamnym faktorom ovplyviiujicim termostabilitu thylakoidnej membrany moze byt
xantofylovy cyklus. Je zndme, Ze pri zvySenom oZiareni vzoriek dochadza k premenou
violaxantinu na zeaxantin. Vzorky vystavené vySSim intenzitdm oZiarenia pri merani
vykazovali zvySenie termostability thylakoidnej membrany az o 2,4°C. Aj ked’ v praci
nebola koncentracia xantofylov stanovovand, molekula zeaxantinu mdéze okrem svojej
ochrannej funkcie proti reaktivnym formam kyslika v xantofylovom cykle zaroven aj
vyznamne ovplyviiovat’ termostabilitu thylakoidnej membrany. Této teéria by bola

v sulade s publikovanou literatarou (najmé prace Havaux a kol.)

Zaroven nebol preukdzany efekt predhrievania po dobu 90 mintt (inkubdcia
vzoriek pri zvySenej teplote 35°C tesne pred meranim) na adaptaciu rastliny a zvySenie
termostability membran. Podl'a prac inych autorov ma predhrievanie viest’ k zvySenej

termostabilite plazmalemy. V diplomovej praci tento efekt nebol potvrdeny. Ako sa



ukazalo v zavere merani, 90-minitovd doba predhrievania nie je dostato¢na pre
adaptaciu rastlin na zvySené teploty a nedochadza tak z zvySeniu termostability. Oproti
tomu pestovanie rastlin pri zvySenej teplote po dobu 3 dni pred meranim viedlo

k preukazatel'nému zvySeniu termostablity adaptovanych rastlin.



Summary

Presented diploma project is focused on heat-stimulated changes of thylakoid
and cell membrane thermostability. The measurement of fluorescence temperature
curve was used for investigation of thylakoid membrane thermostability and the
measurement of conductivity temperature curve was used for investigation of cell
membrany thermostability. Both methods were performed simultaneously during

linear heating of samples from 25°C to 65°C at a linear heating rate of 1 °C.min".

The measurements were performed with the control samples, samples
infiltrated by DCMU or bromoxynil, samples preheated to 35°C and samples prepared
by both treatments simultaneously. The critical temperatures for both methods were

compared to each other and discussed with regard to the results of other authors.

Xantophyl cycle was shown as an important factor influencing thylakoid
membrane thermostability. The conversion of violaxanthin to zeaxanthin is driven by
increased irradiance of the samples. Irradiated samples showed increased thylakoid
membrane termostability by up to 2.4°C. Thus the molecule of zeaxanthin molecule
might therefore has not only a protective function against reactive forms of oxygen,

but may also significantly affect thylakoid membrane thermostability.

It also has been demonstrated that pre-heating of the samples (incubation of
samples at elevated temperature of 35°C for 90 minutes before the measurement) does
not show excepted effect. According to the results of other authors preheating should
lead to increased cell membrane thermostability. In this diploma project this effect was
not confirmed. As it showed in the end of project, pre-heating of samples for 90
minutes is not enough for adaptation. Long-term adaptation of plants by growing in

elevated temperature of 35°C for last 3 days before the measurement has desired and



expected effect. The conclusion is that time of 90 minutes is too short and longer
adaptation process is needed for plants to adapt and resist to temperatures elevated
over 35°C. On the other side plant growth in elevated temperature (35°C) for longer
period (3 days before measurement) led to significant adaptation and increase of

thermostability.



Zoznam pouzitych skratiek

chl a, b — chlorofyl a, b

CTC — ang. conductivity temperature curve - teplotnd krivka mernej vodivosti média

DCMU - 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimetyl mocovina

DGDG - digalactosyldiacyl glycerol

F1J — fluorescencny indukcny jav

FTC — ang. fluorescence temperature curve - fluorescencna teplotna krivka

x — merna elektricka vodivost [S.m]

LHCII — ang. light-harvesting complex - svetlozberny komplex PSII

MGDG — monogalactosyldiacyl glycerol

M;, M; — prvé a druhé maximum intenzity fluorescencie na fluorescencnej teplotnej

krivke

NBFL — ang. non-bilayer forming lipid - lipid, ktory netvori membranova dvojvrstvu

OEC — ang. oxygen evolving complex - komplex vyvijajuci kyslik

PAR — ang. Photosyntetic active radiation - fotosynteticky aktivne Ziarenie

PPC — pigment - proteinovy komplex

PSI, PSII — fotosystém I, fotosystém II

RC — reakéné centrum fotosystému

ROS — ang. reactive oxygen species — reaktivna forma kysliku

Qa, Qp — chinénové prenasace PSII

Ty — teplota, pri ktorej mam CTC krivka maximalnu krivost = kriticka teplota
termostability plazmalemy

Teomry resp. Temo) — kritickd teplota fluorescencnej teplotnej krivky pred narastom
intenzity fluorescencie do 1. resp. 2. maxima

Twmi resp. Twz — teplota, pri ktorej FTC krivka dosahuje prvé resp. druhé maximum
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1. Uvod

Biologické membrany patria k najdolezitejSim Castiam buniek. Svojou stavbou
a Struktrou umoznuju efektivne oddelit’ prostredia srdéznymi vlastnostami a
zloZzenim, napr. extra- a intracelularne prostredie alebo vnutorné prostredie organel od
cytoplazmy. Hlavnou funkciou biologickych membran je oddelenie prostredi s réznym
zlozenim, selektivny transport latok medzi tymito prostrediami a z toho vyplyvajica
tvorba koncentratného gradientu latok. Tymito spdsobmi biologické membrany
umoznuji priebeh mnohych Zivotne doélezitych reakcii, ktoré by inak neprebiehali.
Aby membréana plnila svoju ulohu spravne, je dolezité, aby zostali zachované jej
zékladné vlastnosti — selektivna priepustnost a integrita. Vo svojej praci sa
zameriavam na druhu uvedenu vlastnost, integritu ajej moZzné naruSenie teplotou
zvySenou nad bezny fyziologicky rozsah. Nazov prace preto znie ,,Teplom

stimulovand zmena termostability thylakoidnych membran a plazmalemy*.

Pre stanovenie stability plazmalemy vystavenej stresujicemu faktoru je mozné
pouzit viacero metdd. Medzi najpouzivanejSie patria stanovenie poskodenia
plazmalemy z nekrotickej plochy listu akonduktometrické merania. Metoda
nekrotickej plochy je star$ia a prekonani metéda pre svoju zdihavost (radovo dni).
Konduktometrickd metdda, pri ktorej je vzorka ponorend do merného média
s konStantnou teplotou je u¢innéd a dobre reprodukovatel'na pre stanovenie poSkodenia
biologickych membran. Je zaloZend na merani mernej vodivosti K [S.m"] média, v
ktorom je vzorka ponorena. Jej ¢asova naro¢nost’ je prijatelnd (radovo hodiny). Vo
svojej bakalarskej praci som skiimal zavislost’ mernej vodivosti média na teplote pocas
linearneho ohrevu (CTC — conductivity temperature curve). CTC krivka je
charakteristickd svojim ,,zalomenym* tvarom — najdolezitejSim bodom je kriticka
teplota Ty, pri ktorej dochddza k dezintegracii plazmalemy, vyliatiu i6nov z bunky

a tym k prudkému narastu mernej vodivosti okolitétho merného média.
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Stav thylakoidnej membrany je mozné stanovit z fluorescencnej teplotne;j
krivky (FTC). Ide o indikator neschopnosti ,,in vivo* chloroplastov vyuZzit’ absorbované
kvantum energie na fotochemické reakcie fotosyntézy. Absorpcia kvanta ziarenia je
pasivny proces, excitacia je nasledne prendsand pigmentmi anténnych Struktar do
reakéného centra (RC). Ak je prenos blokovany alebo zahlteny nadmernym
mnozstvom excitacii, dochddza k opdtovnej deexcitacii. Jednou z foriem deexcitacie je
prave fluorescencia. Pri merani FTC linearne zahrievame médium, v ktorom je vzorka
ponorena a vzorku oZarujeme slabym svetlom. Priebeh FTC krivky je charakteristicky
prvym a druhym maximom intenzity fluorescencie. Z hodndt teploty a intenzity
fluorescencie v tychto bodoch vieme urcit, aké deStrukéné procesy v thylakoidnej
membrane prebehli. Fluorescen¢na teplotna krivka je zaroven dobre preskimani a

popisana v publikécidch ¢lenov Katedry biofyziky.

Vo svojej diplomovej praci sa zaoberam sucasnym meranim mernej vodivosti
média a intenzity fluorescencie pocas linearneho ohrevu, ktoré nepriamo poukazuji na
poskodenie plazmalemy a thylakoidnej membréany. Hlavnou ulohou je preskimanie
efektu predhrievania a posobenie inhibitorov DCMU resp. bromoxynilu na zmenu

termostability v zavislosti na intenzite pouZit¢ho meracieho svetla.
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2. Prehlad problematiky

2.1 Zlozenie, Struktura a termostabilita plazmalemy

Zakladnym stavebnym prvkom vSetkych biologickych membran je dvojvrstva
polarnych lipidovych molekul, prevazne fosfolipidov. Membranové lipidy sa molekuly
s amfipatickou povahou — skladaji sa z dvoch hydrofébnych retazcov a jedného
hydrofilného jadra. Jadro je vZdy orientované smerom k vonkajSiemu prostrediu.
Hydrofébne retazce mastnych kyselin sa naopak snazia styku s vonkaj$im prostredim
vyhnut' a st teda orientované smerom do vnutra dvojvrstvy. Mastnd kyselina v polohe
2 obvykle obsahuje dvojita vdzbu v konformacii cis. To spdsobuje zahnutie inak
linearneho retazca. Interakcia medzi retazcami mastnych kyselin je tak oslabena
a membrana sa stava tekutejSou — ma vacsiu fluiditu. Naopak fosfolipidy, ktoré
obsahuji dlhSie nasytené retazce mastnych kyselin dodavaji membrane vacsiu
rigiditu. V tychto miestach potom dochadza k vdzbe transmembranovych proteinov

a glykolipidov.

Molekuly fosfolipidov st medzi sebou viazané len slabymi hydrofobnymi
viazbami. Urcuju tak zdkladné fyzikalne vlastnosti biologickych membran —
priepustnost’ a fluiditu membrany. Lipidova dvojvrstva prepusta molekuly v zavislosti
na ich vel’kosti a polarite. Cim je molekula mensia a lipofilnej$ia (menej polarna), tym
I'ahSie prestupuje cez membranu. NajpriepustnejSia je membrana pre malé molekuly
bez nédboja (O,, CO;), onieCo menej pre vodu apre malé nepoliarne organické
molekuly (mocovina, glycerol). Priepustnost potom prudko klesa s velkostou
molekuly, takze pre velké organické molekuly st potrebné proteinové prenasace.
Rovnako potrebné st aj pre polarne molekuly bez ohl'adu na ich velkost’, napr. i6ny

Na', K", CI'. Polarne molekuly cez membranu samovolne neprenikaji (Duska 2008).
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Funkénou zlozkou membrany su proteiny, ktoré st zodpovedné za jej
semipermeabilitu. Naprie¢ membranou sa tak moze vytvorit koncentracny gradient.
Ten sa nasledne vyuziva ako zdroj energie, napr. pri tvorbe ATP (gradient protonov

HY).

Fluidita a moZnosti jej reguldcie umoznuju bunkdm odolavat zvySenym alebo
znizenym teplotdam mimo fyziologicky rozsah. Fluidita membrany zavisi
predovSetkym na usporiadani a interakciach retazcov mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidoch. DIlhé¢ retazce nasytenych mastnych kyselin sa
posobenim Van der Waalsovych sil zhlukuju tesne a pevne, takze vytvaraja rigidné
Struktiry (fluidita je vo velkej miere obmedzend). Nenasytené mastné kyseliny v trans
kofiguracii maju linedrny tvar podobne ako nasytené mastné kyseliny. So zvySovanim
teploty dochadza k zmene dvojnych uhlikovych vézieb z trans konfiguracie na cis
konfiguraciu. V tejto konfiguracii jednotlivé retazce k sebe neprilichaju tak tesne a
Struktara sa stava viac fluidnou. K zmene fluidity dochadza, ak teplota dosiahne
teplotu topenia (T, — ang. melting temperature). Ta je tym vysSia, ¢im dlhsi je retazec
mastnej kyseliny. Nenasytené mastné kyseliny so svojou cis konfiguraciou sa nemodzu
priblizovat’ tak blizko, takze vytvaraju fluidnejsSie Struktury. Preto ¢im viac dvojitych
vizieb, tym nizSia je Ty, a tym vysSia fluidita membrény. Saturdciou nenasytenych
vizieb v uhlikovom retazci hydrofobnych casti fosfolipidovych molekal protonmi

membrana zvySuje svoju rigiditu, a tak aj odolnost’ vo¢i vySsim teplotam.

2.2 Praktickeé stanovenie termostability membran

Pre stanovenie stability plazmalemy vystavenej stresujicemu faktoru je mozné
pouzit viacero metdd. Medzi najpouzivanejSie patria stanovenie poskodenia
plazmalemy z nekrotickej plochy listu akonduktometrické merania. Metoda

nekrotickej plochy je star$ia a prekonana metdda pre svoju zdihavost (radovo dni). Po
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vystaveni vzorky (najcastejSie cely list) stresovému faktoru je vzorka inkubovana po
dobu niekol’ko dni vo fytokomore. Nésledne sa vyhodnocuje pomer nekrotickej plochy
poskodenej stresovym faktorom k celkovej ploche listu. Hlavnou vyhodou metody je
univerzalnost’ — stresovy faktor moze byt abioticky (zvySend alebo znizena teplota,
zvySené oziarenie, chemikélia, inhibitor, ...) alebo bioticky (napr. vir6za, hubovy
patogén, parazit a pod.). Hlavnymi nevyhodami je ¢asovd ndrocnost a pristrojova

narocnost’ na inkubdciu a presné vyhodnotenie miery poskodenia.

Konduktometrickd metoda je ucinnd a dobre reprodukovatelna pre stanovenie
poskodenia biologickych membran. Vzorka (najCastejSie segment listu) je vystavena
stresovému faktoru a nésledne ponorend do merného média s konsStantnou teplotou.
Poskodenie biologickych membran vyvolané stresovym faktorom ma za nasledok
uvolnenie i16nov zo vzorky do merné¢ho média. Poskodenie sa urcuje porovnanim
mernej vodivosti K [uS.m'] média pre kontrolné vzorky avzorky vystavené
stresovému faktoru. Ako médium sa pouziva destilovana resp. deionizovana voda, pre
malt hodnotu mernej vodivosti, ktord neovplyviiuje meranie. Konduktometria je
jednoduchd a dobre reprodukovatelnd metdoda na stanovenie miery poskodenia
biologickych membran. Zaroven pri nej mdéZeme v krdtkom cCasovom intervale
spracovat’ vel'ké mnoZstvo vzoriek (Srinivasan A. a kol. 1996). V porovnani s metodou
nekrotickej plochy je konduktometrickda metoda rychlejSia, stdle je vSak casovo

naro¢na kvoli manipulacii so vzorkami.

Vo svojej bakalarskej praci som sa venoval hladaniu optimdlnej a Casovo
menej naroc¢nej metddy pre stanovanie termostability plazmalemy. Na zdklade reSerSe
danej problematiky a experimentov vo vlastnej praci bola ako ¢asovo najprijatelnejSia
vyhodnotena metdda stanovenia zavislosti mernej vodivosti média na teplote pocas
linearneho ohrevu (CTC — conductivity temperature curve). Ide o stanovenie kritickej
teploty Ty, pri ktorej dochddza k dezintegracii plazmalemy, vyliatiu i6nov z bunky

a tym k prudkému narastu mernej vodivosti okolit¢ho merného média.
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Oproti inym metédam, ako napr. stanovenie nekrotickej plochy listu po
posobeni stresového faktoru (Bilger a kol. 1984) alebo teploty Tso, ktord sposobi smrt’
50% rastlin (Gulen a Eris, 2003), je CTC nenaro¢na metoda. Z priebehu teplotnej
krivky mernej vodivosti (obr. 9) moZno thned’ po namerani stanovit’ pribliznt kritickt
teplotu Ty bez potreby d’alSich vypoctov. Pri tejto teplote plazmalema praska a merna
vodivost’ prudko vzrastd. Prostrednictvom matematického aparatu je mozné tuto

teplotu definovat’ presne ako bod maximalnej krivosti CTC krivky.

Stucasne s termostabilitou plazmalemy je mozné pocas linedrneho ohrevu
stanovovat’ aj termostabilitu thylakoidnej membrany. Stav thylakoidnej membréany je
mozné stanovit z fluorescentnej teplotnej krivky (FTC — amg. - fluorescence
temperature curve). Absorpcia kvanta Ziarenia a jej prenos pigmentami anténnych
Struktir do reakéného centra (RC) je pasivny proces. Ak je prenos blokovany alebo je
RC zahltené nadmernym mnoZstvom excitacii, méze dochadzat’ k vzniku reaktivnych
foriem kysliku (ROS — ang. — reactive oxygene forms). Deexcitacia RC je mozna
prostrednictvom 3 ciest — fotochemickych reakecii, tepelnej disipacie alebo vyZiarenim
energie vo forme fluorescencného ziarenia. Flurescencia je teda jednym z ochrannych
mechanizmov pred vznikom ROS. Pri merani FTC vzorku linedrne zahrievame
a ozarujeme slabym svetlom. Priebeh FTC je charakterizovany parametrami: M;, Ty
resp. My, Tamz — prvé resp. druhé maximum intenzity fluorescencie a teplota, pri ktorej
k nemu dochadza a Tqwm2) — kritickd teplota pre termostabilitu pigment-proteinovych
komplexov v thylakoidnej membréne. Z hodnot teploty a intenzity fluorescencie
v tychto bodoch vieme urcit, ktoré deStrukéné procesy na thylakoidnej membrane
nastali. FTC krivka teda vypoveda o neschopnosti ,,in vivo* chloroplastov vyuzit

absorbované kvantum energie na fotochemické reakcie fotosyntézy.

Fluorescencna teplotna krivka znazornuje intenzitu fluorescencie v relativnych

jednotkach v zavislosti na teplote (obr. 1). Pre zmenu teploty sa pouZiva linearny ohrev
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s rychlostami 0,5°C.min’1, 1°C.min’1, 2°C.min"" a 4°C.min™". Pociato¢ny narast FTC
do maxima M, je zapri¢ineny blokovanim reakénych centier PSII. Pokles za maximom
M; do lokalneho minima je prisudzovany teplotnej zavislosti fluorescencie molekul chl
a. Opitovny narast do maxima M, je vysvetlovany tepelnou denaturidciou pigment
proteinovych komplexov (PPC) a stratou stability thylakoidnej membrany (Ilik, 2002).
Teploty maxim M; a M, je mozné pouzit k odhadu termostability thylakoidnych
membran, resp. fotosystému II (PSII) (Bilger a kol. 1984). Pre termostabilitu
thylakoidnej membrany je urcCujica teplota Tcmi, pri ktorej dochddza k narastu
intenzity fluorescencie do prvého maxima M; (Nau$ a Ilik, 1997). Bolo zistené, Ze
maxima M; a M; menia svoju polohu v zévislosti na zvolenej rychlosti linearneho
ohrevu. Pri pouziti vysSej rychlosti linedrneho ohrevu dochadza k posuvu maxim M;
a M, smerom do vysSich teplot (Kuropatwa a kol. 1992). Dezintegracia thylakoidnej
membrany nie je zavisla len na okamzitej teplote, ale aj na celkovej kritickej teplotne;
davke, ktorej membrana dokaze odolat’. Tato davka je rychlejSie dosiahnutd pri niz§ich
rychlostiach ohrevu. Pri zvySeni rychlosti ohrevu dochddza k dosiahnuti kriticke;j

teplotnej davky neskor a teda aj pri vysSich teplotach.

intenzita flucrescencie [rel. |.]
o
o]
o
|
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Obr. 1. Fluorescencna teplotna krivka (FTC) pre jacmen jarny (Hordeum vulgare)
pre rychlost linedarneho ohrevu 0,5°C.min" so znazornenou kritickou teplotou Tens)
a maximami intenzity fluorescencie M; a M.



Krivka FTC mo6ze mat rozny priebeh v zavislosti na fyziologickom stave
skimanej vzorky. Tento stav je mozné zmenit chemickymi latkami blokujicimi
elektronové prenasace fotosystému PSI alebo PSII. Chemikalia DCMU, 3-(3",4'-
dichlorfenyl)-1,1-dimetyl mocovina, blokuje prenos elektronov medzi chindnovymi
prenasacmi Qa a Op v PSII. Blokovanie elektronového transportu silne ovplyviiuje
tvar FTC krivky, zvIast pri aktinickom svetle (Koufil akol. 2002). Nérast
fluorescencie je sposobeny postupnou teplotnou inhibiciou rekombina¢nych procesov
braniacich akumulédcii redukovaného Qa pri izbove] a mierne zvySenej teplote.
V pripade vzoriek infiltrovanych DCMU maju tieto procesy pravdepodobne niz$iu
kapacitu a dochadza k ich zahlteniu uz pri excitacii svetlom s niZzSou intenzitou. Narast
fluorescencie do maxima M; pocas linearneho ohrevu v pripade vzoriek nasytenych
DCMU je spodsobeny termalnou inhibiciou rekombindcie S;Qa". Inhibicia
rekombinacie S;Qa" vedie k akumuléacii redukovaného Q™ a zatvdraniu reakénych
centier PSII. K uzatvoreniu reakénych centier PSII moZe okrem svetlom-indukovanej
redukcie Qa viest’ aj spatny prenos elektronov z Qg na Q4. Spétny prenos elektronov z
Qg na Q4 je sposobeny teplom vyvolanou konverziou Qg-redukujicich centier na Qg-
neredukujuce centrd (Cao a Govindjee 1990). Inhibicia tejto rekombinacie pri teplote
okolo 40°C je sposobend inhibiciou komplexu vyjijajaceho kyslik (OEC). Inhibicia
OEC bolo pozorovana pri teplotdich nad 35°C (Havaux a Gruszecki 1993; Havaux
1998; Pospisil a Tyystjarvi 1999).
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Obr. 2. Schéma nabojovej rekombinacie vo fotosystéeme Il. Herbicidy naviazané v
mieste sekunddrneho chinonového prenasaca Qp brania elektronovému transportu
medzi chinonovymi prenasacmi Q4 a Qp. Bromoxynil zniZuje redoxny potencial Q4 o
S0mV, oproti tomu DCMU zvySuje redoxny potencidal Q4 o 50-55 mV. Obrazok je
prevzany z publikacie Rutherford a Liszkay (2001).

2.3 Zlozenie, Struktura a termostabilita thylakoidnej membrany

2.3.1 Fazové prechody lipidov

Thylakoidnd membréna vysSich rastlin v porovnani s inymi biologickymi
membranami obsahuje vysoky obsah proteinov v pomere k lipidom. Medzi vyznamné
proteinové komplexy patria:

- reakéné centra fotosystému II (RC PSII) aich pigment-proteinové komplexy
svetlozbernych antén (LHC PSII),

- reakéné centra fotosystému I (RC PSI) aich pigment-proteinové komplexy
svetlozbernych antén (LHC PSI),

- svetlozberné chlorofyl a/b-proteinové komplexy,
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- podjednotky ATP-syntazy CFy-CF; a

- cytochrom bsf komplex.

Medzi lipidmi st najviac zastipené galaktolipidy, konkrétne monogalactosyl-
(MGDG) a digalactosyl- (DGDG) diacylglycerol. Ich hmotnostny podiel je az 75% zo
vSetkych lipidov (Nishihara a kol. 1980). MGDG je charakteristicky nenasytenymi
acylovymi retazcami s viac ako 6 dvojitymi cis vizbami. Vo vodnom roztoku MGDG,
na rozdiel od ostatnych membranovych lipidov, nevytvara konvencéni lipidova
dvojvrstvu, ale formuje sa do hexagondlnych micel (obr. 3). Je to dané¢ koénickym
tvarom molekuly (Brentel a kol. 1985). V odbornej literature je tento jav oznaceny ako
,lipid, ktory netvori membranovi dvojvrstvu* (ang. NBFL - non-bilayer forming
lipid). Vytvorenie dvojvrstvy je vS§ak moZzné postupnou saturdciou dvojitych cis véizieb

hydrogenaciou protonmi H™ (Quinn 1987).
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Obr. 3. Faktory ovplyviujuce fazovy prechod polarnych lipidov thylakoidnej
membrany vyssich rastlin. Fosfolipidova dvojvrstva (na obrdzku vlavo) sa formuje
pri nizsej teplote, saturovanych retazcoch mastnych kyselin, vysokej vodnej aktivite,
nizkej ionovej sile a neutralom alebo vysokom pH. Obradzok je prevzany z publikacie
Quinn (1987).

Dal§imi faktormi ovplyviiujucimi zoskupovanie molekil MGDG do micel
alebo do lipidovej dvojvrstvy st teplota, aktivita vody, koncentracia i6nov a pH.
Udrzanie molekal vo forme lipidovej dvojvrstvy je jednoduchSie pri vysSej aktivite
vody, nizSej koncentricii 16nov a v neutrdlnom alebo zasaditom prostredi (neutralne
alebo nizke pH). Rovnako niZsia teplota podporuje udrzanie molekul MGDG vo forme
lipidovej dvojvrstvy. Toto tvrdenie dokladd vyskum poOsobenia zvySenej teploty na
suspenziu chloroplastov z hl'adiska Struktarnych zmien. V experimente bola suspenzia

chloroplastov vystavena zvysenej teplote po dobu 5 minut a zmeny Struktary boli
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vyhodnotené zlomovych ploch thylakoidnej membrany skimane; pomocou
elektronovej mikroskopie (freeze-fracture electron microscopy). Bolo zistené, ze
teploty do 35°C nemajl za nasledok ziadne Struktirne zmeny - chloroplasty aj grana
thylakoidov zostali intaktné. Pdsobenie teplot v rozsahu od 35°C do 45°C malo za
nasledok rozpad gran. Teploty nad 45°C viedli k fazovej separacii NBFL lipidov, ktoré

nasledne vytvorili stabilné micely. (Gounaris a kol. 1983)

Vyrazny podiel na odolnost rastlin voc¢i stresovym faktorom maja aj
podmienky pri pestovani. Vzorky z sukulentnej rastliny Atriplex lentiformis pestovanej
pri teplotnom rezime 43°C den / 30° noc vykazovali zvySenu termostabilitu
v porovnani so vzorkami z rastlin pestovanych pri teplotnom rezime 23°C/18°C. Bolo
zistené, ze mastné kyseliny membranovych lipidov vykazovali nizs§i pocet dvojitych
vizieb v pripade vzorkov zrastlin pestovanych pri zvySenych teplotach, ¢o viedlo
k menSej viskozite membrany a zvySenej odolnosti voci vySokym teplotdm (Pearcy

a kol. 1977).

K podobnym vysledkom dospel aj vyskum oleandra obecného (Nerium
oleander). Cast rastlin bola pestovana pri teplotnom reZime 45°C defi / 32°C noc,
druhd cast’ pri rezime 20°C/15°C. V grafe na obr. 4 su znazornené FTC krivky pri
rychlosti ohrevu 1°C.min™". V grafe st vyznatené kritické teploty Teovr) pre narast
fluorescencie do maxima M;. Poloha tychto tepldt jasne dokazuje zvySeni odolnost’

vzoriek rastlin pestovanych pri vysSich teplotach (Raison a kol. 1982).
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Obr. 4. Porovnanie FTC kriviek pri rychlosti ohrevu 1°C.min” pre vzorky
oleandra obecného pestovaného pri 20°C resp. 45°C. Rozdiely v kritickej teplote
T, o1y narastu intenzity fluorescencie do maxima M; dokazuju vysSiu termostabilitu
rastlin pestovanych pri 45°C. Obrazok je prevzany z publikacie Raison a kol.

Vyrazny vplyv na fdzovl separaciu lipidov ma koncentracia rozpustnych latok
v bunke. Bolo zistené, Ze pridanie sachardzy vo vysokej koncentracii viedlo vo velke;j
miere k fazovej separacii NBFL lipidov z thylakoidnej membrany (Williams a kol.
(1990). Predchadzajuce Studie s chloroplastami vystavenymi tepelnému stresu ukazali,
ze fazova separacia NBFL lipidov je sprevadzana fyzickym oddelenim svetlo-zbernych

antén a reak¢énych centier fotosystému II (Armond a kol. 1980, Gounaris a kol. 1984)
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Obr. 5. Porovnanie vplyvu sacharozy na tvar FTC kriviek pre suspenziu chloroplastov
pri rychlosti ohrevu 2°C.min™.  Graf vlavo zndzoriiuje kontrolné vzorky, graf vpravo
vzorky po pridani sacharozy v koncentracii 2,4M. Na grafoch je jasne vidiet posun
maxima M1 smerom do vyssich teplot. Obrazok je prevzany z publikacie Williams a kol.

Vysoké koncentracie sachar6zy maju za nasledok posun teploty Ty a Twmi
smerom do vysSich teplot, a to az o desiatky stupniov. Pri koncentracii sacharozy 2,4M
dochadza k posunu teploty Tcwiy z 28°C na 56°C ateploty Twmi zteploty 48°C na
64°C! Vysledky prezentované na obrazku 4 dokazuji, ze pritomnost vhodnych
rozpustnych latok vedie k podstatnému zvySeniu kritickej teploty Tewiy (Williams
a kol. 1992).

Fazovy prechod MGDG je mozné vyvolat réznymi sposobmi - zvySenou
teplotou, zvySenou koncentraciou i6nov, niz§im pH. Fazovy prechod MGDG zvysuje
stabilitu thylakoidnej membrany. Membrana bez MGDG neobsahuje také mnozstvo
nenasytenych dvojitych vézieb, a tym sa stava rigidnejSiou, v porovnani s membranou

s MGDG. (Koéta a kol. 2002)
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2.3.2 Xantofylovy cyklus a jeho ochranné funkcie

V porovnani s plazmalemou, termostabilitu thylakoidnej membrany ovplyviiuje
pritomnost’ niektorych pigmentov fotosyntetického aparatu. Jednd sa hlavne o
xantofyly. Xantofyl violaxantin viazany v pigment-proteinovych komplexoch
fotosystémov plni Struktarnu a svetlo-zberni  funkciu. Dvojitd deepoxidécia
violaxantinu cez antheraxantin na zeaxantin je G¢inny spdsob ochrany biologickych
makromolekul pred aktivnymi formami kyslika (ROS). ROS mo6Zu vznikat’ v RC pri
nadmernom oziareni rastliny (napr. Liszkay 2004). S nadmernym oZiarenim rastliny sa
spaja aj zvySena teplota. Ku zvySovaniu teploty dochddza priamo fyzikdlnym
pOsobenim ziarenia alebo tepelnou disipaciou nadmerného poctu excitdcii v RC

(Young a kol. 1997).

Pri ndhlom vystaveni rastliny jasnému svetlu prebehni v svetlo-zbernych
komplexoch konforma¢né zmeny, ktoré umoznia violaxantinu lepsi difizny pohyb
naprie¢ membranou. Violaxantin sa tak moZe dostat do priameho kontaktu
s deepoxidazou, ktora sa nachddza na lumendrnej strane membrany. Pri kontakte
violaxantinu s deepoxiddzou dochédza k deepoxidacii na antheraxantin. Pri zvySenej
fluidite membrany sa molekula antheraxantinu méze otocit” epoxidovou skupinou do
lumendrnej strany (tzv. flip-flop), epoxidova skupina sa opédt’ dostane do kontaktu
s deepoxidazou na lumendrnej strane a anteraxantin je tak deepoxidovany na zeaxantin
(Havaux a Gruszecki 1993). ZvySena oziarenost’ teda spdsobuje premenu violaxantinu

na zeaxantin a prave zeaxantin sluzi ako regulator fluidity thylakoidnej membrany.

Neviazany zeaxantin ndsledne interaguje s lipidmi obsiahnutymi v membrane.
Velkost molekuly zeaxantinu zodpoveda priblizne hrubke thylakoidne; membrany
(cca 30 A). Zeaxantin je ukotveny v polarnych ¢astiach fosfolipidov na vonkajsich
stranich membrany a pozdizna osa molekuly zeaxantinu je kolma na povrch

membrany. Svojim ukotvenim zeaxantin znizuje fluiditu thylakoidnej membrany.
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Membréanové terpenoidy mozu posilnit’ a stabilizovat’ membranu 2 sposobmi —
»klinec* (ang. “nail”) alebo ,,nit* (ang. “rivet*) — schéma na obrazku 6. Vo vécSine
eukaryotickych membran poOsobia steroly, napr. cholesterol, ako ,klinec* — tzn.
zasahuji len do jednej vrstvy fosfolipidov (od povrchu do polovice membrany).
Hydroxylové skupiny molekul cholesterolu vytvaraji viazby s hydrofilnou hlavickou
fosfolipidov. Rozmery molekuly cholesterolu umoziuju aj vytvorenie slabych Van der
Waalsovych vizieb. Tie viazu molekuly cholesterolu k fosfolipidovej dvojvrstve

membrany a zvysuju tak jej stabilitu (Havaux 1998).

cholesterol - klinec karotenoid - nit

Obr. 6. Stabilizacia membrany molekulami cholesterolu (spésob ,, klinec*)
a karotenoidmi (sposob ,,nit*“). Obrazok je prevzany z publikacie Havaux (1998).

V membranach, ktoré neobsahuji cholesterol (napr. thylakoidné membrany)
moézu stabilizaénu funkciu cholesterolu zastavat’ iné terpenoidy alebo karotenoidy.
Bipolarne karotenoidy, ako napr. zeaxantin, pdsobia ako ,,nit“ — svojim ukotvenim
v polarnych castiach fosfolipidov na vonkajSich stranach membrany stabilizuju

fosfolipidovll dvojvrstvu, a tym znizuja fluiditu membrany.

S vyuzitim elektron-spinovej rezonancnej spektroskopie (ESR) bolo zistené, ze
thylakoidné membrany extrahované z osvetlenych rastlin mali vys§i obsah zeaxantinu
a vykazovali podstatne nizSiu fluiditu v porovnani s membranami extrahovanymi

z rastlin adaptovanych na tmu (Tardy a Havaux (1997).
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3. Ciel prace

Hlavnym cielom predkladanej diplomovej prace je porovnanie metdod pre
stanovenie teplom stimulovanej zmeny termostability thylakoidnych membran
a plazmalemy. Termostabilita vzoriek je testovana v rozsahu teplot od 25°C do 65°C

pri rychlosti linedrneho ohrevu 1°C.min".

Pre meranie FTC je pouzité meracie svetlo s intenzitou 10, 5, 1 a 0,1 pumol fotonov.m
25", Rozna intenzita svetla ma za nasledok zmenu redoxného potencialu chindnového
prenasacaQa, ktory ovplyvituje tvar FTC krivky pri ndraste do maxima M;. Redoxny
potencial Qu je okrem intenzity svetla mozné ovplyvnit aj pomocou inhibitorov
elektronového transportu. Pre zniZenie redoxného potencidlu Qa je pouZzity inhibitor
bromoxynil (3,5-dibrom-4-hydroxybenzonitril), pre zvySenie redoxného potencialu Qa
je pouzity inhibitor DCMU (3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimetyl mocovina). Infiltracia
DCMU ma za nasledok zvySenie redoxného potencialu radikalového paru Qa/Qa” o 50

az 55 mV. Infiltracia bromoxynilom znizuje redoxny potencial radikalového paru

QA/QA_ o 50 mV.

Infiltracia inhibitorom bola realizovana v tme ponorenim vzorkov do 20 uM
roztoku DCMU resp. do 20 uM roztoku bromoxynilu. PouZzity roztok bol pripraveny
riedenim zasobného roztoku s deionizovanou vodou v pomere 1:99. Koncentracia
zasobného roztoku bola 2 mM DCMU resp. 2mM bromoxynilu v ethanole. Infiltracia
inhibitora do vzorky bola overend na pristroji FluorPen FP 100 (Photon System

Instruments, Ceské republika) meranim fluorescenéného indukéného javu (obr. 7).

Termostabilita plazmalemy a thylakoidnej membrany je skiimana pre
kontrolné vzorky, vzorky infiltrované¢ DCMU alebo bromoxynilom, vzorky predhriate

na 35°C apre vzorky zaroven infiltrované a predhriate na 35°C. VSetky merania s
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realizované vtroch opakovaniach. Termostabilita thylakoidnej membrany je
vyhodnocovand z FTC, termostabilita plazmalemy z CTC. Kriticka teplota
termostability plazmalemy Ty je stanovend ako teplota, pri ktorej ma krivka CTC
maximalnu krivost. Pri tejto teplote dochadza k najvacSiemu vyliatiu i6nov do
merného média. Predpokladdme teda, Ze pri tejto teplote dochadza k uplnej
dezintegracii plazmalemy. Kritickd teplota termostability pigment-proteinovych
komplexov v thylakoidnej membrane Tqwp) je definovand ako lokdlne minimum pred
narastom intenzity fluorescencie do druhého maxima. Diel¢ou ulohou je porovnat
kriticku teplotu Ty teplotnej krivky mernej vodivosti média s kritickou teplotou Temz)
fluorescencnej teplotnej krivky a namerané vysledky diskutovat’ s ohl'adom na doteraz

publikované prace inych autorov.
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4. Material a metédy

4.1 Rastlinny material

Ako rastlinny materidl bol pouzity ja¢men jarny (Hordeum vulgare). Rastliny
boli pestované vo fytokomore v miskach s perlitom a zalievané Knopovym zivnym
roztokom. Fytokomora CX2000 (Yokogawa, Japonsko) bola nastavend na rezim
osvetlenia 16h svetlo / 8h tma s intenzitou (100+10) pmol fotéonov.m™s™ pri teplote
(24 £ 2) °C arelativnej vlhkosti vzduchu (50+10)%. Pre meranie boli ako vzorky
pouzité¢ segmenty primarnych listov 7 dni starych rastlin. Pred meranim bola rastlina
po dobu 15 minut adaptovana na tmu a pre meranie bola ako vzorka pouzitd vzdy

stredna Cast’ primarneho listu dlhd 2cm a odstrihnuta nozmicami.

Pre test dlhodobej adaptéacie rastlin na zvySenu teplotu bol uskutocneny
samostatny experiment. Prvé 4 dni boli vSetky rastliny pestované pri teplote 25°C.
Posledné¢ 3 dni boli vybrané rastliny presunuté do prostredia s teplotou 35°C a
kontrolné rastliny nadalej pestované¢ pri teplote 25°C. Ostatné podmienky boli

zachované podl’a popisu v predchadzajucom odstavci.

4.2 Priprava vzoriek

Predhrievanie vzoriek (2cm dlhych segmentov primarnych listov) bolo
realizované ich ponorenim do vodného kupela v termostate predhriatom na 35°C po

dobu 90 minut.

Pri naraste intenzity flurescencie do maxima M; je dolezity redoxny potencidl
Qa. Tento potencial je mozné umelo menit’ pouZzitim inhibitorov elektronového

transportu medzi chindbnovymi prenaSacmi Qa a Qg. Naviazanie inhibitoru ovplyviiuje
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redoxny potencial primarneho chindénového prendsaca Qa a tym aj redoxny potencial
radikalového paru P680'+QA'_. Pre ovplyvnenie redoxného potencidlu boli pouzité¢ 2
inhibitory — DCMU (3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimetyl mocovina) a bromoxynil (3,5-
dibrom-4-hydroxybenzonitril). Infiltricia DCMU ma za nasledok zvySenie redoxného
potencialu radikalového paru Qa/Qa” 0 50 az 55 mV. Infiltracia bromoxynilom znizuje

redoxny potencidl radikalového paru Qa/Qa” 0 50 mV.

Infiltracia inhibitorom bola realizovand v tme ponorenim vzorkov do 20 uM
roztoku DCMU resp. do 20 uM roztoku bromoxynilu. PouZity roztok bol pripraveny
riedenim zasobného roztoku s deionizovanou vodou v pomere 1:99. Koncentracia
zasobného roztoku bola 2 mM DCMU resp. 2mM bromoxynilu v ethanole. Infiltracia
inhibitora do vzorky bola overend na pristroji FluorPen FP 100 (Photon System

Instruments, Ceska republika) meranim fluorescenéného indukéného javu (obr. 7).

Fluorescen¢ny indukény jav (F1J) zndzorfiuje zavislost intenzity fluorescencie
v Case. Fluorescencia je detekovand zo vzorky adaptovanej na tmu, ktord bola nahle
oziarena svetlom. Krivka FIJ m4 niekol’ko charakteristickych vin a lokalnych maxim.
Typicky priebeh F1J pre niekolko kontrolnych vzoriek (neinfiltrovanych inhibitorom)
na obr. 7 reprezentuje niekol’ko vybranych cervenych kriviek. Stanovenie FIJ sa
pouziva pre kontrolu dostatoénej infiltracie inhibitora do vzoriek. Cierne krivky
reprezentuju infiltrované vzorky. Maximum intenzity fluorescencie bolo dosiahnuté v J

faze (Lazar a kol. 1998, Lazar a PospiSil 1999).
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Obr. 7. O-J-I-P krivka fluorescencného indukcného javu pre vzorky infiltrované 20 uM
DCMU po dobu 90 minut (cierne krivky) a pre kontrolné vzorky infiltrované v 20uM
etanole po dobu 90 minut (Cervené krivky). Dostatocna infiltracia DCMU je dokdzana
dosiahnutim maxima intenzity fluorescencie v J faze v case 2ms (Lazar a kol. 1998,
Lazar a Pospisil 1999). Pre ndzornost' je prezentovanych niekolko kriviek pre
infiltrované a kontrolné vzorky.

Pre meranie FTC a CTC boli vzorky ponoren¢ do kyvety so 17,5ml
deionizovanej vody a médium bolo linedrne ohrevané z teploty 25°C na teplotu 65°C
rychlostou 1°C.min"'. Meranie bolo uskuto¢nené pre vzorky infiltrované DCMU,
vzorky predhriate na 35°C, vzorky infiltrované DCMU a nésledne predhriate na 35°C

a pre kontrolné vzorky bez DCMU a bez predhriatia.

4.2 Popis aparatury

Meranie prebiechalo na aparatire (detail na obr. 8) vyrobenej v laboratoriu

Oddelenia biofyziky Piirodovédeckej fakulty Univerzity Palackého. Vzorka bola
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pripeviiovana na drziak abola ponorend do kadicky s mernym médiom -—
deionizovanou vodou. Rovnomerné premiesavanie, ddlezité pre udrzanie rovnakej
teploty v celom objeme média, bolo zabezpecené magnetickou miesackou. Stcast'ou
aparatury bol pristroj Gryf 158 (Gryf HB spol. s.r.o., Ceska republika) pre stanovenie
mernej vodivosti média a pristroj PAM 2000 (Heinz Walz GmbH, Nemecko) pre
meranie intenzity fluorescencie. Ta bola stanovovana z vrchnej Casti listu. Ohrev bol
zabezpeCeny ohrevnym telieskom ponorenym v médiu a chladenie Peltierovym
¢lankom. Ten bol umiestneny na vrchnej strane ohrevného telieska mimo médium
a chladeny ventilatormi. Linearita ohrevu s rychlostou 1°C.min” v intervale 25°C —
65°C bola riadend z pocitaca cez program LabView 6.1. Detailny popis navrhu

a technickej realizacie aparatiry je k dohl'adaniu v Pavla (2007, bakalarska praca).

Chladiace ventilatory

Hlava s ohrievacim telieskom,
Peltierovym ¢lankom

a vodivostnou celou
konduktometru Gryf 158

Drziak s kadi¢kou

Sonda fluorometru PAM 2000

Magneticka mieSacka

Obr. 8. Detail aparatury — na magnetickej miesacke je umiestneny drziak s kadickou,
v lavej casti opticka sondu fluorometru PAM 2000, v hornej casti hlava s ohrievacim

telieskom, Peltierovym clankom, ventilatormi a vodivostnou celou konduktometru Gryf
158.
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4.3 Meranie mernej vodivosti média

V pripade konduktometrie ide o jednoducht elektrochemicki metddu, pri
ktorej sa pomocou vodivostnej cely stanovuje mernd vodivost’ roztoku (obr. 9). Odpor
elektrolytov (vodiCov druhej triedy) meriame mostikovou metédou. Spravidla
pouzivame striedavé napdtie, aby nedochadzalo k polarizacii elektrod. Pri beznych
meraniach sa pouzivaju frekvencie v radoch 10'-10° Hz a napitie zdroja byva v rade
voltov. Pri merani sa elektrolytom naplni vodivostna cela, ¢o je nadobka so
zatavenymi platinovymi elektrédami. Elektrody su pokryté platinovou ceriiou, aby sa
neuplatiovala polarizacia elektréd. Pre elektrody s plochou Savo vzajomnej

vzdialenosti / je konduktivita G vyjadrend vztahom

G=x—,
S

kde «x [S.m"] je merna elektricka vodivost.

0,18+

016+

0,144

0124

merna vodivost [ uS.m™]

0,104

I:}.{:IS T l T [ L] I T I T I

t[°C]

Obr. 9. Priklad teplotnej krivky mernej vodivosti (CTC) v rozsahu 25°C — 70°C so

znazornenou kritickou teplotou Ty. Ty je stanovena ako bod maximalnej krivosti krivky

CTC. Pouzitd wichlost linedrneho ohrevu 1°C min™
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Merna vodivost’ média, v ktorom bola vzorka umiestnena, bola stanovovana
pomocou pristroja Gryf 158. Vzorka bola umiestiiovana vzdy do rovnakého objemu
média, 17,5ml deionizovanej vody. Merna vodivost’ média bola stanovena pomocou
vodivostnej cely, ktord mé plochu elektréd a ich vzajomnu vzdialenost’ stanoventi
vyrobcom. Meranie mernej vodivosti média v rozsahu do 20 pS.m™ je realizované 2-
vodi¢ovou metoddou, ¢o zarucuje vysoku presnost’ merania. Pri merani je na kontaktoch
pre napatovy vystup elektrické napétie timerné meranej veli¢ine — konkrétne pri
merani mernej vodivosti média v rozsahu 0 — 2000mV (tidaje prevzané z oficidlneho
navodu k pristroju).

Kritickd teplota termostability plazmalemy Ty je definované ako bod

maximalnej krivosti krivky mernej vodivosti média v zavislosti na teplote (CTC)

4.4 Meranie fluorescencnej teplotnej krivky FTC

Fluorescencia bola budend meracim svetlom s vinovou dizkou 655nm a
s intenzitami 10, 5, 1 resp. 0,1 pmol fotonov.m™.s". Fluorescencia zo vzorku bola
detekovana pre vinové dizky nad 700nm. Prvé merania ukézali, Z¢ na zamedzenie
vplyvu fluorescenéného indukéného javu (FIJ) austalenie FIJ do rovnovazneho
,steady-state stavu, je potrebné pred meranie fluorescencnej teplotnej krivky zaradit’
15 minttovy interval s udrZzovanou konStantnou teplotou. Zaradenim tohto intervalu
pred meranie sa vyrazne zabranilo poklesu fluorescencie v prvych minutach po
zaCiatku merania. Fluorescencny indukény jav prechddza do ,,steady-state® stavu po

case v rade jednotiek minut.

4.5 Spracovanie dat

Namerané data boli z programu LabView 6.1 pristupné ako datovy stibor. Na

spracovanie bol pouzity program Microsoft Excel.
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Kriticka teplota Tcwmiy pre narast FTC do prvého maxima M; bola
vyhodnocovana ako prieseCnik konStantnej intenzity fluorescencie pred narastom do
maxima M; a extrapolacie linedrneho narastu do maxima M. Kriticka teplota Tw2)
pre narast FTC do druhého maxima M; bola vyhodnocovana ako lokalne minimum
medzi maximami M; a M,. Kriticka teplota Ty pre maximalny zlom CTC (zavislost’
mernej vodivosti média k na teplote t) bola definovana ako bod maximalnej krivosti

CTC krivky. Krivost krivky & sa vypoc¢ita ako maximum z funkcie krivosti

k()"
k=l— &
[+ (k)
kde «(t)" ax(t)”” predstavuje prva (obr. 10b) a druht (obr. 10c) derivaciu mernej

vodivosti k(t) podla teploty t. Poloha maxima na grafe priebehu krivosti (obr. 10d)

urcuje kriticka teplotu Ty.

Pre kazdu rychlost’” ohrevu bol spocitany aritmeticky priemer a smerodajna

odchylka podla vzorca

kde K je aritmeticky priemer a n pocet merani.

Merania boli realizované v 3 opakovaniach a vSetky vysledky boli vyhodnotené
ako aritmeticky priemer a smerodajnéd odchylka pre kazdy zo sledovanych parametrov.
Vysledky neboli vyhodnotené pomocou parového T-testu kvoli nevhodnotsti tohto
testu pre sady s malym poctom opakovani. Vo vSetkych grafoch FTC a CTC su
zobrazené reprezentativne krivky, ktoré su sucastou sad kriviek, z ktorych boli

vyhodnotené vysledky prezentované v tabul’ke €. 1.
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Obr. 10.

a) Zavislost' mernej vodivosti média na teplote — k(t)

b) Prva derivacia mernej vodivosti média podla teploty — d x(t) / dt

¢) Druhd derivicia mernej vodivosti média podla teploty — d° k(1) / dt’
d) Krivost krivky x(t)

Pouzitd rychlost linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Poznamka: Pre ndazornost je k obrazkom pridana vertikala, zobrazujuca teplotu Ty v mieste
maximalnej krivosti krivky
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5. Vysledky

Teplotné zavislosti mernej vodivosti média a intenzity fluorescencie na teplote
pocas linedrneho ohrevu boli stanovené pre vzorky ja¢mena jarného. Boli uskuto¢nené
merania pre Styri r0zne spracované sady vzorkov:

— neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 mintt

— infiltrované¢ DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

— neinfiltrované DCMU inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut

— infiltrované¢ DCMU a inkubovan¢ pri teplote 35°C po dobu 90 minut

Pre kazdu sadu vzorkov bola zmerand zdvislost' na intenzite pouZitého meracieho
svetla z pristroja PAM 2000. Zvolené boli inzenzity 10, 5, 1 resp. 0,1 umol fotonov.m’

2 -1
S .

Vsetky experimenty boli pre potreby Statistického vyhodnotenia namerané
v troch opakovaniach. Vysledné hodnoty aritmeticky priemerov a smerodajnych
odchyliek pre jednotlivé kritické teploty Tewmi), Temz) @ Tk st prehladne zoradené

v Tab. 1. Prezentované grafy FTC a CTC kriviek boli normované na hodnotu pri 25°C.

Celkovy rozsah kritickych teplot termostability thylakoidnej membrany T
je 9,2°C, rozsah kritickych teplot termostability pigment-proteinovych komplexov
v thylakoidnej] membrane Tcwmo) je 2,0°C, rozsah kritickych teplot termostability

plazmalemy Ty je 2,4°C.

5.1 Vysledky stanovenia termostability thylakoidnej membrany

Pre kontrolni sadu vzorkov (neinfiltrovanych DCMU a inkubovanych pri
teplote 25°C boli namerané FTC krivky s charakteristickym priebehom. Pri zvySovani
teploty okolitého média je zaznamenany narast intenzity fluorescencie do prvého

maxima M;. S dal$im zvySovanim teploty dochadzalo k poklesu intenzity
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fluorescencie. Tento pokles je nasledovany opdtovnym narastom do maxima M;, po

ktorom s d’al§im zvySovanim teploty dochadza k definitivnemu poklesu (obr. 11).

Bez predhrievania [intenzita svetla 0,1 - 10pmol fotdnov . m2s5-1)

05

Intenzita fluorescencie [rel. j.]
I

5 30 55 L] 45 S 55 &0 65
Teplota [°C]
WO, lumol Mlumol ®5umol W 10umol

Obr. 11. Graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare) neinfiltrované
DCMU a pred meranim inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut. Intenzity
pouzitého svetla 10, 5, 1 a 0,1umol foténov . m™s™”. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Pri priamom porovnani kriviek v zavislosti na intenzite meracieho svetla je
zrejmé, ze kritickd teplota termostability pigment-proteinovych komplexov v
thylakoidnej membrane T2y je pre vSetky pouZzité intenzity priblizne rovnaka. So
zmenou intenzity dochadza ale k zmene teploty T¢wi) narastu FTC do maxima M,
a strmosti narastu z plata do M. Pri pouziti najslabsej intenzity 0,1 pmol foténov.m™.s
! je narast najpomalsi. So zvySovanim intenzity na hodnoty 1, 5 resp. 10 pmol
fotonov.m™.s™ je narast rychlejsi a jeho zaGiatok sa posuva smerom k vy3sim teplotam.

Najpatrnejsi je tento posun pre intenzitu meracieho svetla 10 pmol foténov.m?.s™.
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Rovnako so zvySovanim intenzity meracieho svetla dochddza k malému posunu
teploty maxima M; smerom do vySSich teplot ak poklesu hodnoty intenzity

fluorescencie v maxime M;, aj ked’ rozdiel medzi jednotlivymi krivkami nie je tak

vyrazny.

Pre sadu vzorkov predhriatych pred meranim na 35°C po dobu 90 minuat boli
zmerané FTC krivky zobrazené na obr. 12. Krivky maji podobny priebeh ako krivky
zmerané pre kontrolné vzorky. So zvySujucou sa intenzitou meracieho svetla dochadza
pre vSetky krivky k posunu nérastu teploty Tcmi) smerom do vysSich teplot — z teploty
44,1°C pre intenzitu meracicho svetla 0,1 pmol foténov. m?>.s”’ aZ na 48,1°C pre
intenzitu meracieho svetla 10 pmol foténov. m™.s™. Narast FTC z plata do maxima M1
je strmSi so zvySujucou sa intenzitou. Kritickd teplota termostability pigment-
proteinovych komplexov v thylakoidnej membrane T.w2) nevykazuje zavislost' na

pouzitej intenzite meracieho svetla a zostdva rovnaka.

Predhrievanie bez DCMU (intenzita svetla 0,1 - 10umol foténov. m3s1)

0%

Intenzita fluorescencie [rel. j.]

3 15 40 &5 50 55 L24] 55
Teplota [°C]
B0 lumol MWlumol ®5umol MW 10umol
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Obr. 12. Graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare) neinfiltrované
DCMU a pred meranim inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut. Intenzity
pouzitého svetla 10, 5, 1 a 0,1umol foténov . m™s™”. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Pre sadu vzorkov infiltrovanych DCMU po dobu 90 mintt a inkubovanych pri
telote 25°C su v porovnani s kontrolou vidiet’” vyrazné zmeny v FTC krivkach (obr.
13). Krivky st posunuté smerom do nizSich teplot v porovnani s kontrolou. So
zvySovanim intenzity pouZitého meracieho svetla dochadza k vyraznému poklesu
hodnoty maxima M; aposunu teploty Tmi) smerom do vySSich teplot teplot —
z teploty 44,0°C pre intenzitu meracieho svetla 0,1 pmol foténov. m>.s” az na 47,5°C
pre intenzitu meracicho svetla 10 pmol foténov. m=.s™. Pre intenzitu pouZitého
meracieho svetla 10 pmol fotonov. m?.s” sa pred narastom do maxima M, objavuje
vyrazny pokles intenzity fluorescencie. Kriticka teplota termostablity pigment-
proteinovych komplexov v thylakoidnej membrane T2y vykazuje len mierny narast

so zvySujucou sa intenzitou meracieho svetla — narast o 1,4°C z 56,8°C na 58,2°C.

DCMU bez predhrievania (intenzita svetla 0,1 - 10umol foténov . m32s1)

Intenzita fluorescendie [rel. j.]

=0 35 40 &5 5 LA &0 &5
Teplota [°C]
EOlumol Mlumol 25umol B 10umaol
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Obr. 13. Graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare) infiltrované 20uM
roztokom DCMU a pred meranim inkubované pri teplote 25°C. po dobu 90 minut.
Intenzity pouzitého svetla 10, 5, 1 a 0,1umol foténov . m™s”. Krivky FTC boli
normované na hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C.
Pouzitd rychlost linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Pre sadu vzorkov infiltrovanych DCMU a predhriatych na 35°C ma
charakteristicky priebeh len krivka pre intenzitu 0,1 pmol fotéonov.m™.s™. Pri pouziti
intenzity meracieho svetla s vy$Sou intenzitou (1, 5 resp. 10 pmol fotéonov.m™>.s™)
dosahuje intenzita fluorescencie svoje maximum uz pri teplote 25°C a FTC krivky tak
zobrazuju teplotn zavislost’ fluorescen¢ného maxima Fy pre uzavreté reakéné centra
PSI. FTC krivka pre intenzitu meracicho svetla 0,1 pmol foténov.m?s™ je
v porovnani s ostatnymi FTC krivkami meranymi pri tejto intenzite vyrazne posunuta
smerom do nizSich teplot. Tento posuv je detailne znazorneny na obr. 14. Dochadza
k posunu teploty Ty aj maxima M1 az o 3°C smerom do niz§ich teplot. Poloha

teploty Tca2) koreluje s ostatnymi krivkami.
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DCMU s predhrievanim (intenzita svetla 0,1 - 10pumol foténov . ms-1)

Intenzita fluorescencie [rel. j.]

Teplota [°C]
WO, lumol Mlumol BS5umol B 10umol

Obr. 14. Graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare) infiltrované
DCMU a pred meranim inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut. Intenzity
pouzitého svetla 10, 5, 1 a 0,1umol foténov . m™s™. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

5.2 Vysledky stanovenia termostability plazmalemy

Kritickd teplota termostability plazmalemy Ty je definovana ako bod
maximalnej krivosti krivky mernej vodivosti média v zavislosti na teplote (CTC). Graf
na obrazku 15 zndzoriiuje CTC krivky s charakteristickym priebehom, ktoré boli
zmerané pre kontrolni sadu vzorkov (neinfiltrovanych DCMU a inkubovanych pri
teplote 25°C po dobu 90 minut) podas linearneho ohrevu pri rychlosti 1°C.min”
v teplotom rozsahu 25°C — 65°C. Pri zvySovani teploty okolit¢tho média je
zaznamenany postupny linedrny narast mernej vodivosti média, ku ktorému dochadza
vplyvom vyplavovania i6nov z poskodenych buniek vzorky do média. Plazmalema pri

rastlicej teplote zvySuje svoju permeabilitu a straca stabilitu. Po dosiahnuti kritickej
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tepelnej davky pri teplotach okolo 58°C praska a 16ny su uvolnené¢ do merného média.
Tym dojde k rapidnemu narastu mernej vodivosti. Dal§im tisekom CTC krivky je rast
hodnoty mernej vodivosti média, z dovodu rychleho uvoltiovania i6nov zo zvySkov
buniek do merné¢ho média. Tento tsek CTC postupne prechadza do stavu saturacie,
ktora by bola dosiahnuta autoklavovanim. Tym by doslo k uplnej dezintegracii pletiv a

uvolneniu vietkych iénov do merného média. Dalsie zvySovanie teploty by na hodnotu

mernej vodivosti nemalo vplyv.

Pre sadu kontrolnych vzoriek (obr. 15) je vidiet, Ze pouzita intenzita meracieho
svetla nema vplyv na posun kritickej teploty termostability plazmalemy Ti.
K dezintegracii plazmalemy dochadza vo vSetkych pripadoch pri kritickej teplote Ty

okolo 58°C bez ohl'adu na pouzitu intenzitu meracieho svetla.

Bez predhrievania (intenzita svetla 0,1 - 10pmol foténov . m3s2)
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Obr. 15. Graf CTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare) neinfiltrované
DCMU a pred meranim inkubované pri teplote 25°C. Intenzity pouzitého svetla 10, 5,

1 a 0,1umol foténov . m™s™. Rozsah teplét 25°C — 65°C. Pouzitd rychlost linedrneho
ohrevu 1°C.min”.
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CTC krivky boli zmerané aj pre pre sadu vzorkov predhriatych pred meranim
na 35°C po dobu 90 minut. Krivky - v praci nie st publikované - maji podobny
priebeh ako krivky zmerané pre kontrolné vzorky. Kriticka teplota termostability

plazmalemy Ty nevykazuje vyrazny rozdiel v porovnani s kontrolnou sadou.

Z CTC kriviek (nepublikovanych pre vzajomni podobnost’) pre sadu vzoriek
infiltrovanych 20uM roztokom DCMU a inkubovanych pri teplote 25°C, ako aj pre
sadu vzorkov infiltrovanych 20uM roztokom DCMU a inkubovanych pri teplote 35°C
je patrné, ze infiltracia vzorieck DCMU nema vplyv na kriticku teplotu termostability
plazmalemy Tx. DCMU pdsobi na transfer elektronov medzi chindnovymi prenaSacmi
Qa a Qp v thylakoidnej membrane. Stucasné stanovenie FTC a CTC ma vSak vyhodu
pre urcenie termostability v pripade, Ze kritickii teplotu termostability thylakoidnej

membrany nie je mozné z FTC urcit, napr. pri pouziti DCMU (obr. 14).

5.3 Porovnanie vysledkov pre r6zne metody pripravy vzoriek
v zavislosti na intenzite meracieho svetla

Na nasledujucich grafoch st znazornené priebehy FTC kriviek (obr. 16 — 19)
pre rozne metddy pripravy vzoriek merané porovnané vzdy pre danu intenzitu
pouzitého meracieho svetla. Priebehy CTC kriviek v tejto kapitole nie s zndzornené,
pretoze rozdielna intenzita pouzitého meracieho svetla priamo neovplyviiuje priebeh

CTC kriviek.

Pri pouziti meraciecho svetla sintenzitou 0,1pmol foténov.m™s”’ boli
zaznamenané FTC krivky s charakteristickym priebehom. FTC krivka pre vzorky
infiltrované DCMU a inkubované pri 35°C je posunutd smerom od nizSich teplot

v porovnani s ostatnymi.
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Porovnanie vietkych metdd priintenzite svetla 0,1pmol foténov . m2s?

Intenzita fluorescende [rel. j.]

s 1] ) 3 % 0 33 0 L3

Teplota [°C]
H-D-P B+D-P m-D+P H+D+P

Obr. 16. Suhrnny graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare)
pripravené vSetkymi 4 metodami.:

-D -P — neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

+D -P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

-D +P — neinfiltrované DCMU inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut

+D +P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut
Intenzita pouzitého svetla 0,1umol foténov . m™s™. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Pri pouziti meraciecho svetla sintenzitou Ipmol foténov.m™s”’ boli
zaznamenané krivky prezentované na obr. 17. FTC krivka pre vzorky infiltrované
DCMU a inkubované pri 35°C sa od ostatnych vyrazne odliSuje. Maximalna hodnota
intenzity fluorescencie je dosiahnutd uz pri teplote 25°C. So zvySovanim teploty
dochadza k poklesu intenzity fluorescencie. Narast do maxima M, je vyrazne posunuty
smerom do niZ8ich teplot v porovnani s ostatnymi krivkami. Pre vzorky neinfiltrované
DCMU a inkubované pri teplote 35°C je zaznamenany posun kritickej teploty Temr
smerom do vysSich teplot o 0,6°C v porovnani so vzorkami neinfiltrovanymi DCMU
a inkubovanymi pri 25°C. FTC krivka pre vzorky infiltrované DCMU a inkukované

pri 25°C vykazuje najstrmsi ndrast do maxima M;.
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Porovnanie vietkych metdd pri intenzite svetla 1umol fotdnov . mis

Intenzita fluorescencie [rel. j.]

2% 40 4% 0 5% [ ) [ ]

Teplota [*C]
HB-D-PE+D-P m-D+P m+D +P

Obr. 17. Suhrnny graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare)
pripravené vSetkymi 4 metodami.:

-D -P — neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

+D -P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

-D +P — neinfiltrované DCMU inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut

+D +P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut
Intenzita pouzitého svetla 1umol foténov . m™s™. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. PouZzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

FTC krivky zaznamenané pri pouZiti meraciecho svetla s intenzitou Spmol
fotonov . m™>s” prezentované na obr. 18 vykazujii podobné vlastnosti ako krivky na
predchadzajicom obrazku. FTC krivka pre vzorky infiltrované DCMU a inkubované
pri 35°C dosahuje maxima uZ pri teplote 25°C. Kriticka teplota Tcwiy pre vzorky
neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 35°C vykazuje posun smerom do
vysSich teplot o0 1,7°C vporovnani so vzorkami neinfiltrovanymi DCMU

a inkubovanymi pri 25°C.
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Porovnanie vietkych metdd pri intenzite svetla Spmol foténov . ms!

n

Intenzita fluorescende [rel. j.]

Teplota [*C]
E-D-PE+D-P m-D+P m+D +P

Obr. 18. Suhrnny graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare)
pripravené vSetkymi 4 metodami :

-D -P — neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

+D -P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

-D +P — neinfiltrované DCMU inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut

+D +P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut
Intenzita pouzitého svetla Sumol foténov . m™s™. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Pri pouziti meracicho svetla s intenzitou 10pmol foténov . m?s” boli
zaznamenané krivky prezentované na obr. 19. FTC krivka pre vzorky infiltrované
DCMU a inkukované pri 25°C vykazuje vyrazne pokles intenzity flurescencie pred
narastom do maxima M;. FTC krivka pre vzorky infiltrované DCMU a inkubované pri
35°C dosahuje maxima uz pri teplote 25°C amaxima M; a M, uz nie je jasne
stanovitelné. V porovnani s obr. 17 a 18 sa straca posun kritickej teploty Ty pre
vzorky neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 35°C v porovnani so vzorkami

neinfiltrovanymi DCMU a inkubovanymi pri 25°C.
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Porovnanie vietkych metdd pri intenzite svetla 10pmol foténov . mis?

Intenzita fluorescencie [rel. j.]

" ] &%

Teplota [*C]
H-D-P m+D-P m-D+P m+D +P

Obr. 19. Suhrnny graf FTC pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare)
pripravené vSetkymi 4 metodami.:

-D -P — neinfiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

+D -P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 25°C po dobu 90 minut

-D +P — neinfiltrované DCMU inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut

+D +P — infiltrované DCMU a inkubované pri teplote 35°C po dobu 90 minut
Intenzita pouzitého svetla 10umol fotonov.m™s”. Krivky FTC boli normované na
hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

5.4 Porovnanie FTC a CTC kriviek pre dlhodobo adaptované
rastliny a kontrolu

Pre test dlhodobej adaptéacie rastlin na zvySenu teplotu bol uskutocneny
samostatny experiment. Rastliny ja¢menia jarného boli pestované vo fytokomore pri
teplote 25°C po dobu 4 dni. Nasledne bola cast’ rastlin presunuta do prostredia so
zvysenou teplotou 35°C po dobu 3 dni a kontrolné rastliny boli nad’alej pestované pri
teplote 25°C. FTC a CTC krivky boli zaznamenané rovnakym sposobobom ako pri

predchadzajicich meraniach.
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Intenzita fluorescencie [rel. j.]

Porovnanie termostability neadaptovanych a dlhodobo apadtovanych rastlin

25 th) H] &0 &5 =0 3% &0 L1

Teplota [°C]
B normal M adaptovane

Obr. 20. Graf FTC pre kontrolné vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare)
pestované po dobu 7 dni pri teplote 25°C (normal) a vzorky pestované 4 dni pri teplote
25°C a posledné 3 dni pred meranim pri zvysenej teplote 35°C (adaptované). Krivky
FTC boli normované na hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. Rozsah teplot 25°C
— 65°C. Pouzita rychlost linedrneho ohrevu 1°C.min™.

divost [us.m!]

mernawvo

Porovnanie termostability neadaptovanych a dlhodobo apadtovanych rastlin

Teplota [*C]
M normal | adaptovane

Obr. 21. Graf CTC pre kontrolné vzorky pestované po dobu 7 dni pri teplote 25°C
(normal) a vzorky pestované 4 dni pri teplote 25°C a posledné 3 dni pred meranim pri
zvySenej teplote 35°C (adaptované). Predhrievanie sposobuje adaptaciu rastliny a
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zvySenu termostabilitu plazmalemy. Rozsah teplot 25°C — 65°C. Pouzita rychlost
linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Vysledky experimentu s prezentované na obrazkoch 20 a 21. FTC krivka pre
dlhodobo adaptované rastliny vykazuje posun smerom do vysSich teplot a strms$i néarast
do maxima M; v porovnani s kontrolou. Kritickd teplota termostability pigment-
proteinovych komplexov thylakoidnej membrany Tcwo) je detailnejSie zaznamenana
pre kontrolné vzorky. CTC krivky pre obe merania maju charakteristicky priebeh.
Kritickd teplota termostability plazmalemy Ty pre dlhodobo adaptované vzorky je

posunuta smerom do vysSich teplot v porovnani s kontrolnymi vzorkami.
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5.5 Prehladova tabulka vysledkov

V prehl'adovej tabulke vysledkov st uvedené vyhodnotenia pre jednotlivé

kritické teploty termostability plazmalemy Ty, teploty narastu FTC do prvého maxima

Ty a teploty narastu FTC do druhého maxima Tcw). Vysledky st stanovené ako

priemer a smerodajna odchylka a st vyhodnotené z troch merani.

0,1 umol foténov. m?.s™

Ty [°C) Tewz) [°C) T [°C]
-D-P (44,8 + 0,3) (58,4+0,2) (58,6+0,5)
+D-P (44,0+0,3) (56,8+0,4) (57,7+0,6)
-D +P (44,3 +0,4) (57,9+0,5) (58,3+0,9)
+D +P (38,9+0,3) (57,1+0,3) (57,2+0,4)
1 umol foténov. m?.s™
Ty [°C) Tewz) [°C) T [°C]
-D-P (45,4 +0,4) (58,2+0,7) (57,3+0,5)
+D -P (45,3+0,3) (56,6 +0,3) (57,4+0,6)
-D +P (46,0 £ 0,5) (58,6+0,8) (58,8+0,7)
+D +P n.d. (58,1+0,9) (58,1+0,4)
5 umol foténov. m?.s™
Ty [°C) Tewz) [°C) T [°C]
-D-P (45,7 £ 0,6) (58,1+0,5) (58,0+0,4)
+D -P (46,1+0,2) (57,4+0,3) (57,7+0,7)
-D +P (47,4 £ 0,5) (58,5+0,4) (58,2+0,8)
+D +P n.d. (57,7+0,5) (57,9+0,4)
10 pmol foténov. m?.s™
Ty [°C) Tewz) [°C) T [°C]
-D-P (47,2 £ 0,6) (58,6+0,4) (58,3+0,4)
+D-P (47,5+0,4) (57,8+0,5) (58,4+0,6)
-D +P (48,1+0,4) (58,2+0,7) (58,4+0,3)
+D +P n.d. n.d. (56,4 +0,7)
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Tab. 1. Prehladova tabulka vysledkov pre
rozne intenzity pouzitého meracieho svetla
a rozne metody pripravy vzoriek.

V tabulke su uvedené teploty:

- Teour) — teplota narastu FTC do M,

- Teouz) — teplota narastu FTC do M, =
kriticka teplota termostability pigment-
proteinovych komplexov thylakoidnej
membrany

- Tk — bod maximalnej krivosti CTC =
kriticka teplota termostability plazmalemy

Vysledky su zoradené podla intenzity
pouzitého meracieho svetla: 10, 5, I a
0,1umol foténov. m™.s" a podla metédy
pripravy vzoriek:

- D -P — kontrolné vzorky neinfiltrované
DCMU a inkubované pri 25°C

+ D -P — vzorky infiltrované v 20 uM
roztoku DCMU po dobu 90 minut

-D +P — vzorky neinfiltrované v DCMU
a inkubované pri 35°C

+D +P — vzorky infiltrované v 20 uM
roztoku DCMU po dobu 90 minut

a inkubované pri 35°C

n.d. — nedetekovatelné - hodnotu nie je
mozné z danej krivky stanovit

Priemer a smerodajna odchylka su
vyhodnocené z troch merani.



6. Diskusia

Fluorescencna teplotnd krivka sa bezne pouziva ako metdda pre stanovenie
kritickej teploty termostability thylakoidnej membrany. FTC (obr. 1) so svojimi
charakteristickymi bodmi M, My, Tewmiy @ Temz) a ich biologickym vyznamom je
dobre preskimana. Venuje sa jej viacero autorov — Bilger a kol. (1984), Kuropatwa
a kol. (1992), Naus a kol. (1992), Naus a Ilik (1997), Koufil a kol. (2001), Ilik (2002) a
d’al§i. Pri charakteristickom priebehu fluorescencnej teplotnej krivky dochadza od
teploty 25°C k postupnému narastu intenzity fluorescencie na plate. Pri teplotach okolo
45°C dochadza k vyraznému nérastu do maxima M;. Tento narast predstavuje
postupné utlmenie procesov braniacich hromadeniu redukovaného Qa pod vplyvom
zvysujacej sa teploty. Maximum M, tak predstavuje stav splne redukovanymi
molekulami prendSaca Qa. Pokles intenzity fluorescencie za maximom M; je
pravdepodobne teplotnou zavislostou fluorescencie molekul chl a. Opitovny narast
intenzity fluorescencie do maxima M, je dany tepelnou denaturaciou PPC a stratou

stability thylakoidnej membrany (Ilik, 2002).

Termostabilitu thylakoidnej membrany ovplyviiuju aj zlozky, u ktorych sa
termostabilizacnd funkcia nepredpokladala. NajlepSim prikladom je xantofyl
zeaxantin. Pésobenim intenzivneho svetla atepla dochadza k uvolneniu molekuly
violaxantinu z thylakoidnej membrany a k jej dvojitej deepoxidacii cez antheraxantin
na zeaxantin. Velkost’ molekuly zeaxantinu zodpoveda priblizne hrabke thylakoidnej
membrany (cca 30 A). Dochddza k ukotveniu zeaxantinu v polarnych ¢astiach
fosfolipidov na vonkajich stranach membrany a pozdiZzna osa molekuly zeaxantinu je
kolma na povrch membrany. Svojim ukotvenim zeaxantin znizuje fluiditu thylakoidne;j
membrany a zvySuje jej termostabilitu. Pre sadu kontrolnych vzoriek bez pouZitia
DCMU a inkubovanych pri 25°C (obr. 11) dochadzalo so zvySovanim intenzity
meracieho svetla z 0,1 na 10 umol foténov.m™.s™ k posunu teploty Teomry z 44,8°C na
47,2°C. Moznt interpretaciu tohto posunu mézeme hl'adat’ v xantofyle zeaxantine. Je

zname, Ze poOsobenim intenzivneho svetla atepla dochadza k uvolneniu molekuly
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violaxantinu z thylakoidnej membrany a k jej dvojitej deepoxidacii cez antheraxantin
na zeaxantin. Velkost’ molekuly zeaxantinu zodpoveda priblizne hrabke thylakoidnej
membrany (cca 30 A). Dochddza k ukotveniu zeaxantinu v polarnych ¢astiach
fosfolipidov na vonkaj§ich stranach membrany a pozdizna osa molekuly zeaxantinu je
kolma na povrch membrany. Svojim ukotvenim moéze zeaxantin znizovat fluiditu
thylakoidnej membrany a zvySovat’ tak jej termostabilitu. ZvySena oZiarenost’ vzorky
ma za nasledok premenu violaxantinu na zeaxantin a jeho ukotvenim do thylakodinej
membrany moéze dochadzat’ k zvySeniu jej termostability. Tato hypotéza bola bola
preskimana pomocou FTC na vzorkach listov zemiakov. Vzorky boli pred meranim
infiltrované roztokom obsahujicim 100mM askorbatu s pH 5,5. To spdsobilo masivnu
premenu violaxantinu na zeaxantin uz pred zaciatkom merania. Pri porovnani FTC
kriviek s kontrolnymi vzorkami doSlo k posunu teploty Tcmiy z 37°C na 40,5°C. FTC
krivky boli merané pri rychlosti linedrneho ohrevu 1°C.min™". Tieto vysledky priamo
podporuju tedriu, ze zeaxantin zohrava vyznamnu Ulohu pri regulacii termostability

thylakoidnej membrany (Havaux a Gruszecki 1993).

Pre nérast intenzity flurescencie do maxima M; je doleZity redoxny potencial
Qa. Tento potencial je mozné umelo menit’ pouzitim inhibitorov elektrénového
transportu medzi chindnovymi prenaSacmi QA a Qg. Naviazanie inhibitoru ovplyviiuje
redoxny potencial primarneho chindénového prendsaca Qa a tym aj redoxny potencial
radikalového paru Pego™ Q4. Infiltracia DCMU ma za nasledok zvysenie redoxného
potencialu radikdlového paru Qa/Qa” o 50 az 55 mV. (napr. Liszkay a Rutherford
1998). Dochadza tak k zvySeniu energetického rozdielu medzi radikdlovymi parmi
Psso" Qa” a Pego"Ph™ a tym k zniZeniu pravdepodobnosti spitného transferu cez
radikalovy par Pego” Ph™ - uprednostiiuje sa priama nabojova separacia Pego™ Qa™
Nedochadza k wvzniku tripletnych stavov chlorofylu ani volnych kyslikovych
radikalov, a tak infiltracia DCMU chrani pred fotopoSkodenim proteinu D1. (Liszkay
a Rutherford, 1998).
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Oproti tomu fenolové inhibitory (napr. bromoxynil) zniZzuju redoxny potencial
radikalového paru Qa/Qa” o 50 mV. To znizuje rozdiel medzi radikdlovymi parmi
Psso Qa” a Pggo Ph™™ a uprednostiiuje tak spitnii rekombinaciu. T4 ma za nasledok
tvorbu radikalového paru Peso” Ph™ a nasledne vznik tripletnych stavov 3 Psso a vol'nych
kyslikovych radikalov. ZvySuje sa tak miera poSkodenia pri oziareni vzoriek.
Posobenie oboch inhibitorov na redoxny potencidl radikalovych parov je znazornené

na obr. 22.

Porovnanie FTC kriviek pre vzorky infiltrované bromoxynilom a DCMU pri
, intenzite svetla 0,1 mol foténov. m2s?!

A

15

s

Intenzitafluorescencie [rel.j.]

= ] 35 4z a5 = 55 L] 65

Teplota [°C]

[ DCMU bromoxynil

Obr. 22. Porovnanie FTC kriviek pre vzorky jacmena jarného (Hordeum vulgare)
infiltrované bromoxynilom a DCMU pri intenzite svetla 0,1 umol foténov.m™.s™.
Krivky FTC boli normované na hodnotu intenzity fluorescencie pri 25°C. . Rozsah
teplét 25°C — 65°C. Pouzitd rychlost linedrneho ohrevu 1°C.min™.

Pri pouziti DCMU a bromoxynilu nebol zisteny vyrazny rozdiel v tvare FTC
kriviek (obr. 22). Tieto vysledky sved¢ia o tom, Ze zmena redoxného potencialu
pouzitim inhibitorov nema vplyv na narast fluorescencie do maxima M; pri nizkych

intenzitach meracieho svetla. Nepriamo to dokazuje vyskum vzniku kyslikového

radikalu 'O, pri infiltracii vzorieck DCMU a bromoxynilom v zavislosti na intenzite
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pouzitého meracieho svetla (Fufezan a kol. 2005). V tejto praci nebol zisteny rozdiel v
tvorbe 'O, pri nizkych intenzitich pouzitého meracieho svetla az do 200 pmol
fotonov.m™>.s™. K vyraznej zmene doslo az pri pouziti vysokych intenzit (1000 pmol
fotonov.m™.s” a viac) a mnozstvo vzniknutého 'O, bolo 2-krat vyssie pre vzorky
infiltrované bromoxynilom ako pre vzorky infiltrované DCMU. Tieto vysledky
nepriamo dokazujii, e pre intenzity do 200 pmol foténov.m=.s” nema pouzitie

inhibitorov a tym aj zmena redoxného potencialu Q4 vplyv na FTC krivky.

Meranie zavislosti mernej vodivosti média na teplote pocas linearneho ohrevu
je novou metddou pre rychle stanovenie termostability plazmalemy. Z nameranych
krivieck mernej vodivosti mozno jednoduchym matematickym aparatom pomocou
vypoctu maxima krivosti krivky stanovit’ kriticku teplotu termostability plazmalemy
Ty. CTC krivka ma charakteristicky tvar. Od zaciatku merania je zaznamenana line4rna
zavislost’ mernej vodivosti k¥ na teplote ¢. Plazmalema pri rastucej teplote zvySuje
svoju permeabilitu a straca stabilitu. Po dosiahnuti kritickej tepelnej davky praska
ai6ny st uvolnené do merného média. Tym dojde k rapidnemu ndrastu mernej
vodivosti. Dal§im usekom CTC krivky je rast hodnoty mernej vodivosti média,
z dévodu postupného uvolnovania idnov zo zvySkov bunky do merného média. Inou
pri¢inou rastu hodnoty mernej vodivosti méze byt tepelna zavislost uz vyplavenych
i6nov. Tento usek CTC postupne prechadza do stavu saturdcie, ktora by bola
dosiahnutd autokldvovanim. Tym by doSlo k uplnej dezintegracii pletiv a uvol'neniu
vietkych i6nov do merného média. Dal§ie zvySovanie teploty by na hodnotu mernej
vodivosti k nemalo vplyv. Bod s najvac¢Sou krivost'ou krivky definujeme ako kriticku
teplotu termostability plazmalemy Tx. CTC krivky pri kazdom merani za¢inaja na
hodnote mernej vodivosti okolo 0,1 uS.m™. To jednak naznaluje na rovnaky objem
pouzitej vzorky, pre vzidjomnui porovnatelnost merani. Zaroven to dokazuje, ze
hodnota mernej vodivosti s inmi vyplavenymi z buniek je priblizne 10x vacSia ako
merna vodivost’ deionizovanej vody. Z toho vyplyva, Ze deionizovana voda je vhodna

ako merné médium pre pouzitie v konduktometrickych meraniach.
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Klasickej konduktometrickej metéde ako metdde pre stanovenie kritickych
podmienok stability plazmalemy sa venuje viacero autorov - Ruter (1993), Srinivasan
a kol. (1996), Dai a kol. (1997), Bajji a kol. (2001), Nesbitt a kol. (2002), Gulen a Eris
(2003), Zhu a kol. (2004). Ich metodika dava sice presné vysledky, ale je pomala. Cas
potrebny pre zmeranie jednej vzorky sa pohybuje okolo 5 hodin. Meranie zéavislosti
mernej vodivosti média na teplote pocCas linearneho ohrevu je novd metoda s ovela
mensou ¢asovou narocnostou. Pre zmeranie jednej vzorky vratane potrebnej pripravy

stac¢i 30 — 110 minut v zavislosti na zvolenej rychlosti linedrneho ohrevu.

Pri zvySovani intenzity pouZitého meracieho svetla nedochadzalo k zmene
termostability plazmalemy. Plazmalema neobsahuje pigment-proteinové komplexy,
a preto zmena intenzity meracieho svetla nema na termostabilitu plazmalemy vplyv.
V porovnani s vysledkami inych autorov bol predpoklad, ze inkubacia vzoriek pred
meranim pri zvySenej teplote 35°C po dobu 90 mintt bude mat’ za nésledok zvySenie
termostability plazmalemy. Bolo ukadzané, ze inkubécia rastlin hrachu pri 35°C po
dobu 24 hodin ma za nésledok niz$i vytok i6nov pri merani CTC kriviek a celkove
vysSiu termostabilitu plazmalemy (Srinivasan a kol. 1996). Namerané CTC krivky
nepreukazali vplyv predhrievania na zvySenie termostability plazmalemy. Doba
predhrievania 90 minut’ pravdepodobne nie je dostatocnd na adaptaciu rastliny na
zvysené teploty. Toto tvrdenie podporuje aj experiment dlhodobej adaptacie rastlin na
zvysenu teplotu pri pestovani. Rastliny jaémena jarn¢ho boli pestované vo fytokomore
pri teplote 25°C po dobu 4 dni. Nésledne bola Cast’ rastlin presunutd do prostredia so
zvysenou teplotou 35°C po dobu 3 dni a kontrolné rastliny boli nad’alej pestované pri
teplote 25°C. Ako vidno na obrdzkoch 20 a 21, rastliny adaptované na vyssiu teplotu
pocas pestovania vykazovali vySSiu termostabilitu plazmalemy aj thylakoidne;j

membrany v porovnani s kontrolnymi rastlinami.

55



Adaptacia rastlin na zvySenu teplotu po dobu 3 dni mala za néasledok vyrazné
zvySenie termostability. Pri FTC krivkach doSlo k posunu kritickych teplot Teon
z41,1°C na 43,5°C a T2 z 56,3°C na 59,0°C v prospech adaptovanych rastlin.
Zvysenu odolnost’ vykazovala aj plazmalema adaptovanych rastlin — kritické teplota
termostability plazmalemy Ty pre adaptované rastliny bola 58,2°C v porovnani s Ty
55,9°C pre kontrolné¢ rastliny. Tieto vysledky sa vsulade s vysledkami
predchadzajacich prac v danej oblasti, v ktorych bola pouzita adaptacia na zvySenu
teplotu po dobu 24 hodin (Srinivasan a kol. 1999).

Predhrievanie rastlin po dlh§iu dobu pred meranim vedie k ich adaptécii
anasledne pri merani kzvySeniu termostability thylakoidnej membrany aj
plazmalemy. Ked’ze vo vysledkoch sa nepreukazalo podstatné zvySenie termostability
pod vplyvom predhrievania, predhrievanie po dobu 90 minat nie je pre adapticiu
rastlin na zvySené teploty dostatocné. Mdzeme ztoho dedukovat, ze pre zvySenie

termostibility st potrebné procesy, ktorych trvanie je dlhSie.
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7. Zaver

V tejto diplomovej praci bol vypracovany prehlad problematiky termostability
thylakoidnych membran a plazmalemy. Bola popisand metodika a pouzitie
fluorescencnej teplotnej krivky pre stanovenie termostability thylakoidnej membrany
a metodika teplotnej krivky mernej vodivosti média pre stanovenie termostability

plazmalemy.

V praci bol ukazany vplyv DCMU a efektu predhrievania vzorkov na 35°C na
termostabilitu thylakoidnej membrany a plazmalemy. DCMU, blokujace prenos
elektronov medzi prenaSacmi Qa a Qgp, ovplyviiuje priebeh FTC krivky. Ma za
nasledok utlmenie procesov brdniacich hromadeniu redukovaného Qa a pri pouZiti
vysSich intenzit meracieho svetla tak dochadza k narastu fluorescencie do maximalne;j
hodnoty Fy uz pri teplote 25°C. Pouzitie predhrievania vzorkov pred meranim ma
podla reserSe problematiky viest’ k adaptécii vzoriek a ma mat’ za nasledok zvySenie
termostability. Pri predhrievani vzoriek na teplotu 35°C po dobu 90 minut pred
meranim sa tento predpoklad nepotvrdil. Pri porovnani s vysledkami inych autorov je
doba 90 minat nedostatocna pre adaptaciu vzoriek. V samostatnom experimente bol
efekt predhrievania otestovany na rastlinach pestovanych pocas prvych 4 dni pri
teplote 25°C a nasledne posledné 3 dni pred meranim pri teplote 35°C. Tato doba
adaptacie na zvySené teploty sa preukdzala ako dostatocna. ZvySenie termostability
thylakoidnej membrany aj plazmalemy je jasne dokazané na FTC resp. CTC krivkach
na obrazkoch 20 a 21.

Vyznamnym faktor ovplyviiujicim termostabilitu thylakoidnej membrany
modze byt xantofylovy cyklus, u ktorého sa doteraz tato funkcia nepredpokladala. K
premene violaxantinu na zeaxantin dochadza pri zvySenej oZiarenosti vzoriek. Vzorky
vystavené vyS§im intenzitdm oZiarenia pri merani vykazovali zvySenie termostability

thylakoidnej membrany aZ7 o02,4°C. V praci nebola koncentracia xantofylov
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stanovovana, tato tedria by ale bola v sulade s publikovanou literatirou (najma prace

Havaux a kol.)

V dalSom vyskume problematiky bude vhodné sa zamerat na efekt
predhrievania a adaptécie rastlin na zvySené teploty po réznu dobu, ako aj na ulohu
xantofylového cyklu v termostability thylakoidnej membrany. FTC a CTC krivky
merané¢ pocas linearneho ohrevu vzoriek predstavuji pre tento vyskum rychle

a spolahlivé metddy.
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