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Vliv rizikovych latek v prostredi na fyziologické

charakteristiky vybranych druhi zelenin.

Souhrn

Diplomova prace se zabyvala piisobenim stresu ze zasoleni pudy na kvantovy vytézek fluorescence
chlorofylu (Fv/Fm), jakoZto spolehlivého ukazatele miry vystresovanosti rostlin.

Cilem prace bylo Stanovit fyziologickou odezvu juvenilnich rostlin vybranych druht zelenin na

zasoleni.

V ramci pokusu byly navrzeny nasledujici védecké hypotézy.

1. Existuji rozdily v reakci vybranych druhu rostlin na zasoleni.
2. Ovliviiyje zasoleni vybrané fyziologické a biochemické parametry.
3. Jsou vybran¢ parametry ovlivnény sledovanym druhem rostliny.

Pro jejich potvrzeni ¢i vyvraceni byl zalozZen sklenikovy nadobovy pokus, v némz byly jako
modelové rostliny pouzity tfi druhy listové zeleniny? Ctyrbo€ rozlozita, roketa seta a Spenat sety.
Rostliny byli péstovany ve ¢tyfech stupnich zasoleni (50, 75, 100, 125 mg/L). U rostlin byla méfena
fluorescence pomoci pristroje Opti Sciences OS5p+. Fluorescence byla u rostlin sledovana v prib&hu
15 dnu, kdy se v 3-4 dennich intervalech uskutecnilo 6 méfeni.

Z vysledku pokusu vyplyva, Ze byl potvrzen negativni vliv salinity na hodnoty fluorescence, kdy nizsi
hodnoty dosahovaly rostliny z varianty 100 mg/l v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Dale byl
potvrzen vliv koncentrace soli v roztoku, kdy nizsi koncentrace soli (50mg/L NaCl) vykazovaly vyssi
hodnoty fluorescence v porovnani s variantami s vyssi koncentraci. Na pocatku sledovaného obdobi
(cca 3 tydny) dochazi k vyraznému snizeni hodnot fluorescence u vsech sledovanych variant, po
nasledné aklimaci se hodnoty fluorescence zvysuji. Nejnizsi hodnoty fluorescence byly zjistény u
rostlin $penatu, kdy se pohybovaly v rozpéti hodnot od 0,683 (S1) do 0,702 (S4). Naopak vyssi
hodnoty fluorescence maji rostliny ¢tyrboce. U nich byla minimalni priméma fluorescence namérena
u varianty K (0,684) a naopak nejvyssi u S4 (0,779). Rostliny ¢tyrboce jsou vzhledem ke své halofytni
povaze odolné vici zasoleni. Rostliny rokety vykazuji stfedni odolnost vii€i zasoleni a na zasoleni
citlivé reaguji rostliny Spenatu. Stanoveni poméru Fv/Fy je robustni a spolehlivy test pusobeni stresoru
rostlin.

salinita; ¢tyrboc, Spenat, roketa, fluorescence

Klic¢ova slova: salinita, ctytboc, Spenat, roketa, fluorescence



Influence of hazardous substances in the environment on

physiological characteristics of selected vegetables species

Summary

The diploma thesis dealt with the effect of soil salinity stress on the quantum yield of
chlorophyll fluorescence (Fv/Fm), as a reliable indicator of the degree of plant stress.

The aim of the work was to determine the physiological response of juvenile plants of
selected types of vegetables to salinity.

The following scientific hypotheses were proposed as part of the experiment.

1. There are differences in the response of selected plant species to salinity.

2. Salinity affects selected physiological and biochemical parameters.

3. Are the selected parameters influenced by the monitored plant species.

To confirm or disprove them, a greenhouse container experiment was established in
which three types of leafy vegetables were used as model plants? quadrilateral, sown rocket
and sown spinach. Plants were grown at four levels of salinity (50, 75, 100, 125 mg/L). In
plants, fluorescence was measured using an Opti Sciences OS5p+ instrument. Fluorescence was
monitored in plants during 15 days, when 6 measurements were made at 3-4 day intervals.

The results of the experiments show that the negative influence of salinity on
fluorescence values was confirmed, when plants from the 100 mg/l variant achieved lower
values compared to control plants. Furthermore, the influence of salt concentration in the
solution was confirmed, when lower salt concentrations (50mg/L NaCl) showed higher
fluorescence values compared to variants with higher concentrations. At the beginning of the
monitored period (approx. 3 weeks) there is a significant decrease in fluorescence values for all
monitored variants, after subsequent acclimation the fluorescence values increase. The lowest
fluorescence values were found in spinach plants, when they ranged from 0.683 (S1) to 0.702
(S4). On the contrary, higher fluorescence values are found in four-sided plants. Among them,
the minimum average fluorescence was measured for variant K (0.684) and, on the contrary,
the highest for S4 (0.779). Due to their halophytic nature, the four-sided plants are resistant to
salinity. Rocket plants show moderate resistance to salinity and spinach plants react sensitively

to salinity. Determination of the FV/FM ratio is a robust and reliable test of plant stressors.
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1 Uvod

V pudnim roztoku sil pisobi na rostliny dvéma mechanismy. Prvni z nich, Ze rostliny nejsou
schopny pfijimat vodu a tim dochazi ke zménam osmoregulaci. Druhym mechanismem
pusobeni souvisi s vy$§im obsahem soli v pudé, kdy je tato voda transportovana transpiracnim
proudem a dochazi tak k poskozeni bunék. Vliv salinity bude sledovéan u juvenilnich rostlin
vybranych druht listové zeleniny. Salinita pudy je nejvétSim problémem predevsim v aridnich
a semiaridnich oblastech jithovychodni Evropy a zapadni Asie, dale se s problémy potyka

Australie obklopena oceanem. Velkou mérou jsou také zasazena piimorska uzemi a pobiezi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Abiotické stresory, jako je salinita, sucho, chlad a teplo, negativné ovliviiuji produkci
biomasy a vynos zemé&délskych plodin. Podle odhadu FAO je pies 6 % souse zasoleno. Stres
zasolenim se jevi jako hlavni Cinitel omezeni produktivity rostlin a plodin.

Podle zdroju z EU je zasoleni (salinita pudy) tieti nejvyznamnéjsi stresor v ramci Evropy.
Za predpokladu stale rostouciho poctu obyvatel planety a potieby potravin je vice nez nutné se
stresové problematice rostlin vénovat. V mnoha piipadech je dokazano, ze nékteré druhy
zeleniny nejenze dokaZzi tolerovat soli rozpusténé v pude, ale zaroven salinita pudy zlepSuje
jejich vyzivové hodnoty pro Clovéka, jak uvadi Sarker & Oba (2019) Amaranthus tricolor

péstovany v zasolené pude vykazuje vyssi obsahy predevsim antioxidantt v listech.

Hypotézy prace

1. Existuji rozdily v reakci vybranych druhi rostlin na zasoleni.

2. Ovliviiyje zasoleni vybrané fyziologické a biochemické parametry.

3. Jsou vybrané parametry ovlivnény sledovanym druhem rostliny.

Cil prace

1. Stanovit fyziologickou odezvu juvenilnich rostlin vybranych druhti zelenin na
zasolenti.



3 Literarni reSerse

3.1 Obecna charakteristika stresu rostlin

Obecné pojeti stresu, které vychazi z mechaniky a pruznosti pevnych téles, lze podle
Levitta (1980) vysvétlit nasledovné: stres jsou faktory potencialné nepiiznivé pro teéleso
(organismus), ale i reakce na takovy faktor. To ukazuje na dvoji chapani pojmu stres a jeho
obCasné zaménovani za pojem stresor, ktery je vysvétlen jako exo-nebo endogenni pri¢ina
vyvolavajici stres. Strain uz je chapan jako samotna zména (deformace) v télese (organismu) a
podle intenzity ptsobeni (napéti), které vyvola stresor, jej 1ze rozdélit na elasticky (reversibilni)
a plasticky (ireversibilni) (Levitt, 1982). Stres jest€¢ muzeme podle Larchera (1987) a
Lichtenthalera (1998) rozdélit na eustres a distres, kdy eustres oznaCuje aktivani neboli
stimulacni stres, ktery nezptisobuje poskozeni bunék ani pfi dlouhodobém puisobeni. Jedna se
vsak o velmi slaby stres, ktery ale dokaze v kone¢ném disledku vyvolat pozitivni adaptivni
zmeény v organismu. Naopak distres predstavuje vyS$si miru stresu nad urcitou prahovou
hodnotu, kterou jiz rostlina nedokaze tolerovat a zpusobuje jeji poSkozeni. Prahova hodnota
stresu zavisi vzdy na vlastnostech rostliny a prostredi, ve kterém se vyviji. Lichtenthaler (1998)
uvadi, ze se jedna predevs§im o druh a predispozice rostliny a typ stresoru.

Jako biologicky stres oznacuje Levitt (1980) jakoukoliv zménu ve vnéj§im prostredi organismu,
ktera muze negativné ovlivnit jeho rast a vyvoj.

Problematika stresové fyziologie rostlin je velmi komplikovana, pfedev§im z divodu vyrazné
mezidruhové variability, heterogenity vnitfniho prostiedi a jak uvadi Larcher (2003), i
fyzikalné-chemickych vlastnosti rostlinné bunky. Dale je dulezité, ze na rostlinu nikdy
nepusobi pouze jeden stresor, ale zpravidla vzdy pasobi stresovych faktori nékolik najednou.
Z uvedené stresové matice vyplyva, Zze nékteré stresory, pokud pasobi dohromady, mohou
zvySovat odolnost rostliny (kfizova ochrana). Jako ptiklad 1ze uvést ptisobeni sucha a ozonu,
ozonu a patogenu nebo napadeni nékterymi patogeny a soucasné pusobeni ultrafialového
zateni, jak konstatuje Mittler (2000).

Vyrazné se na reakcich rostlin projevuje také skuteCnost, ze rostliny vedou pfisedly zptsob
Zivota, proto se nemohou pusobeni stresoru vyhnout napiiklad tim, ze se pfemisti. Zmény a
reakce mohou byt v poc€atecnich fazich jest€ vratné, nicméné se také mohou stat trvalymi.
Jakmile je dosazeno limitu schopnosti rostliny pfizpusobit se danému stresoru, dochazi obvykle

podle Larchera (2001) k rozvoji chronického onemocnéni nebo k nezvratnému poskozeni.
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V porovnani s zivocichy je dal§im problémem skutecnost, Ze stresor miize pusobit na rozdilné
organy v ramci rostlinného téla, které se nachazi v rozlicném prostiedi. To doklada napt. prace
Lichtenthaler (1998). Podle tohoto autora jsou kofeny nejcitlivéjSim organem rostliny
predevsim kvali tomu, ze v nich probiha rychly pfenos informaci do jinych organt. Tento autor
dale uvadi, ze v kofenech muaze pusobenim stresového faktoru dojit k mistni stresové reakci a
nasledné k negativnimu ovlivnéni zbytku rostliny. Uginky stresu mohou byt akutni nebo
chronické, zalezi na intenzité stresoru a citlivosti rostliny.

Stresory, které puisobi na rostliny, rozdélujeme podle zdroje na biotické a abiotické.

Biotické stresové faktory délime na pisobeni chorob, skiidct a konkurence ostatnich rostlin.
Mezi abiotické stresory muzeme zatadit vysokou a nizkou teplotu, vodni deficit i prebytek,
zateni, chemickou nebo mechanickou zatéz a ostatni faktory, napiiklad ptsobeni elektrického

a magnetického pole, jak uvadi Lichtenthaler (1998).

3.2 Adaptace a aklimace

Pojmy adaptace a aklimace rozliSuji Gaspar et al. (2002) tak, ze adaptaci prochazi cela populace
organismu, zatimco aklimace je schopen jednotlivec. Vzdy jde o kombinaci zmén stavby téla
(lista, stonkt, postaveni listti) a vnitinich fyziologickych a biochemickych procest na bunécné
urovni.
Adaptace populace tedy znamena vytvoreni vhodnych kombinaci gent, které v populaci za
nekolik generaci prevladnou a zlepsuji schopnost populace vyrovnat se se stresem. Jako piiklad
téchto adaptaci lze uvést gen NHX1 At5g27150, ktery byl poprvé izolovan z Arabidopsis
thaliana, tento gen koduje v rostlinach protein antiportu K*, Na*/ H* v tonoplastu a umoziuje
ukladani K* a Na* ve vakuole. Dokaze také vyménovat Cs™ a Li*, nicméné s nizsi afinitou
(Gaxiola et al. 2001; Venema et al. 2002). Podobny je NHX8 SOS1B, kterym vznika taktéz
protein pro vyménu K*, Na*/ H, stejné tak NHX2 ATNHX2 nebo NHX4 ATNHX4. Dalsi
dulezity protein, ktery ovliviiuje kyselost a koncentraci cytosolického pyrofosfatu (PP;), je
Avpl. Dale také znacné zvySuje odolnost rostlin proti zasoleni pudy.

Poprvé byl izolovan z Arabidopsis thaliana. Je sou€asné dokazano, ze transgenni rostliny
s timto genem vykazuji zvySenou tvorbu biomasy i v nestresovych podminkach, gen dale
zlepSuje vychytavani ionti ve vakuole, zlepSuje transport auxint a glukozy (Schilling et al.

2017).
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Jak dokazuje Tabulka 1 existuje mnoho dalsSich gent, které u halofytnich rostlin zptsobuji

zvySenou odolnost vici salinité.

Gen Funkce Druh pavedni rostliny
McSKDI Potassium transporter Mesembryanthemum cristallinum
McUBC Ubiquitin conjugating enzyme Mesembryanthemum cristallinum
McHKT1 Plasmamembrane-located Na*(K")/H* symporter Mesembryanthemum cristallinum
SsNHX1 Vacuolar Na*[H* antiporter Suaeda salsa
AmNAC1 Transcriptional regulator Avicennia maritima
SsHKT1 Plasma membrane-located Na* (K*)/H" symporter Suaeda salsa
FrPIP2;1 Aquaporin Festuca rubra ssp. littoralis
FrVHA-B Vacuolar H* ATPase Festuca rubra ssp. littoralis
FriNHX1 Vacuolar Na*/H* antiporter Festuca rubra ssp. littoralis
SpFBA Fructose-1,6-biphosphate aldolase Sesuvium portulacastrum
SmPEM Phosphoehanolamine-N-methyltransferase, involved in glycinebetaine synthesis Suaeda maritima
McS051 Plasma membrane-located Na*/H* antiporter Mesembryanthemum cristallinum
McNHX1 Vacuolar Na* (K*)/H* antiporter Mesembryanthemum cristallinum
McNhaD Chloroplast envelope-located Na*/H* transporter Mesembryanthemum cristallinum
AmMDAR Monodehydroascorbate reductase Avicennia maritima
AmHAI Plasma membrane-located H® ATPase Avicennia maritima
AmSO0S1 Plasma membrane-located Na*/H* antiporter Avicennia maritima
AmNHX1 Vacuolar Na*[H* antiporter Avicennia maritima
AhVP Vacuolar H* pumping pyrophosphatase Atriplex halimus
AhHA Plasma membrane-located H* ATPase Atriplex halimus
TsP5CS1 Al-pyrroline-5-carboxylate synthetase, involved in proline synthesis Thellungiella salsuginea
CqgSOS1 Plasma membrane-located Na*/H" antiporter Chenopodium quinoa
CgNHX1 Vacuolar Na*/H* antiporter Chenopodium quinoa

Tabulka 1 Vybér nejcastéjsich genu z halofytnich rostlin, jejichZ exprese je stimulovdna plsobenim

salinity, prevzato a upraveno z (Rozema & Schat 2013)

Tato zména je nicméné velmi pomala, trva generace. Proto i stres, ktery pusobi na populaci,
musi byt v pfimérené nizké intenzité a po dlouhou dobu, aby se zmény projevily na porostu
(Shao et al. 2007).

Jak uvadi Lichtenthaler (1998), genotypy rostlin, které maji lepsi kombinace geni, ve
stresovém prostiedi dosahuji lepSiho fitness, a proto postupné v populaci prevladnou. Levitt
(1980) a Schulze et al. (2005) konstatuji, ze adaptace muze byt dosazeno dvéma zptsoby. Bud’
vyhnutim se stresu, kdy hovofime o tzv. stress avoidance, nebo vytvofenim vnitini tolerance
(rezistence, stress tolerance), coz je zmirnéni stresu pomoci specifickych reparacnich
mechanisma. Jak upozoriuji Greenway & Osmond (1987), pokud rostlina vyuzije
mechanismus stress avoidance, dochéazi k redukci aktivity metabolismu, a jestli se stresova
zat€z dale stupnuje, muze tato strategie rostlinu pfivést az do stavu dormance.

Podle Levitt (1980) rostlina vyuzitim stress avoidance zamezuje pronikani stresového faktoru
do svého téla riznymi zménami (metabolické, fyziologické, morfologické apod). Jako ptiklad
téchto adaptaci uvadi Shabala et al. (2012) pii pusobeni stresu ze salinity a sucha zménu
tloustky a plochy list, kdy se listy stavaji tlust$i a mensi nez za normalnich podminek. ZvétSeni
tloustky kutikuly u jeCmene ve strategii stress avoidance potvrdila Kosova et al. (2017). Dale
podle Shabala et al. (2012) tato reakce nastava kvuali osmotickému ptisobeni soli okolo kofent

rostlin, kterd jim bréani v pfiymu vody. Piterkova et al. (2005) konstatuji, Ze stress avoidance ve
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velké mife souvisi s mechanickymi bariérami na rostliné, naptiklad s jiz zminiovanou tloust’kou
kutikuly (ktera brani odparu a zafeni) a vyraznou impregnaci bunécné stény. Prikladem muze
byt také CAM metabolismus, ktery umoziiuje rostlinam béhem vysokych teplot zavfit priaduchy
a spotfebovavat oxid uhlicity, ktery rostlina nacerpa béhem noc¢nich nizsich teplot, nebo vyvoj
mrazoveé resistence u vytrvalych rostlin (Schulze et al. 2005).

Levitt (1980) dale jesté rozdé€luje moznosti rezistence (vnitini tolerance) na strain avoidance
(vyhybani se strainu) a strain tolerance (toleranci strainu). Podle tohoto autora rostlina béhem
strain avoidance nevykazuje zadné morfologické nebo fyziologické zmény. Ovsem pokud
dojde k strain toleranci, v rostlin€ se projevi snizeni fyziologické aktivity, nicméné rostlina
odolava stresu za pomoci svych kompenzac¢nich prostredkda.

Dal§i moznosti obrany rostliny je aktivni ochrana (stress tolerance). Ta se snazi uz omezit dopad
stresoru, ktery pronikl do téla rostliny (Piterkova et al. 2005). Podle téchto autort stresor spousti
fetézec zmeén neboli stresovou reakci, ta zahrnuje rizné mechanismy, které maji za cil udrzet
fyziologickou aktivitu organismu na odpovidajici trovni. Jedna se pfedevsim o proteinové a
enzymatické zmény, které slouzi k udrzeni funkce stavajicich struktur a zamezeni vétsiho
poskozeni bun¢k.

Tyto zmény mohou byt trvalého nebo pouze docasného charakteru. Podle Orcutt & Nilsen
(2000) je aklimace fenotypové prizpusobeni se nejriznéj$Sim podminkam prostiedi. Odpoveédi
organismu na stresovy faktor Larcher (2001) oznacuje jako stresovy syndrom. Podle tohoto
autora se jedna o vSechny procesy v rostliné, které potencialné vedou k vyssi odolnosti vici
stresovym faktorim. VSechny tyto zmény maji za cil udrzet homeostazi a vitalitu rostliny.
V Chyba! Nenalezen zdroj odkazu. jsou uvedeny priklady nékterych metabolickych adaptaci
rostlin na zasoleni, kdy podle Ahuja et al. (2010) dochazi ke zvySené tvorbé polyaminu,
aquaporint, glukosilati, nékterych mastnych kyselin a ke snizeni tvorby kyseliny palmitové,

olejové a sitosterolové.
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Rod a druh rostliny Organ Metabolit Urovei

Zea mays Listova cepel Polyaminy Zvyseni
(apoplasticky spermin a

spermidin

Brassica oleracea Listy a kofeny Mastné kyseliny Zvyseni
(linolova,
linolenstigmasterol),
aquaporiny (PIP, PIP2),
glukosilaty

Mastné kyseliny Snizeni

(palmitova, olejova,

sitosterolova)

Tabulka 2 Metabolické adaptace vybranych rostlin na stres zasolenim (prevzato z Ahuja et al.

2010)

3.3 Stresova reakce rostliny

Vliv vyse zminénych faktorti na organismus nazyvame stresovou reakci. Organismus prochazi
béhem pusobeni stresu sledem typickych fazi, které se oznacuji jako stresova reakce.
Charakteristika stresové reakce zavisi na intenzité a dob€ pusobeni stresu. Stresové reakce
rozdeluji Lichtenthaler (1998) a Larcher (2001) na akutni ¢ili kratkodobé a chronické neboli
dlouhodobé.

Stresova reakce rostliny je reakce organismu na vnéjsi negativni podnét. Piterkova et al. (2005)
uvadi, ze rostlina pfi stresové reakci prochazi mnoha zménami (méni se fyziologické,
biochemické, rustové, anatomické a vyvojové procesy). Aklimace a preziti rostliny tak
v podstaté zavisi na rychlosti pfizptisobeni a destruktivni mife stresoru.

Kazda stresova reakce zacina signalem, ze se néco déje. Tyto signaly maji nejcastéji fyzikalni
nebo chemickou povahu a signaly zachytava receptor. Jednd se o specializované proteiny
umisténé v plazmatické membrané, bunécné sténé a jadie buiky. Pfenos signalu probiha
z receptoru ke koncovym efektorim, coz jsou zpravidla proteiny, na kterych je zavisla urcita
fyziologicka reakce (metabolismus, transportni proteiny). Knight et al. (1997) zjistili, ze
transport signald se uskuteciuje slozitou siti vice paralelnich cest. Prace Larchera (1987, 1995)

a Atwela et al. (1999) rozdélili stresové reakce do Ctyt fazi.
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Podle zminénych autorti nastava poplachova faze okamzité po zacatku pusobeni stresoru a
zpusobuje naruSeni bunéénych struktur a funkci. Béhem této faze dochazi ke zméné
metabolismu rostliny, nastupuje strain (napéti) (Shao et al. 2007). Na tuto fazi navazuje
restitucni faze. Ta nastava tehdy, pokud stresor nedosahne letalni rovng, rostlina ma moznost
reagovat a zacne vytvaret kompenzacni mechanismy proti stresoru. Objevuji se priznaky
snizené vitality, a jak konstatuje Larcher (2003), dochazi k aktivaci obranych stresovych
mechanismi. Nasleduje faze rezistence. Bé&hem ni dochazi ke zvysovani odolnosti proti
stresoru vlivem obranych reakci organismu (hardening) a muze také nastat obnoveni stability
(adjustment) a dochazi k regeneraci rostliny (Larcher 2003).

Posledni fazi je vyCerpani, ta nastava tehdy, pokud se rostlina nestihne aklimatizovat na stresor,
nedojde k obnoveni stability nebo pokud mira stresoru piesahne letalni Groven a pasobi piili§
dlouho. V této fazi jiz dochazi k nevratnym poskozenim, naruseni obrany vici patogeniim a
muize dojit i k odumfeni jedince (Larcher 2003).

Jak konstatuji Orcutt & Nilsen (2000) vysledkem stresové reakce je jista uroven adaptace, jejiz
uspésnost zavisi na mnoha faktorech. Pfedevsim jde o expozici rostliny stresoru a jeji genetické
predpoklady.

Dal§i moznosti rozdéleni stresové reakce je podle modifikace zakladnich metabolickych drah
na specifickou a nespecifickou (Selye 1973). Jak uvadi Schulze et al. (2005) je mozné najit
podobnosti v tvorbé ochrannych proteint, naptiklad HSP (heat shocks proteins). Tyto proteiny
rostlina vytvaii na zakladé pusobeni stresu ze zvySené teploty, nicméné byly také nalezeny
béhem pusobeni rizikovych (t€zkych) kovl na rostlinu. Tento jev se nazyva kiizova ochrana a
znamena, ze rostlina vytvaii podobné nebo stejné obranné mechanismy proti riznym stresoram.
Vsechna tato prizpusobeni v podobé syntézy specifickych metaboliti maji nicméné vysoké
energetické naklady Orcutt & Nilsen (2000).

Dale tito autofi konstatuji, ze dochazi v fadu desitek minut po vystaveni stresoru k dramatickym
zménam v obsahu proteint v burikach. Zasadni reakce rostlin na vystaveni stresoru je syntéza
hydrofilnich nizkomolekularnich protektantli, které se nazyvaji osmolyty nebo kompatibilni
roztoky. MiZzeme mezi né zatadit sacharidy (mono-, di-, oligo-, poly-), alkoholy (manitol,
glycerol), aminokyseliny, betainy, dehydriny (Koyro et al. 2012). Kompatibilni osmolyty
chrani subcelularni struktury snizovanim oxidativniho pusobeni volnych kyslikovych radikalt
(Mittler 2002).

Vsechny metabolické zmeény rostlin se uskuteCiiuji prostiednictvim expresi stresem
regulovanych gentl (Fraser et al. 2002). Jak dale upozoriuji Schulze et al. (2005) tyto obranné

mechanismy jsou spoustény syntézou stresovych enzymd, jejichz indukce mize byt zahajena
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riaznymi zplsoby, predev§im fytohormony. Z nich nejdilezitéjsi jsou kyselina abscisova,
kyselina jasmonova a etylén (Beck et al. 2007; Thakur et al. 2010).

Témito fytohormony je spousténa syntéza regulacnich proteint zapojenych také do signalnich
drah nebo do genové exprese indukované stresem. Zpravidla se jedna o proteinkinazy,
fosfatazy, transkripéni faktory a RNA-vazajici proteinové komplexy (Kielbowicz-Matuk
2012). V rostlinach se také vyskytuji specifické stresové proteinkinazy, napf. o proteinkinazy
zavislé na vapniku (CDPKs) a vétsina SnRKs (kinazy nefermentujici sacharézu) (Mori et al.

2006).

3.4 Fluorescence chlorofylu a salinita

Svételna energie absorbovana pigmenty v listu se mize pfeménit tfemi zpusoby: muze byt
pouzita k fotochemickym reakcim fotosyntézy, prebytecna energie svétla mize byt rozptylena
jako tepelna energie nebo muze byt re-emitovana jako svétlo — fluorescence chlorofylu.

Jak uvadéji Maxwell a Johnson (2000), tyto tfi procesy jsou v pletivech konkurencni, takze
jakékoli zvySeni ulinnosti jednoho povede ke snizeni vyté€zku ostatnich dvou a naopak.
Meéfenim fluorescence chlorofylu Ize tedy ziskat informace o zménach ucinnosti
fotochemickych reakci a rozptylu tepla v rostlin€. Pfestoze je celkové mnozstvi fluorescence
chlorofylu velmi malé (pouze 1 nebo 2 % celkového absorbovaného svétla), méfeni je pomérné
snadné.

Spektrum fluorescence se li§i od spektra absorbovaného svétla, pricemz vrchol fluorescenéni
emise ma delsi vinovou délku nez absorpce. Proto lze vytézek fluorescence kvantifikovat
vystavenim listu svétlu definované vinové délky a méfenim mnozstvi svétla re-emitovaného na
delsich vinovych délkach. Z tohoto méfeni 1ze dopocitat velké mnozstvi parametrt fluorescence
(Maxwell a Johnson, 2000).

Dle Lang et al. (1991) dosahuje fluorescence chlorofylu dvou vrchold, jeden o vinové délce
670-690 nm a druhy o vinové délce 730-740 nm, tato dvé spektra nasledné nazyvame
kratkovlnné Cervené zareni, respektive dlouhovinné ¢ervené zareni.

Jednou modifikaci zakladnich meéficich zafizeni, kterd byla zasadni pro revoluci v aplikaci
fluorescence chlorofylu, bylo pouziti modulovaného méficiho svétla (Quick a Horton, 1984).
Dle Flowers (2004) salinita pudy pfedstavuje znacny problém pro celosvétové zemeédeélstvi.
Jak uvadi Brugnoli a Lauteri (1991), podobné jako u jinych abiotickych stresort (sucho, vysoka
a nizka teplota) salinita negativné ovliviiuje predevsim asimilaci CO2. Dle Kao et al. (2003) se

na snizeni asimilace CO> podili stomatalni (uzavirani priduchil) i nestomatalni (poskozeni
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fotosyntetického aparatu) faktory. Stomatadlni omezeni se typicky hodnoti pomoci
gazometrickych metod méfenim vymeény plyni. Méfeni parametri fluorescence chlorofylu se
dle Shabala (2003) pouziva nejcCastéji jako velmi citliva veli¢ina pro hodnoceni integrity
fotosystému II (PSII) po vystaveni stresoru. Jiang et al. (2003) testovali 14 odrud jemene a
zjistili, ze odrudy s nejvyssi kontrolni gs (stomatalni vodivosti) také vykazovaly nejvyssi A
(Cistou asimilaci COz) a F'v/F'm v podminkach pasobeni zasoleni.

Dale dle Netondo et al. (2004); Abdeshahian et al. (2010) m4 stres ze salinity u netolerantnich
odrad psenice (odrida Star vykazovala nejvyssi rozdil mezi kontrolnim méfenim a méfenim v
zasoleni o hodnoté 16 dsm™!) za nasledek znaéné snizeni &erstvé a susiny listd, stonkt, kofenti
1 plodnych odnozi je¢mene. Kvantovy vytézek PSII (OPSII) na osvétlenych listech se snizoval
se zvySujici se koncentraci soli, jak uvadi Abdeshahian et al. (2010), zaroven dodavaji, ze
zvySujici se hladina salinity neméla vyrazny efekt na kvantovy vytézek temnotné adaptovanych

pletiv (Fy/Fu).
3.5 Zmény ve vytézku fluorescence

Kautsky et al. (1960) pozorovali zmény ve vytézku fluorescence chlorofylu jiz v roce 1960.
Zjistili, ze po preneseni fotosynteticky aktivniho materialu ze tmy do svétla se zvysil vytézek
fluorescence chlorofylu v Casovém useku piiblizn€ 1 sekundy. Tento vzestup byl néasledné
vysvétlen jako dusledek redukce akceptort elektront v transportnim fetézci fotosystému II,
zejména plastochinonu Q.. Jakmile PSII absorbuje svétlo a Q. pfijme elektron, neni schopen

ptijmout dalsi, dokud ten prvni nepiejde na nasledny elektronovy nosi¢ plastochinon Q.
3.5.1 Fotochemické a nefotochemické zhaseni (PQ a NPQ)

Kdyz se list pfenese ze tmy do svétla, PSII reak¢ni centra se postupné uzaviraji. To vede k
narustu (béhem prvni sekundy osvétleni) ke zvySeni vytézku fluorescence chlorofylu. V
navaznosti na to vSak hladina fluorescence obvykle zacne znovu klesat, a to v asovém méfitku
nékolika minut. Tento jev, nazyvany zhaseni fluorescence, je, jak uvadi Maxwell a Johnson
(2000), vysvétlen dvéma zpusoby.

Za prvé, dochazi ke zvyseni rychlosti, kterou jsou elektrony transportovany pry¢ z PSII; je to
zpusobeno predev§im svétlem indukovanou aktivaci enzymi zapojenych do metabolismu
uhliku a oteviranim praduchu listu. Takové zhaseni se nazyva ,,fotochemické zhaseni“ (PQ).
Zaroven dochazi ke zvySeni uCinnosti pfemény energie na teplo. Tento proces se nazyva

,hefotochemické zhaseni“ (NPQ). V rostliné jsou tyto zmény dokonceny béhem asi 15-20

17



minut a je dosazeno priblizné ustaleného stavu, 1 kdyz Johnson et al. (1990) uvadi, ze doba
potiebna k dosazeni tohoto stavu se mize mezi rostlinnymi druhy vyrazné lisit.

Aby bylo mozné ucinné uskutecnit analyzu fluorescence chlorofylu, je nutné rozlisit mezi
fotochemickym a nefotochemickym zhasenim fluorescence. Jak uvadi Maxwell a Johnson
(2000), obvykle jeden z procest 'vypneme’. Zpravidla se tak d€je v piipadé fotochemického
zhéaSeni. V in vitro podminkach toho 1ze dosdhnout pfidanim napft. herbicidu, ktery inhibuje
PSII a zastavuje fotochemické reakce v rostliné. Nicméné ve fyziologickém kontextu v terénu
je tato metoda neprakticka. Misto toho byla vyvinuta metoda ,,zdvojeni svétla“, ktera umoziiuje
pfechodné snizit aktivitu fotochemického zhaSeni na nulu (Quick a Horton, 1984,
Papageorgiou, 2004). Pfi této metod¢ je vyuzivan intenzivni kratkodoby zablesk svétla, které
zpusobi, ze veskera zasazena reakcni centra PSII se doCasné uzaviou. Pokud je zablesk
dostate¢né kratky, nedochazi k zadnému (nebo jen k zanedbatelnému) zvysSeni NPQ a
nedochazi k dlouhodobé zmeéné ucCinnosti fotosyntézy. Stejné jako zmény nastavajici v
ucinnosti fotochemickych reakci se miize ménit i i€innost odvodu tepla (tedy nefotochemické
zhaseni NPQ) v zavislosti na riznych vnitinich a vnéjsich faktorech. Takové zmény se projevi
jako zmeény hladiny Fi, (maximalni fluorescence). Na rozdil od PQ neni mozné upln¢ inhibovat
rozptyl tepla, takze neni mozné meéfit vytézek fluorescence chlorofylu v nepfitomnosti
nefotochemického zhaseni (NPQ). Proto jsou vSechny odhady nefotochemického zhaSeni

piisné vztazeny k urCitému bodu ptizpasobenému temnu (F°m).
3.5.2 Parametry fluorescence a jeji procesy

Meéfeni se zahaji zapnutim méficiho svétla, cimz zmétime (Fo) minimalni hladinu fluorescence.
Poté je spustén saturacni zablesk svétla, ktery umoziiuje méfeni maximalni fluorescence Fm ve
stavu prizpusobeném tmeé (F°n). V navaznosti na to je aplikovano aktinické svétlo a ve
vhodnych intervalech jsou aplikovany dalsi saturacni zablesky. Z kazdého z nich lze zméfit
hodnotu pro F'm. Hodnota fluorescence v ustaleném stavu bezprostiedné pred zableskem se

nazyva Ft. (Maxwell a Johnson, 2000)
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Parametry fotochemického zhaZeni:

¢’p5|| Kvantovy vytéZek PSII {Fr;q._Ft”Fr;z
qP Podil otevienych PSII (Fmminus;F)/(Fn=F)
FulFm Maximalni kvantovy wit&iek PSII (F=Fo)/Fm

Parametry nefoatochemického zhaieni:

NPQ Nefotochemické zhageni: (Fe-F. )/ F..
NPQg  Rychle uvon&né NPQ (Fe/F)-(FS/Er)
NPQg  Pomalu uvolnéné NPQ (FS-FL) Fn

Tabulka 3 Parametry fluorescence (upraveno Maxwell a Johnson, 2000)

Parametry fotochemického zhaseni se vzdy wvztahuji k relativni hodnoté Fn a F.
Nejvyznamnéjsi je parametr, ktery méti ucinnost fotochemie fotosystému II je ®psp (Genty et
al., 1989). Pocita se jako:

Opsii=(F 'm—F)/F'm

Tento parametr vyjadiuje podil svétla absorbovaného anténnim chlorofylem spojenym s PSII,
ktery se vyuziva ve fotochemii. Jako takovy muze poskytnout miru rychlosti linearniho
transportu elektrond, a tak indikovat celkovou miru rychlosti fotosyntézy. Jak uvadi Maxwell
a Johnson (2000) v laboratornich podminkach existuje silny linearni vztah mezi timto
parametrem a ucinnosti fixace uhliku, nicméné dle Fryer et al (1998) za urcitych stresovych
podminek muze dojit k nesouladu mezi témito dvéma parametry v disledku zmén rychlosti
fotorespirace nebo pseudocyklického transportu elektrond.

Dal§im Casto méfenym parametrem fluorescence je ,,fotochemické zhaseni“, gP.

qP=(F mv—F)/(F ' m=F ")

Ackoli je parametr fotochemického zhaseni (gP) velmi podobny kvantovému vytézku
fotosyntézy ®psn vyznam tohoto parametru je ponékud odlisSny. Zatimco ®psn je podil
absorbované energie pouzivané ve fotochemii, qP uvadi podil reak¢nich center PSII, ktera jsou
oteviend. Alternativni vyjadreni je 1-Qp, podil reak¢nich center, ktera jsou uzaviena a byva
nazyvan ,excitacéni tlak” na fotosystém II (PSII) jak uvadeji Demmig- Adams et al. (1990);
Maxwell et al. 1994; Dietz et al. (1985).
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Vysledky dle Gray et al. (1996) uvedené v Tabulka 4 naznacuji, ze pii konstantni teploté rastu
20 °C, rostouci ozafenosti rostlin z 50 na 800 umol! m? s"! mélo za nasledek 4- az 5-nasobné
zvySeni excitac¢niho tlaku na PSII jak u pSenice, tak u zita. Déale podle Gray et al. (1996) vyvoj
pSenice a zita pii 20 °C a ozafenosti 50-800 pmol! m? s vedl k minimalnim zménam

v maximalnim kvantovém vytézku PSII (F/Fn).

1-qp pii t=20°C/ 5°C a ozatenosti 50; 250; 800 pmol ' m™ s!

odrida 20/50 20/250 20/800 5/250
Monopol 0,097+0,003 0,181£0,006 0,465+0,031 0,617+0,051
Katepwa 0,0870,008 0,205+0,018 0,476+0,054 0,625+0,010

Musketeer 0,074+0,013 0,196+0,017 0,318+0,034 0,321£0,047

Tabulka 4 Efekt ristového rezimu na excitacni tlak PSII u ozimé pSenice (Triticum aestivum L.
‘Monopol’), jarni pSenice (Triticum aestivum L. 'Katepwa’') a zita (Secale cereale L. Musketeer),

upraveno dle Gray et al. (1996).

Dle Genty et al. (1989) vyplyva ze, ®PSII a qP mohou byt vzijemné propojeny tfetim
parametrem, Fv/Fm. Tento parametr zna¢i miru vnitini (nebo maximalni) u€innosti PSII (4.
kvantovou ucinnost, pokud by byla oteviena vSechna reakcni centra PSII). FV/FM je dan
rovnici:

Fv/Fm:(Fm_Fo)/Fm:(DPSH/qP

Zatimco dle Maxwell a Johnson (2000) se ®PSII vztahuje k dosazené ui¢innosti fotosyntézy,
qP a Fv/Fu poskytuji informace o zakladnich procesech, které zménily ucinnost. Zména qP je
zpusobena uzavienim reakCnich center v dusledku saturace fotosyntetického aparatu
dopadajicim svétlem. Zatimco zména poméru F./Fn je zpusobena zménou ucinnosti
nefotochemického zhaseni NPQ.

Hodnoty poméru Fy/Fi, méfené na temnu adaptované rostliné odrazeji potencialni kvantovou
ucinnost PSIT a pouzivaji se jako citlivy indikator fotosyntetického vykonu rostlin s
optimalnimi hodnotami okolo naméfenymi 0,83 pro vétSinu rostlinnych druhl, jak uvadi
Bjorkman a Demmig (1987); Johnson et al. (1993). Dle Scarascia- Mugnozza et al. (1996) je
pomeér Fy/Fn témer konstantni pii nestresovych podminkach v rozmezi <0,80 az <0,86. Jak
uvadi Jiang et al. (2006) béhem silného pusobeni abiotického stresu klesne pomér Fy/Fm

k hodnoté 0,588 + 0,19.
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Obtizi pfi odhadu qP a Fy/Fn je nutnost odhadovat hodnotu F, v dobé méfeni. V laboratofi se
toho dosahne zatemnénim listu a také aplikaci dalece Cerveného (FR) osvétleni (vinova délka
>680 nm) na nekolik sekund pred a bezprostfedné po ukonceni osvétleni.

Byla vyvinuta metoda dle Oxborough a Baker (1997) pro odhad F’, bez uskutecnéni ptimych
meétfeni. Tato metoda vznikla specialné pro pouziti ve fluorescencnich zobrazovacich
technikach, kde je odhadovani F', obzvlasté problematické. I kdyz se zda, ze tato metoda
funguje dobfe za specifickych laboratornich podminek, vytvari predpoklady o povaze procesu
prispivajicich ke zhaseni fluorescence. Alternativni vyraz, ktery se nékdy pouziva a ktery je v
podstaté totozny s Fv/Fu, je Fy/F, (Krause a Weis, 1991) a je citlivéj$i na zmény ucinnosti pii

vysokych hodnotach, a tak mize byt za urcitych okolnosti lepSim zptsobem vyjadieni dat.
3.6 Nefetochemické procesy

Problém potieby adaptace listd na tmu vznika také pii snaze o méfeni miry nefotochemického
zhaSeni. Dle Maxwell a Johnson (2000) zde vSak vznikaji problémy nutnosti méfit ,tmu-
adaptovanou” hladinu Fn,. Dale Maxwell a Johnson (2000) uvadi, ze tato hodnota muze byt
ovlivnéna historii strest rostliny. Zmény v priabéhu hodnoty poméru F./Fn vSak mohou
poskytnout dalezité informace tykajici se vlivu abiotického stresu na rostlinu.

Nejpriméjsi zpisob, jak kvantifikovat nefotochemické zhaseni, je dle Bilger a Bjorkman (1990)
meéteni pomeéru zmény hladiny Fi, ke konecné hodnoté F:

NPQ=(Fu—F w)F'm

Nefotochemické zhaSeni fluorescence chlorofylu (NPQ) linearné souvisi s rozptylem tepla a
lezi na stupnici 0—¥. Dle Bilger a Bjorkman (1990) Ize typicky ocekavat hodnoty v rozmezi
0,5-3,5 pti saturacnich intenzitach svétla, tato hodnota nicméné velmi kolisa v zavislosti na
druhu rostliny a vyvoji na stanovisti. Muzeme se stale setkat se starSim terminem pro
kvantifikaci nefotochemického zhaseni, gN, ktery vyzaduje méfeni F, a jak uvadi van Kooten
a Snel (1990) tento parametr se vyskytuje na stupnici 0—1 a je proto velmi necitlivy na zmény
zhaseni pfi vysSich hodnotach. Je dulezité poznamenat, ze NPQ a gN méfi zmény v rozptylu
tepla ve vztahu ke stavu adaptace rostliny na prostedi bez svétla. Stejné zvysSeni rozptylu tepla
se projevi jako mensi zvySeni zhaseni v pripadé, kdy referencni bod ma vyssi zhaseni.
Abychom pochopili fyziologicky vyznam nefotochemického zhasSeni, je nutné porozumét
procesum, které pfispivaji k zhaseni. Jakakoli zména v NPQ stanovuje zménu v ucinnosti
rozptylu tepla ve vztahu ke stavu adaptace na tmu. Jak uvadi Maxwell a Johnson (2000) obecné

muze k takovému narastu dojit bud’ v dusledku procest, které chrani list pred poSkozenim
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zpusobenym svétlem (fotoprotektivni mechanismus), nebo jako dasledek poSkozeni svétlem
samotnym Horton et al. (1996). Alternativni zptsob pohledu na tyto procesy je z hlediska
rychlosti, jakou se vraceji (uvoliiuji) do vychoziho stavu po obdobi osvétleni. Ve vétsing
podminek se hlavni ptispévatel k NPQ nazyva zhaseni stavu vysoké energie (Casto oznaCované
jako gE) a dle Horton et al. (1996) je nezbytny pro ochranu listu pfed poskozenim zptisobenym
svétlem. Jak uvadi Demmig—Adams a Adams (1992) vyzaduje tento proces piitomnost nizkého
pH v lumen tylakoidu a zahrnuje svétlem indukovanou tvorbu zeaxantinu. Zhaseni stavu vysoké
energie gE se uvolni béhem nekolika minut, kdyz je list umistén ve tmé.
Druhy proces, ktery se uvoliiuje v casovém méfitku nékolika minut, se nazyva stavovy prechod
(¢T) jak uvadi Walters a Horton (1991). Stavové prechody zahrnuji reverzibilni fosforylaci
svétlo-sbérnych proteini a dle Walters a Horton (1991) jsou povazovany za dilezité pii
vyrovnavani distribuce svételné energie mezi fotosystémy I a II pfi podminkach s nizkym
osvétlenim. Tyto dvé formy zhaSeni nelze dle Maxwell a Johnson (2000) snadno odlisit od
jejich relaxacni kinetiky, nicméné g7 obecné piispiva k celkovému zhaSeni pouze nepatrné a je
pfitomna pouze pii slabém osvétleni. Procesy, které se uvoliuji v delSim casovém méfitku
(hodiny), se obvykle souhrnné oznacuji jako fotoinhibice (¢/). Lovelock et al. (1994) uvadi, ze
tento termin, pokud je aplikovan na fluorescencni analyzu, obecné odkazuje jak na ochranné
procesy, tak pfimo na poskozeni reakcnich center fotosystému II. Fotoprotektivni procesy s
dlouhymi relaxacnimi €asy souviseji s pfitomnosti zeaxantinového cyklu a dle Horton et al.
(1996) se vyskytuji ve svétlosbérnych anténnich pigmentech PSIL
K plnému pochopeni podilu rychle a pomalu uvolfiovaného zhéaSeni za fyziologickych
podminek je nutné uskutecnit analyzu relaxace dle Walters a Horton (1991). V tomto pokusu
se zhaseni necha volny pribéh a Fr, se zaznamenava v pravidelnych intervalech. Vzhledem k
tomu, ze kazdé méfeni F, zahruje dodani saturaCniho zablesku rostling, je dulezité, aby
interval mezi témito zablesky byl peclivé zvolen tak, aby se jakykoli u¢inek zablesku uvolnil
ptred aplikaci dalsiho zablesku. Pomalu a rychle se uvolfiujici zhaseni 1ze vypocitat pomoci
nasledujicich vzorcu:
NPQs=(F°n=F ) F',

NPQr=(F’ul F 1n)~(F°ul F'm)
Jak uvadi Maxwell a Johnson (2000) rozsah a slozeni parametru NPQ bylo uspésné pouzito k
prozkoumani rozdila ve fotoprotekci a fotoinhibici na urovni fenotypu a genotypu rostlin.
Zatimco rostliny na slunném stanovisti obecné vykazuji vysokou kapacitu pro gE ve spojeni s

vysokym vyuzitim svétla pfi vystaveni vysokym urovnim svétla, rostliny na stinnych

22



stanovistich stejného druhu vykazuji snizené vyuziti svétla, gE a zvySenou pravdépodobnost

fotoinhibice dle Demmig-Adams et al. (1995).

3.7 Meéreni stresu a stresova tolerance

Meéieni parametrd fluorescence muze poskytnout uzite¢né méfitko fotosyntetického vykonu
rostlin, jeho skute¢né vyuziti dle Maxwell a Johnson (2000) spociva v jeho schopnosti
poskytovat informace, které nejsou snadno dostupné jinymi zpusoby. Zejména fluorescence
muze poskytnout pohled na schopnost rostliny tolerovat abioticky stres a na rozsah, v jakém
tyto stresory poskodily fotosynteticky aparat. Dle Gamon a Pearcy (1989) se dfive k méteni
pouzival trvaly pokles poméru Fy/Fn, pfizpisobeného tmé a zvyseni miry F, k indikaci vyskytu
fotoinhibi¢niho poskozeni v reakci na vysokou teplotu a na nizkou teplotu dle Groom a Baker
(1992).

Ve fotosyntetickém aparatu je svétlo absorbovano anténnimi pigmenty a excitacni energie je
prenesena do reakCnich center dvou fotosystému. Tam energie pohani primarni fotochemické
reakce, které zahajuji fotosyntetickou preménu energie. Pi slabém osvétleni a za optimalnich
podminek probiha primarni fotochemie s vysokou ucinnosti. Bjéorkman a Demmig (1987)
vypocitali, ze vice nez 90 % absorbovanych svételnych kvant je vyuzito k fotosyntéze.
Vytéznost primarni fotochemické premény energie muze byt jesté vysSsi. Drobnym
konkurenénim procesem deaktivace excitovanych pigmentt je emise fluorescence chlorofylu
a. Pii pokojové teploté je vétSina fluorescence emitovana chlorofylem a fotosystému II
(Bjorkman a Demmig, 1987).

Pivod variabilni fluorescence Fv neni zcela jasny. Butler et al. (1977) uvadi, Ze veskera
fluorescence pochazi zanténnich komplexi LHC. Predpokladali také, ze promeénliva
fluorescence Fv vznika v dusledku zpétného prenosu excitacni energie z uzavienych reakénich
center PSIL.

Klimov et al. (1977) stanovili, ze pheophytin (nemetalizovany chlorofyl a) je primarnim
akceptorem elektronti PSII a prenasi elektrony na chinon Qa. Podle jejich hypotézy je
promeénliva fluorescence vysledkem rekombinace radikalového paru P*¢s0 Pheo™ v uzavienych
reakénich centrech a vznika bud’ emisi P 60 po rekombinaci naboje, nebo emisi antén Chl a po

y . «
prenosu excitonu z P 6g0.
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Bylo také navrzeno, ze pheophytin emituje fluorescenci z uzavienych reakcnich center PSIL
Breton (1982) pfisuzuje emisni pas pii 695 nm pozorovany pii teplote¢ 77 K (-196 °C)
vyzatovani z Pheo’.

Nicméné Krause a Weis (1991) uvadeéji, ze pokrok v casové rozlisené fluorescencni
spektroskopii, tak v ptipravé funkcnich reakcnich center PSII poskytuje silné diukazy proti
hypotézam z praci Klimova et al. (1977) a Bretona (1982).

Schatz et al. (1988) odvodili z pikosekundového rozpadu fluorescence v thylakoidnich
membranach, ze v uzavienych reak¢nich centrech je primarni separace naboje tvoriciho P*sgo
Pheo™ silné omezena elektrostatickym ucinkem Qa”. Podobné zavéry vyvodili Schlodder a
Brettel (1988) ze zmén absorbance vyvolanych zableskem, které souviseji s primarnim
radikalovym parem v reakénim centru PS II. Krause a Weis (1991) uvadéji, ze kvantovy
vytézek separace primarniho naboje, a tedy i rekombinace, je v pfitomnosti Qa™ nizky. Je tieba
poznamenat, ze kineticky rovnovazny model dle Schatze et al. (1988) ve skuteCnosti zahrnuje
moznost, ze rekombinace naboje pfispiva k emisi fluorescence jak v hladiné€ Fo, tak v hladiné
Fm. Také Hodges a Moya (1987) dospéli k zavéru, ze jejich vysledky z méfeni doby zivotnosti
fluorescence nelze vysvétlit hypotézou nabojové rekombinace. V ¢astech obohacenych o PS 11
zjistili tfi slozky rozpadu fluorescence s proménlivym T mezi minimalni Fo a maximalni Fum
fluorescenci v rozmezi 20 ps az 2 ns. ReakEni centra jsou schopna provadét primarni
fotochemickou reakci, ale ukéazala se jako velmi nestabilni pfi osvétleni v aerobnich
podminkach. Znacné stabilizace bylo dle Crystall et al. (1989) dosazeno pouzitim anaerobnich
podminek. Reak¢ni centra vyzatovala fluorescenci (44 % celkového vytézku) o velmi dlouhou
radikalového paru P*s30 Pheo”. Podobné Govindjee et al. (1990) priradili velmi pomalou
rozpadovou slozku (5-20 ns) pozorovanou u izolovanych reakénich center procesu
rekombinace naboje (cf 108) a prokazali, ze tato slozka mizi, kdyz jsou centra pfedredukovana
(PssoPheo’); ve stavu P ssoPheo” nemiize exciton iniciovat proces separace naboje.

Na prvni pohled jsou tyto vysledky v souladu s Klimovovou hypotézou (Klimov et al. 1977),
které ukazuji, ze rekombinace radikalového paru P*sgoPheo” muze skutecné vést ke svételné
emisi. Dlouha doba zivota fluorescence (v rozmezi 5-35 ns) hovoii proti jeho uloze pfi
vyzatovani proménlivé fluorescence v neporuseném PS II.

Dle Roelofs a Holzwart (1990) nic nenasvédcuje tomu, ze by se tyto slozky s delSim polo¢asem
rozpadu vyznamné podilely na emisi v intaktnich tylakoidech. Je ziejmé, ze rekombinace
naboje jako hlavni deaktivacni cesta muze probihat pouze v izolovaném komplexu reak¢cniho

centra, které postrada vazané chinony. V intaktnim systému pfitomnost Qa podporuje pienos
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elektront na tento akceptor. Kdyz je Qa redukovan, rychlost separace naboje je silné snizena.
Pés nizkoteplotni fluorescence 695 nm se dle Van Dorssen et al. (1987) v emisnim spektru
izolovaného komplexu reak¢niho centra nevyskytuje, a proto nemuze pochazet z Pheo*.

Jak uvadi Van Dorssen et al. (1987) tento pas pochazi z komplexu jadra antény CP47. Vyzkumy
tedy podporuji predpoklad, ze vétsina chlorofylu fluorescence in vivo (jak na Grovni FO, tak

Fm) pochézi z anténniho systému.
3.8 Zakladni fotochemické déje v PSII

Pfi primarni fotochemické reakci je jeden elektron pfenesen z pigmentu Pego v prvnim
excitovaném singletovém stavu (P*6g0) na pheofytin a. Odtud je elektron prenesen na primarni
akceptor chinonového typu Qa. Oddélenim naboje vznika vysoce aktivni oxidant P*¢g0. Ten
ptijima elektron ze sekundarniho donoru Z, ktery byl identifikovan jako tyrosinovy zbytek
proteinu D1. Oxidovany donor Z* je redukovan elektronem z oxida¢niho systému H>O. V
pomalejsi reakci, ktera mize zahrnovat atom zeleza, je elektron predan chinonu Qg. Po pfijeti
dvou elektronii Qg navaze dva protony z lumenové strany tylakoidni membrany a slouci se do
poolu plastochinonu/plastohydrochinonu (PQ) (Stirbet et al. 2020).
Rychlost emise fluorescence F, je umérna absorbovanému svételnému toku 1., a podilu
rychlostni konstanty fluorescence, kr, a souctu rychlostnich konstant ) k; v§ech konkuren¢nich
reakci, které vedou k navratu molekuly chlorofylu do zakladniho stavu. Nejdulezit€jsi z nich
jsou fotochemicka reakce (kp), tepelna deaktivace (kp) a prenos excitaCni energie na
nefluorescencni pigmenty (k) - napf. na anténni pigmenty PS I (Krause a Weis, 1990).
F — L +kp/ Yki; ®F= F/L= kp/(ke+kp+kr+kp)

Jak poprvé uvedl Duysens (1963) vytézek fluorescence je minimalni (®Fy), kdyz jsou vSechna
reakCni centra v aktivnim, "otevieném" stavu. Experimentalné pozorovany vysoky fotonovy
vytézek fotosyntézy vyzaduje, aby kp= kr + kp + kr. KdyZz je vSak Qa plné redukovano ().
vSechna reak¢ni centra jsou ve stavu Z Pego Pheo Q 4), nemuze excitace Pego vést ke stabilnimu
oddéleni naboje (kp = 0). Pak je dosazeno maximalniho vytézku fluorescence ®Fm. Podobnym
postupem se ziska potencialni vytézek fotochemické reakce PS II jako ®Py, jak uvadi Krause a
Weis (1990).

®Po- kp/(kr+ kp+ kr+kp) = (OFy- ©F )/ ®Fyi= Fy/Fu,
kde Fm je maximalni celkova fluorescence a Fy maximalni variabilni fluorescen¢ni emise (Fv
= Fm —Fo). Je tfeba poznamenat, ze Fv nepfedstavuje nezavislou fluorescencni slozku; tento

vyraz popisuje pouze zménu fluorescencni emise mezi dvéma definovanymi stavy.
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Pomér Fv/Fm se stal dilezitym a snadno méfitelnym parametrem fyziologického stavu
fotosyntetického aparatu v intaktnich listech rostlin. Jak uvadi Bjorkman a Demmig (1987)
pomér Fy/Fy zlstava v pozoruhodné tizkém rozmezi (0.832 + 0,004) mezi listy mnoha riznych
druhi rostlin. Za srovnatelnych experimentalnich podminek se na jedno kvantum svétla
absorbované listem vyvine podle Bjorkmann a Demmig (1987) 0,106 + 0,001 kysliku.

Pfi rovhomeérném rozdeleni excitacni energie mezi PS II a PS I to znamen4 transport 0,85 ¢ na
kvantum v PS II. Stresy prostiedi, které ovliviiuji u€innost PS II, vedou k charakteristickému

poklesu Fv 1 Fm (Krause a Weis, 1990).

3.9 Kbvantovy vytézek

Kvantovy vytézek fotosyntézy ¢ 1ze definovat jako pomér poctu mold CO2 asimilovanych na
pocet absorbovanych fotona v listech. Maximalni kvantovy vytézek fotosyntetického organu je
dle Long (1993) urcen:

a) ucinnosti, s jakou jsou absorbované fotony vyuzity pii redukci NADP a fosforylaci ADP,

b) metabolickymi cestami, ve kterych je tento reduk¢ni a fosforylacni potencial vyuzivan.
Kromé toho nékolik procesti vyjma asimilace CO2 vyuziva redukéni a fosforylacni energii
generovanou na fotosyntetické membrané; zejména drahy metabolismu fotosyntetického
dusiku (Guerrero et al. 1981; Wallsgrove et al. 1983).

Navzdory vysoké variabilit¢ ¢.c Ehleringer a Bjorkman (1977) zjistili, ze u sedmi
dvoudéloznych C3 druht (Atriplex glabriuscula Edmondston, Atriplex heterosperma Bunge,
Atriplex hortensis L., Atriplex triangularis Willd., Encelia californica Nutt., Encelia farinosa
Gray ex Torr., Plantago lanceolata L.) ze tii Celedi nebyly zadné vyznamné rozdily v ¢ac a
vSechny hodnoty byly v rozmezi 0,072 az 0,074. Tyto hodnoty byly ziskany v prostiedi s 2 %
02, coz by zabranilo jakékoli vyznamné ztraté¢ CO pii fotorespiraci. Zjisténi této studie vedla
autory k nazoru, ze ¢ac v nepiitomnosti fotorespirace bude u druhti C3 konstantni. Osborne a
Garrett (1983) podobné zjistili sttedni hodnotu ¢ac 0,073 + 0,006 pro fadu rostlin (Secale
cereale L., Trifolium pratense L., Phleum pratense L., Lycopersicon esculentum Mill., Zea
mays L., Lolium perenne L., Spartina townsendii H & J Groves, Solanum tuberosum L.). Tyto
pruzkumy maximalnich kvantovych vynosii méfenych bez fotorespirace byly omezeny na
relativné malo druht a na kvetouci bylinné rostliny, prevazné plodiny na orné pudé nebo plané

druhy otevienych stanovist’.
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Nasledne Bjorkman a Demmig (1987) zjistili ¢a0 0,106 + 0,001 pro velmi §iroky pocet druhti
cévnatych rostlin, s ohledem jak na stanovisté, tak na taxonomickou pifibuznost, ptikladem lze
uvést Amaranthus retroflexus L., Alocasia macrorhiza L. (G. Don), Asplenium nidus L.,
Atriplex rosea L., Atriplex triangularis Willd., Betula pendula Roth., Crassula multicava Lem.,
Echinochloa crus- galli (L.) Beauvois, Glycine max (L.) Merrill, Helianthus annuus L.,
Phaseolus vulgaris L., Vigna marina (Burm.) Merrill, Zea mays L. Tato méfeni se uskuteCnila
v 5% atmosfére CO», ktera zabranila spotfebé O pii fotorespiraci a piekonala by jakékoli
omezeni difuze zplsobené nerovnomérmym uzavienim stomat. Tato studie dale ukazala, zZe
pomér (Fy/Fn) byl 0,832 4+ 0,004 ve stejném rozsahu druhd. Tato zjisténi se lisi od drivejsich
studii ¢ac ve dvou ohledech. Za prvé, vétsi variabilita byla nalezena mezi druhy s hodnotami
da0 v rozmezi od 0,0943 do 0,1174. Za druhé, stfedni hodnota ¢a, byla 0,106, coz je asi 0 45 %
vice nez stfedni hodnota ¢ac, kterou uvadéji Ehleringer a Bjorkman (1977). Tyto rozdily
kontrastuji s fotosyntézou nasycenou svétlem, kde bylo prokazano, ze stechiometrie piijmu CO>
a vyvoje Oz je mezi 0,93: 1 a 1,03:1 (Kaplan a Bjorkman 1980). Nizsi ¢ac vzhledem k ¢ao by
mohlo nastat, pokud procesy jiné, nez redukce fosfoglyceratu pusobi jako terminalni akceptory
v necyklické fotofosforylaci. Variabilita mize byt také generovana samotnym Oa, ktery ptisobi
jako terminalni akceptor elektront, jak uvadi Halliwell (1984).

Kvantovy vytézek fotosyntézy (¢) vychdzi z méfeni intenzity svétla a rychlosti fotosyntézy.
Vhodna méfeni intenzity svétla a spotieby CO2 nebo O2 rostlinou vedou k vyjadieni energie
absorbované rostlinnymi pletivy v pmol CO> pmol fotond™!. Tyto dvé primarni veliciny
(intenzita svétla a rychlost fotosyntézy) poskytuji zaklad pro stanoveni u¢innosti fotosyntézy z
hlediska podilu pmol CO: a absorbovaného zafeni v pmol fotond !, které jsou ulozeny jako
energie chemického potencialu (Emerson 1958).

Dale také Emerson (1958) uvadi, ze od aplikace kvantové teorie na fotochemii je znamo, ze
elementarni jednotkou svételné energie je kvantum svétla neboli foton (umol). Pokud je znama
vlnova délka tohoto absorbovaného svétla, 1ze absorbovanou energii, méfenou jako intenzitu
ozatenosti I (umol fotont m? s!), pfevést na podet absorbovanych fotonti.

Hoover (1937) uvadi, ze G€innost premény energie fotont v listech zavisi predevsim na vinové
délce radiace. Hogewoning et al. (2012) dodavaji, ze davodem této zavislosti jsou rizné
schopnosti absorpce dopadajiciho zafeni pigmenty v listech a to, ze rizna barevna spektra maji
razné kvantové vytézky pro fixaci CO2 nebo vytvareni Oa. Jako priklad uvadéji McCree (1971),
Inada (1976), ze Cervené svétlo (600-640 nm) ma nejvyssi kvantovy vytézek, kdezto modré a
zelené svétlo (400-570 nm) jsou podstatné méne fotosynteticky aktivni. Dle Long et al. (1993)
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se maximalni kvantové vytézky pohybuji okolo 0,093 mol fixovaného CO> a Bjorkman a
Demmig (1987) uvadi maximalni kvantovy vytézek pro vyvoj O2 0,106 M.

Fotosyntetické karotenoidy dosahuji absorpéni maxima pifi modrém svétle a li§i se svou
ucinnosti (35 az 90 %) v prenosu elektront, v zavislosti na typu karotenoidu a jeho poloze ve
fotosyntetickém aparatu, a jak uvadi Caffarri (2007), uCinnost pfenosu energie v anténnich
komplexech chlorofylu je 100 %.

Nefotosyntetické pigmenty, jako jsou flavonoidy a volné karotenoidy, také absorbuji svétlo,
prevazné v UV oblasti, ale také v modré a zelené Casti spektra (napt. antokyany). Tyto pigmenty
nepienaseji do fotosyntetického aparatu zadnou absorbovanou energii. Slozeni pigmentu a
vlastnosti absorbance svétla se lisi jak u fotosystému I (PSI) tak u fotosystému II (PSII); v
dusledku toho je rovnovaha excitace mezi t€émito dvéma fotosystémy zavisla na vinové délce
(Chow 1990; Walters 1995). Jakakoli nerovnovaha v excitaci téchto dvou fotosystému vede ke
ztratam kvantového vytézku (Pfannschmidt 2005). Porozumeéni relativnimu piispévku kazdého
z téchto faktort zptisobuyjicich ztraty kvantového vytézku vsak stale chybi.

Rostliny jsou priibézné vystavovany spektralnim zménam, v kratkodobém horizontu v disledku
zmen pocasi a thlu svétla a v dlouhodobém horizontu, kdy jsou listy zastinény jinymi listy nebo
kdyz jsou zastinéné listy vystaveny plnému slunci. Stupefi zastinéni jinou vegetaci silné
ovliviiuje jak intenzitu svétla, tak spektrum, kterému je list vystaven. Spektralni zmény mohou
pfimo ménit fotosynteticky kvantovy vytézek zménami relativni absorbance riznymi pigmenty
a zménami v excitani rovnovaze fotosystému. Tyto zmény pusobi v fadu minut a Haldrup et
a.l (2001) uvadi, Ze prechody stava pfesmérovavaji energii buzeni z jednoho fotosystému do
druhého, ackoli v nedotCenych listech nebylo nalezeno zadné nasledné zvyseni kvantového
vytézku pro fixact CO2 (Andrews et al 1993).

Dlouhodobé se fotosyntetické organismy mohou pfizpusobit spektralnim zménam zménou
relativni velikosti téchto dvou fotosystému, a jak uvadeji Melis et al. (1996); (Fujita 1997)
Castecné obnovit rovnovahu excitace mezi nimi. Aklimatizace na spektralni prostedi vedla ke
zvySeni kvantového vytézku pro fixaci CO2 a rychlosti transportu elektroni Walters a Horton
(1995) ajak uvadi Chow (1990) zménénému pomeru aktivity PSI: PSIL
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4 Metodika

4.1 Zalozeni pokusu

V ramci nadobového pokusu byly péstovany rostliny ctytboce, Spenatu a rokety v
nadobach o velikosti 11 x 11 cm. Pro substrat byla pouzita smés zahradniho substratu s
vysokym obsahem organickych latek a kfemicitého pisku v pomé&ru 2:1. Zahradni substrat byl
jemny (s maximalné 10 % castic nad 10 mm), udrzoval prostiedi vzdu§né, nezasoleny, s pH
vodného roztoku v rozmezi 5,5 - 6,5 a neobsahoval zadné plevele ¢i Skiidce a choroby.
Parametry substratu- salinita 0,4-1,5 g/LL KCI; N 50- 300 mg/L (NH4, N, NO3); P 80- 300 mg/L
(P205); K 80-400 mg/L K>0. Dale obsahoval 55 % spalitelnych latek ve vysuSeném vzorku a
maximalné 5 % c¢astic nad 25 mm.

Experiment byl provadén v ¢astecné tfizenych podminkach skleniku na Fakulté agrobiologie,
potravinovych a piirodnich zdroji na Ceské zem&dé&lské univerzité v Praze. Teplota vzduchu v
prubéhu experimentu byla udrZzovana na 25 °C ve dne a 19 °C v noci, pfi pfirozeném svételném
rezimu trvajicim 14 hodin svétla a 10 hodin tmy. Rostliny byly zavlazovany na aroveni 70 %
objemové vlhkosti substratu, coz pro jednu pokusnou nadobu predstavuje 150 ml vody.
Fyziologické charakteristiky byly sledovany po dobu 28 dnii a bylo provedeno celkem 6 méfeni.
Schéma pokusu bude rozvrzeno na 4 pokusné varianty (50, 75, 100, 125 mM NaCl) a jednu

kontrolni.

4.2 Rostlinny material

4.2.1 §penz’1t sety ‘Matador”

Spinacia oleracea L.

Odrada polopozdniho §penatu pro jarni nebo podzimni sklizen. PouZito bylo komeréni osivo
od spolecnosti SEMO a.s.

Lodyha ptima, 30-60-(100) cm vysoka, (sam¢i rostliny jsou o néco vyssi a fidceji olisténé nez
samici rostliny), nepravidelné hranatd, lysa. Pfizemni listy dlouze nebo kratce rapikaté, s Cepeli
nejCastéji trojuhelnikovité vejCitou, zaoblené trojuhelnikovitou az slabé hralovitou, az 25 cm
dlouhé; lodyzni listy uzsi a s krat§im fapikem, vétSinou zaoblené stielovité az hralovité, horni
podlouhlé¢ nebo kopinaté, mladé listy s méchyikovitymi trichomy. Kvéty jednopohlavné,

ojedinéle oboupohlavné (u nékterych kultivar ¢astéji). Plod (nazka obalena neuplné srostlymi

29



a ztvrdlymi listenci) bud’ +- kulovity az vejcCity, hladky nebo +- Cihovity, se 2 (-6) masivnimi

ostnitymi vyristky, 2-4mm velikymi (Slavik a Stépankova 1990).
4.2.2 Roketa seta "Wild Rocket”

Eruca sativa (L.) Mill.

Chutoveé vyrazngjsi odruda rokety pouzivana v kultufe. Pouzito bylo komer¢ni osivo od
spoleCnosti SEMO a.s.

Jednoleté, po reozemnuti vonné byliny s tenkym hlavnim kotfenem, lysé nebo fidce chlupaté,
chlupy jednobunécné, rovné nebo srpovité zahnuté. Lodyhy rozvétvené, jemné ryhované. Dolni
a stfedni listy fapikaté, pefenosecné nebo lyrovité, horni +- prisedlé; myrosinové buriky
v mezofylu. Kalisni listky uzce obkopinaté, vzpifimené, s izkym bélavym lemem; korunni
listky +- uzce obvejcité, s nehtem del§im Cepele, k bazi klinovité, zluté nebo bilé; vnitini
tyCinky o malo delsi kalicha, vnéjsi jen o malo kratSi nez wvnitini; nektaria vackovita,
transverzalni vétsi, zplostéla, medianni +- trojboka; semenik valcovity, ptisedly, zizeny
v zobanek, &nélka tlista, blizna zplostéle polokulovits, dvoulaloéna. Sesule oblé, chlopng
jednozilné, zobanek plochy. Semena v chlopnich ve dvou tfadach, +- elipsoidni, osemeni
hladké, pti navlhceni slizovati. Délohy téméf okrouhlé, mélce srdCit€ vykrojené; klicek
bokokorenny (Slavik a Stépankova 1992).

Lodyhy 20 — 60 cm vysoké, vétve pfimé. Listy svétle zelené, dolni lyrovité nebo 1-2 x
pefenoklané az petfenosecné s ukrojky vejcCité kopinatymi, tupymi nebo zaokrouhlenymi,
sméfuyjicimi +- kolmo ke stfedni zilce, s okrajem zubatym az lalo¢natym a vietenem kiidlatym,;
horni listy pfisedlé nebo kratce fapikaté, zpefene clenéné 1 celistvé, s ukrojky celokrajnymi
nebo zubatymi. Kalisni listky nej¢astéji 8-11 mm dlouhé; korunni listky 15-22 mm dlouhé,
zprvu zluté, pozdgji bilé s purpurové fialovou Zilnatinou. Sesule k vietenu kvétenstvi piitisklé
nebo jen mirné odstalé, 2-5 cm dlouhé a 4-6 mm Siroké, zobanek mecovity, podélné zilkovany,
+- zdéli poloviny chlopni. Semena asi 1,5 az 2,5 mm dlouhd, oranzové zluta, cervenohnéda az

hné&dé purpurova (Slavik a Stépankova 1992).
4.2.3 Ctyibot rozlozita

Tetragonia tetragonoides (Pall.) Kuntze, Revis Gen. Pl. 1: 264 (1891)

Pouzito bylo komeréni osivo od spole¢nostt SEMO a.s.
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Jednoleté, duznaté byliny se vstficnymi listy. Kvéty jednotlivé, okvéti srostlé, zelené az
zelenohnédé, s 3-5 cipy. Semenik 3-8 pouzdry, v kazdém pouzdru 1 vajicko. Plod peckovice.
(Slavik & Stépankova 1990)

Lodyha bohaté vétvend, poléhava az plaziva. Listy + kosnikovité s méchytkovitymi chlupy.
Kvéty nenapadné, zelené, bez korolinickych staminodii. Plod (tvrdnouci) peckovice, obvejcita,
se 4-5 trnovitymi vyrustky. Doba kveteni je VI.- VIII.

Péstuje se zfidka jako vzacnéjsi Spenatova zelenina (novozélandsky Spenat) zjiStén téz na
rumistich (Praha-Liboc, 1918; Praha-Ruzyné, 1961; Krométiz, 1959). Pivodni v Japonsku, na
Novém Zélandé, v Tichomoii a v Jizni Americe, v Evropé obc¢as adventivni. (Slavik &
Stépankova 1990)

Halofytni rostlina, ktera je schopna snaset zasoleni pudy pies 200mM jak uvadi Flowers &
Colmer (2008). V dalsi studi uvadi Neves et al. (2008), ze Tetragonia tetragonoides (Pall.),
Kuntze, dokaze snést vodivost riistového média az EC 10 dS M™!. Dale dle Wilson et al. (2000)
dokazaly testovaci rostliny, v poslednich fazich testi snaset vodivost média az do EC 17,4 dS
M. Jak uvadi Wilson et al. ( 2000) a Yousif et al. (2010) je odolnost viiéi salinité ptidy znaéné
zavisla na véku rostliny, kdy nejstrasi rostliny (42 den po vysevu) vykazovaly nejvyssi odolnost

vuéi salinit€.
4.3 Fluorescence aktivnich pigmenti

Tento fyziologicky parametr byl méfen nedestruktivni metodou a vyuziva pulsni amplitudovou
modulaci vysilaného svétla. Méfen byl maximalni vytézek fluorescence, ktery se vypocita jako
podil maximalniho vytézku variabilni fluorescence (Fv) k maximalni fluorescenci (Fm). Déle
byla sledovana potencialni uc¢innost fluorescence, jez je dana podilem maximalniho vytézku
variabilni fluorescence (Fv) a minimélniho vytézku fluorescence (F0).
K méfeni vySe zminénych fyziologickych parametra byl pouzit piistroj OS5p+. Ten se sklada
ze dvou soucasti. Prvni je meéfici hlavice pfistroje, ktera je schopna vydavat rozdilné druhy
elektromagnetického zareni (svétla) a zaroveni je méfit.
Druhou soucasti je fidici konzole vybavena displejem a tlacitky, pomoci n¢hoz se pfistroj
ovlada a nastavuje (Opti-Sciences 2023).

Rohacek & Bartak (1999) konstatuji, ze pfi adaptaci méteného listu do temného prostiedi,
dojde ve fotosystému II k otevieni vSech reakénich center, coz je zptisobeno jejich reoxidaci.
Nasledné je list ozaren slabym modulovanym paprskem, diky ¢emuz je zméfen minimalni

vytézek fluorescence (FO) listu v temnoté adaptovaném stavu. Jedna se o nemeénnou hodnotu,
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ktera neni ovlivnéna aktivitou fotosyntézy. Poté je list osvicen pomoci saturaéniho paprsku,
diky kterému nastane opét uzavteni reakcnich center ve fotosystému II. Tim je docileno zvySeni
fluorescence chlorofylu, diky ¢emuz jsme schopni zméfit maximalni fluorescenci (Fm) listu
vystavenému temnoté. Nami zvolena doba zatméni métenych listd byla 20 minut. Na zakladé
zméfenych idajii jsme schopni stanovit maximalni vytézek variabilni fluorescence, ktera je

déana rozdilem maximalni fluorescence (Fm) a jejim minimalnim vytézkem (FO).

4.4 Vyhodnoceni vysledku

Pro vyhodnoceni statistickych ukazateld byl vyuzit program STATISTICA 13 (analyza
rozptylu dvojného tfidéni — ANOVA s interakcemi a Tukeytv HSD test). Hladina vyznamnosti

byla stanovena na 0,05. Pocet opakovani byl 5.
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S Vysledky

5.1 Maximalni kvantovy vytézek fluorescence Fv/Fm v zavislosti na

rostlinném druhu

Zadkladni fluorescencni pomér neboli maximdlni kvantovy vytézek fluorescence chlorofylu v
temnotné adaptovaném stavu byl sledovdn v ramci ontogenetického vyvoje rostlin, v zavislosti

na rostlinném druhu a piisobeni stresoru.
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Graf 1: Zmény hodnot maximalniho kvantového vytézku fluorescence rostlin ctyrboce v

zavislosti na varianté

Z grafu 1 vyplyva vliv varianty pokusu, zasoleni na hodnoty poméru Fv/Fm u rostlin
CtytboCe. Hodnoty maximalniho kvantového vytézku fluorescence byl mezi variantami
vyrovnany bez statisticky prikaznych diferenci. Presto je mozné konstatovat, ze nizsi hodnota
fluorescence byla zaznamenana u varianty S1 (0,754) a naopak nejvyssi u varianty S3 (0,765).
Uvedena hodnota byla srovnatelna s hodnotou kontrolnich rostlin. Z uvedeného grafu dale

vyplyva, ze rostliny ¢tytboce jsou odolné vici zasoleni.
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Graf 2 Zmény hodnot maximdlniho kvantového vytézku fluorescence rostlin rokety v

Fv/Fm

zavislosti na varianté.

Hodnoty fluorescence rokety seté v zavislosti na zasoleni jsou uvedeny v grafu 2. Z
ného je patrné, ze nejnizsi hodnota fluorescence byla zaznamenana u rostlin s nejnizsi salinitou
(0,751) a naopak nejvys$si u kontrolnich rostlin (0,767). I ptestoze se hodnoty fluorescence v
ramci vyS$Sich koncentraci soli v prostiedi zvySovaly v porovnani s variantou S2, tak mezi nimi
nebyly nalezeny prikazné diference. Presto je mozné konstatovat, ze vyssi hodnota poméru

Fv/Fm byla zjisténa u varianty S2 (0,764) a nizsi u varianty S4 (0,760).
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Graf 3 Zmény hodnot maximdlniho kvantového vytézku fluorescence rostlin Spendtu v

Fv/ Fm

zavislosti na varianté
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V piipadé€ rostlin $penatu byl zaznamenan postupny thyn rostlin v disledku ptsobeni
zasoleni. Spenat se proto jevi jako rostlina nejvice citliva k zasoleni. Z namé&fenych hodnot

fluorescence je patrné, ze hodnota Fv/Fm nadale klesala az k hodnoté€ 0,713 jak doklada graf 3.

5.2 Zmény fluorescence v zavislosti na varianté pokusu

V nasledujicich grafech 4-8 je porovnavan vliv jednotlivych variant na hodnoty
fluorescence v ramci sledovanych rostlinnych druhd. V grafu 4 jsou uvedeny hodnoty
fluorescence kontrolnich rostlin. Z ného je patrné, ze 1 v ptipadé€ rostlin kontrolnich mohl byt
zaznamenan slaby vodni stres, nebot hodnoty fluorescence jsou nizs§i nez 0,800. Ze
sledovanych rostlinnych druhd byla nejnizsi fluorescence naméfena u Spenatu (0,713) a

nejvyssi u rostlin rokety (0767).
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Graf 4: Hodnoty fluorescence ( Fv/Fm) kontrolnich rostlin.

V piipade¢ rostlin rostoucich v podminkach salinity, pfi koncentraci 50 mg/l NaCl jsou
uvedeny v grafu 5. Z ného je patrné, ze shodné s rostlinami kontrolnimi maji nejnizsi hodnoty
fluorescence rostliny Spenatu (0,728) a naopak nejvyssi hodnoty dosahuji rostliny rokety
(0,764). 1 prestoze mezi rostlinnymi druhy nebyly nalezeny prikazné diference, tak je mozné

konstatovat, ze rozdil mezi fluorescenci §penatu a rokety byla 0,036 tedy 4,712 %.
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Graf 5 Hodnoty fluorescence ( Fv/Fm) rostlin u varianty stresované 50 mg/l NaCl.

Fv/Fm

V piipadé rostlin stresovanych zalivkou s koncentraci 75 mg/l NaCl je mozné
konstatovat, ze opét nejnizsich hodnot dosahovaly rostliny Spenatu (0,729) v porovnani se
zbyvajicimi dvéma druhy. Nejvyssi hodnotu fluorescence vykazovaly rostliny ctyfboce, u nichz
byla primeérna hodnota fluorescence ve vysi 0,754. Avsak mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy

nebyly nalezeny pritkazné diference, jak doklada obr. 6.
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Graf 6 Hodnoty fluorescence ( I'v/Fm) rostlin u varianty stresované 75 mg/l NaCl.

Fv/Fm

V grafu 7 jsou uvedeny prumérné hodnoty maximalniho kvantového vytézku
fluorescence vybranych druht zelenin ovlivnénych 100 mg/l NaCl. Z ného je patrné, ze opét

shodné s predchazejicimi variantami nejsou mezi jednotlivymi druhy nalezeny prukazné
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diference. V piipad¢ rostlin ¢tytbocCe a rokety je mozné konstatovat, ze hodnoty fluorescence u
této varianty jsou srovnatelné s hodnotami ziskanych u rostlin z varianty S2. U varianty S3 byla
nejvyssi hodnota fluorescence namétena u rostlin ¢tytboce (0,765). Opét nejnizsich hodnot
maximalniho kvantového vytézku fluorescence dosahovaly rostliny Spenatu (0,723). U nich se

jiz zacinal vyrazné projevovat stres zasolenim.
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Graf 7 Hodnoty fluorescence ( Fv/F'm) rostlin u varianty stresované 100 mg/l NaCl.

Fv/Fm

U rostlin rostoucich v podminkéch nejvyssiho zasoleni 125 mg/l je mozné nalézt shodny
trend vyvoje zmén hodnot fluorescence v zavislosti na rostlinném druhu, kdy vysS§ich hodnot
dosahovaly rostliny ctytboce (0,761) a rokety (0,760) ve srovnani s rostlinami Spenatu (0,719),
jak vyplyva z grafu 8. Dale je mozné konstatovat, Ze mezi varianty s nejvyssimi koncentracemi
soli nebyly nalezeny statisticky prikazné rozdily.
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Graf 8 Hodnoty fluorescence ( Fv/F'm) rostlin u varianty stresované 125 mg/l NaCl.

Fv/Fm
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Mezi druhy byly prikazné rozdily v primérném maximalnim kvantovém vytézku fluorescence,
kdy Spenat dosahl nejnizsi hodnoty (0,729) a nejvyssi méla Ctyibo¢ (0,765), roketa dosahla

béhem meéteni primeérmé hodnoty (0,753).

5.3 Maximalni kvantovy vytézek fluorescence v zavislosti na Case

0,820

0,800

0,780

0,760

Fv/ Fm

0,740

0,720

0,700

0,680

1 2 3 4 5

Graf 9 Vliv terminu méreni a varianty pokusu na hodnoty poméru Fv/F'm u rostlin

ctyrboce.

V piipadé rostlin stresovanych je mozné zaznamenat mezi variantami obdobny trend
zmeén fluorescence v zavislosti na ¢ase do 4. terminu méfeni. V tomto obdobi se hodnoty
fluorescence pohybovaly v intervalu hodnot od 0,777 do 0,698. Prikazny pokles hodnot
fluorescence byl zji§tén u stresovanych variant ve 3. terminu méfeni, kdy u variant S1 a S2
byla hodnota fluorescence 0,698 a u variant S3 a S4 0,738. V nasledujicim terminu méteni se
hodnoty fluorescence pritkazné zvysily. V tomto terminu méfeni byla nejnizsi fluorescence
stanovena u variant S1 a S2 (0,754) a nejvyssi u varianty S3 (0,766). Do konce sledovaného
obdobi se u stresovanych variant fluorescence zvysovala, s vyjimkou varianty S1, u niz

nebyly nalezeny rozdily s pfedchazejicim terminem méfeni.
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Graf 10 Vliv terminu méreni a varianty pokusu na hodnoty poméru Fv/Fm u rostlin

rokety.

V grafu 10 jsou zaznamenany zmeény hodnot fluorescence u rostlin rokety seté v
zavislosti na terminu méfeni a variant€¢ pokusu. Na zakladé uvedenych vysledka je mozné
konstatovat, ze u rostlin kontrolnich byla primérna hodnota fluorescence relativné stabilni od
3. terminu méfeni (0,769) az do konce sledovaného obdobi (0,773). Na pocatku pokusu byla
fluorescence kontrolnich rostlin nejnizsi (0,750). Z naméfenych hodnot fluorescence vyplyva,
ze kontrolni rostliny nevykazuji znamky stresu. V ptipadé rostlin stresovanych vykazovaly tyto
obdobny trend v ramci jednotlivych variant pokusu. Na pocatku sledovaného obdobi byly
hodnoty fluorescence 0,760 S4 az 0,769 S2. V nasledujicim terminu byl zaznamenan nartst
fluorescence u vsech stresovanych variant, pficemz prukazné nejvyssi zvyseni fluorescence
bylo zjisténo u varianty S1 (0,772) a nejnizsi u S4 (0,764). Prukazny pokles hodnot fluorescence
vykazuji stresované rostliny ve 3. terminu méteni, kdy nejvyraznéjsi pokles byl zaznamenan u
rostlin ve varianté¢ S1 (0,695) a naopak nejnizsi u varianty S4 (0,754). Mezi jednotlivymi
variantami byly zaznamenany prikazné diference. Do konce sledovaného obdobi se hodnoty

fluorescence u vSech variant zvySovaly, vyjma varianty S1, kde se hodnota snizila.
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Graf 11 Vliv terminu méreni a varianty pokusu na hodnoty poméru Fv/Fm u rostlin
Spendtu.

U rostlin $penatu jsou zmény hodnot fluorescence v zavislosti na ¢ase a koncentraci soli
uvedeny v grafu 11. V piipad¢ rostlin Spenatu je mozné konstatovat, ze vlivem zasoleni dochazi
k tthynu rostlin. Ptezili pouze rostliny v kontrolnim nestresovaném mefeni, kdy posledni odbér
zaznamenal hodnotu 0,743. V piipadé stresovanych rostlin je mozné zaznamenat vyrazny
pokles hodnot fluorescence chlorofylti. Nejvyrazné&jsi snizeni bylo zjisténo u varianty S1, kdy

se fluorescence snizila z hodnoty 0,752 (1. odbér) na hodnotu 0,683 (3. odbér).
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6 Diskuze

Stanoveni poméru Fv/Fum je robustni a spolehlivy test ptsobeni stresort rostlin, které
ovliviiuji PSII (Baker 2004; Melo et al. 2017). Jak uvadi Maxwell & Johnson (2000) a Giordano
et al. (2021) pomér Fv/Fm lze pouzit takeé jako index podminek vodniho stresu, a tim pomoci v
rozliSeni genotypu tolerantnich nebo citlivych na vodni stres. Uvedeny zavér je mozné potvrdit
také v ramci vysledka diplomové prace.

Nameétené hodnoty fluorescence chlorofylu u kontrolnich rostlin odpovidaji rozsahu,
které pro zdravé, nestresované rostliny uvadi Lichtenthaler et al. (2004). dle téchto autorti by
zdrava rostlina méla dosahovat poméru Fv/Fm v rozmezi 0,750 - 0,840.

Podle Sayed (2003), Tohidi & Moghadam et al. (2009) dochazi vlivem pusobeni sucha
na rostliny k poklesu hodnot fluorescence chlorofylti. Tento pokles odrazi prvotni reakce
fotosyntetického aparatu jeho vykonnost na stres. Na zakladé ziskanych vysledkt je mozné
uvedeny zavér potvrdit, pfedev§im s ohledem na pokles hodnot fluorescence a nasledné
odumfteni rostlin $penatu u koncentrace soli 75 mg/L. NaCl. Snizeni hodnot fluorescence u
kukufice seté vlivem piisobeni sucha potvrzuji napt. Betran et al. (2003), Liu et al. (2012), pro
jeCmen Li et al. (2000) a pSenici Paknejad et al. (2007).

Vlivem pusobeni zasoleni dochazi k postupnému snizovani hodnot fluorescence
v prubéhu pusobeni stresoru u vSech sledovanych druhi, kdy na pocatku pusobeni soli byly
hodnoty vys§i v porovnani s hodnotami na konci pokusu. Dle Long (1993) dochazi vlivem
dlouhodobéjsiho pasobeni stresoru na rostliny k poklesu hodnot fluorescence, v disledku
nastupu piedevsim osmotického a oxidativniho stresu. Uvedeny zavér byl potvrzen i v ramci
studia vybranych druht zelenin.

Ze ziskanych vysledk zmén fluorescence v Case u stresovanych rostlin také vyplyva,
Ze cca za 3 tydny po pusobeni stresoru se jiz rostliny na dany stresor ¢astecné aklimatizovaly,
a proto byl zaznamenan nartst hodnot fluorescence v nasledujicim obdobi. Vliv aklimace na
rostliny ve své praci uvadi naptiklad Selye (1973) a Koyro (2012).

Na zasoleni citlivé reagovaly rostliny Spenatu, u nichz doslo u vsech pokusnych variant
k odumfeni rostlin. Jedna se tedy o rostlinu citlivou viéi zasoleni. V pfipadé€ rostlin Spenatu
dochazi také k omezeni kli¢ivosti vlivem zasoleni. Tento efekt potvrzuje napt. Giordano et al.
(2023). Z pokusu také vyplyva, ze Spenat citlivé reaguje na zasoleni a vlivem jeho puisobeni se
omezuje nejenom fluorescence, ale i napt. obsah pigmentu, rychlost vymény plynt apod. Na
strané druhé podle Wilson et al. (2000) je ¢tyiboC rostlina, kterd je fazena mezi halofytni

rostliny, tedy mezi rostliny, které snasi zasoleni pudy. Uvedeny zavér byl potvrzen v této praci.
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Podle Taylor (1994) je ctyibo€ rozkladita rostlinou invazivni v jizni Americe v oceanskych
oblastech, nebot” z testovanych rostlin snasi zasoleni nejlépe. Roketa setd je dle Afsar et al.
(2020) fazena mezi rostliny stfedné tolerantni k salinit€. Tento zavér byl potvrzen.

Na zakladé ziskanych vysledku je tedy mozné konstatovat, ze mezi sledovanymi druhy
zelenin byly nalezeny rozdily, nebot vici zasoleni je tolerantni Ctyfboc, a naopak jako citlivym
se jevi Spenat. Mezidruhové rozdily v reakci na zasoleni uvadi Bjorkman & Demmig (1987) .
Toleranci ¢tyfboce vici zasoleni potvrzuje napt. Flowers & Colmer (2008). Naopak citlivost
Spenatu uvadi Tanveer et al. (2024) a stfedni toleranci rokety potvrzuji El- Nwehy et al. (2023)
a Afsar et al. (2020).
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo sledovani vlivu zasoleni na zakladni parametr fluorescence
chlorofylu, kterym je maximalni kvantovy vytézek fluorescence u vybranych druht zelenin:
Ctytboc, Spenat a roketa.

Ze ziskanych vysledka vyplyvaji nasledujici zavéry:

1.

Byl potvrzen negativni vliv salinity na hodnoty fluorescence, kdy niz§i hodnoty
dosahovaly rostliny z varianty 125 mol/l v porovnani s kontrolnimi rostlinami.

Byl potvrzen vliv koncentrace soli v roztoku, kdy nizsi koncentrace soli (50 mol/l)
vykazovaly vy§§i hodnoty fluorescence v porovnani s variantami s vyssi koncentraci.
Na pocatku sledovaného obdobi (cca 3 tydny) dochazi k vyraznému snizeni hodnot
fluorescence u vSech sledovanych variant, po nasledné aklimaci se hodnoty
fluorescence zvysuji.

Nejnizsi hodnoty fluorescence byly zjistény u rostlin $penatu, kdy se pohybovaly
v rozpéti hodnot od 0,683 (S1) do 0,743 (K).

Naopak vyssi hodnoty fluorescence maji rostliny ctyrboCe. U nich byla minimalni
prumérna fluorescence naméfena u varianty K (0,684) a naopak nejvyssi u S4 (0,779).
Rostliny ctyiboce jsou vzhledem ke své halofytni povaze odolné viici zasoleni.
Rostliny rokety vykazuji stfedni odolnost vici zasoleni a na zasoleni citlivé reaguji
rostliny Spenatu.

Stanoveni poméru Fv/Fu je robustni a spolehlivy test pasobeni stresort rostlin.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

FO

Fp

Fm

Fv

Chl
Chlaab
HSD test
Gs

NPQ
PSI, PSII
QA

minimalni fluorescence

fluorescencni vrchol

maximalni fluorescenéni vytézek

variabilni fluorescencni signal

chlorofyl

chlorofylaab

Tukeyova metoda mnohonasobného porovnavani-honest significant difference
stomatalni vodivost

nefotochemické zhaseni

fotosytém I a fotosytém II

chinonovy akceptor

fluorescenc¢ni zhaseni

nefotochemické zhaseni

fotochemické zhaseni

photon flux density, hustota toku fotonti

light harvesting complex, svétlosbérny komplex

kvantovy vytézek fotosyntézy pro piijem CO2 ku absorbovanému svétlu
kvantovy vytézek fotosyntézy pro vznik O2 ku absorbovanému svétlu
maximalni (potencialni) kvantovy vytézek fluorescence

chlorofylu v temnotné adaptovaném stavu

pomér fotochemického a nefotochemického vyuziti svétlené energie v reak¢nich

centrech PSII, nebo-li potencidlni ucinnost fluorescence
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