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Vyuziti parametru fluorescence chlorofylu pro posuzovani

fyziologického stavu lesnich dfevin
Abstrakt

Metoda méreni fluorescence chlorofylu je rychla, nedestruktivni, spolehliva
a jednoducha a v poslednich letech se stale vice vyuziva k posuzovani
fyziologického stavu a sledovani fotosyntetického vykonu u fas, rostlin i lesnich
drevin. Mérfeni fluorescence chlorofylu umozniuje poskytnoutinformace o0 zménach
(pFfedevS§im poklesu) aktivity fotosyntetického aparatu listu béhem vystaveni
rostliny stresovym podminkam. Umozhuje nejen zjistit, jak Ize fluorescenéni
parametry pouzit k hodnoceni zmén ve fotochemii fotosystému Il (PSII), linearniho
toku elektron(l a asimilace CO: in vivo, ale nastifiuje teoretické zaklady pro pouziti
konkrétnich fluorescenénich parametrd. Rostlina totiz za optimalniho stavu (tj. za
nestresovych podminek) vyuziva vyrazné vétsi mnozstvi absorbované energie pro
vysoké teploty, poskozeni herbicidy ¢i nedostatek zivin.

V ramci této prace byly analyzovany vypéstované ze semen rostliny olSe
lepkavé (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.), pochazejici z Ceské republiky, které byly
péstovany od seminka v rustovych komorach a zaroven nékteré z nich byly
vystaveny stresovym podminkam — suchu. Navic byly testovany komeréné
dostupné kolicky pro mérfeni fluorescence a porovnany s kolicky, které byly
zhotovené v laboratofi na 3D tiskarné. Vysledky méreni po vytvoreni OJIP kfivek
prokazaly, ze obé listové svorky jsou pouzitelné, avSak mezi hodnotami
fluorescence chlorofylu obou kolicki jsou malé odliSnosti. Také byly provedeny
vypocty z dat pomoci rlznych statistickych metod. Nasledné vysledky byly

interpretovany do grafl a tabulek.

Kli¢ova slova: fluorescence chlorofylu, OJIP, stres, sucho, lesni dreviny



Utilisation of chlorophyll fluorescence parameters for
physiological status assessment on foresttrees

Summary

The chlorophyll fluorescence measurement method is fast, non-destructive,
reliable and simple and has been increasingly used in recent years to assess the
physiological status and monitor photosynthetic performance in algae, plants and
forest trees. Chlorophyll fluorescence measurements can provide information on
changes (especially decline) in the activity of the photosynthetic apparatus of the
leaf during exposure of the plant to stress conditions. Not only does it allow us to
determine how fluorescence parameters can be used to assess changes in
photosystem Il (PSIl) photochemistry, linear electron flow and CO2 assimilation in
vivo, but it outlines the theoretical basis for the use of specific fluorescence
parameters. This is because the plant uses significantly more absorbed energy for
photosynthesis under optimal conditions (i.e. under non-stress conditions). The
most important stressors are: lack of light, drought, low or high temperatures,
herbicide damage or nutrient deficiency.

In this work, the plants grown from the seeds of the sticky alder (Alnus
glutinosa (L.) Gaertn.), originating from the Czech Republic, were analysed, which
were grown from seed in growth chambers and at the same time some of them
were exposed to stress conditions — drought. In addition, commercially available
pegs were tested for fluorescence measurements and compared with pegs that
were made in the laboratory on a 3D printer. The results of the measurements after
creating OJIP curves showed that both leaf clips were usable, but there were small
differences between the chlorophyll fluorescence values of the two pins. Also,
calculations were made from the data using various statistical methods.
Subsequently, the results were interpreted into graphs and tables.

Keywords: chlorophyll fluorescence, OJIP, stress, drought, forest tree species
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1 Uvod

Vzhledem k vSudypfitomné globalni klimatické zméné pfichazi i v lesnich
ekosystémech fada stresovych faktor(, kdy predikce do budoucna neni pfizniva.
Jedna se predev8im o zvySeni tepelného stresu v rostlinach. Je proto nutné
monitorovat stres rostlin a sledovat jejich reakce na zvySujici se teplotu a zjistovat,
jak se na tento stres dokazi adaptovat. K tomuto zjistovani ndm muze poslouzit
pomeérné dobfe méfeni fluorescence chlorofylu, které nam pfinasi data, z nichz Ize
vypozorovat, jak na stres dreviny reaguji (Hasanuzzaman et al. 2013).

Méreni fluorescence chlorofylu ma Sirokou Skalu vyuziti. Diky tomu Ize
zhodnotit zdravotni stav rostliny, je mozné zjistit fungovani fotosyntézy a
identifikovat rostlinnou reakci na stres. Méreni fluorescence je hojné pouzivané
kvUli své jednoduchosti, nedestruktivnosti pro rostlinu a uzivatelské pristupnosti.
Je to rychly nastroj pro analyzu fotosyntetickych reakci zavislych na svétle,
poskytovatel informaci o fyziologickém stavu rostlin (Silva 2016).

Nejcastéji se metoda méreni fluorescence pouziva spolu s osvétlenim
vzorku, ktery byl nejprve adaptovany tmou, coz docili, ze vSechen chlorofyl bude
pfi méfeni v zakladnim stavu. Timto méfenim lze ziskat polyfazovou kfivkou
indukce fluorescence chlorofylu (O-J-I-P) (H. M. Kalaji et al. 2016). Pravé ona
kinetika slouzi, jako ucinny indikator negativnich dopadd zmény klimatu a lidskych
¢innosti (nizké a vysoké teploty, sucho, nedostatek zivin, salinita a zastoupeni
tézkych kovu v pudé (Govindjee and Papageorgiou 2004).

V rdmci prace byly vypéstovany sazenice olSe lepkavé (Alnus glutinosa (L.)
Gaertn.) z uznaného porostu v blizkosti Moravského Sternberka. Po nakligeni byla
semena presunuta do sadbovac(, a ty pak byly umistény do rastovych komor, kde
jim byly vytvoreny idedlni podminky pro rist, kdy nékteré rostliny byly vystaveny
vodnimu stresu. Na rostlinach bylo provedeno méreni fluorescence chlorofylu
pomoci FluorPenu FP 110. Naméiena data byla poté zpracovana do formy grafli
(kde byly vytvofeny OJIP kfivky) a také byly pouzity statistické vypocty a program
Statistica 14 od firmy TIBCO, kde byly vytvoreny dal$i grafy a tabulky za pomoci
ziskanych parametr.

Dale byl vytvorfen novy typ listové svorky, ktery je nezbytny pro méreni za
pomoci FluorPenu Jednotlivé &asti listové svorky byly zkonstruovany a poté
vytisknuty na 3D tiskarné. Po spojeni vSech jejich Easti byly tyto nové kulaté listové
svorky pouzity zaroven s originalnimi podlouhlymi svorkami pro méreni

prostfednictvim FluorPenus.



2 Cil prace

Cilem prace bude vytvorit reSersi z recenzovanych ¢lankl z mezinarodnich
casopisu, kterda mapuje soucasné poznatky ve vyuziti diagnostickych metod
zalozenych na fluorescenci chlorofylu pro ur€ovani fyziologického stavu a zejména
riznych stresd lesnich drevin a pfipadnou predikce jejich nasledné odolnosti Ci
ristovych parametrd. V ramci této prace bude zahrnuta reserSe studii, které
vyuzivaji rizné parametry fluorescence chlorofylu k odhalovani stresu lesnich
drevin.

Soucasti prace bude také prakticka €ast, kde bude provedeno opakované
méreni fluorescence chlorofylu u rostlin vystavenych stresu a kontrolnich rostlin
beze stresu a nasledné porovnani téchto ukazatelll. Budou uréeny hodnoty index
u rostlin vystavenych stresovym podminkam a porovnany s rostlinami beze stresu.
Zaroven zde bude ovérena spolehlivost pfi méreni s originalnimi listovymi

svorkami a listovymi svorkami vytisknutymi na 3D tiskarné a budou porovnany.
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3 Literarni reSerse
3.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je kliCovym déjem, ktery probiha nejen v eukaryotnich
organismech, ale jeji schopnost maji také prokaryontni organismy (sinice,
purpurové Ci zelené bakterie). V ramci tohoto déje dochazi k preméné energie
ziskané ze svétleného zareni na energii chemickou, ktera je nasledné vyuzita

k asimilaci CO». Fotosyntéza Ize vyjadfit pomoci rovnice (1):

n CO, + n Hy0 'i’(CHZO)n+n02 (1)

Ve které vystupuje hv jako kvantum energie ze svételného zareni, za jehoz
pfitomnosti a CO, a H>O dochazi ke vzniku organickych latek (CH20),
a soucasného uvolnéni molekularniho O». Tato reakce probiha v chloroplastech
v membrané tylakoidd (Hohmann-Marriott, 2011).

Prubéh fotosyntézy probiha ve dvou fazich, a to ve svétlené a v temnostni
fazi. Ve svétlené fazi (tzv. primarni) jsou probihajici reakce zavislé na svétle a
probihaji v tzv. fotosystémech v tylakoidech. Jedna se o transmembranové
proteinové komplexy, na které jsou vazany prenasece elektronl. V primarni fazi
fotosyntézy dochazi k preméné svételné energie (toku fotond) na energii
chemickou a to ve formé NADPH a ATP. Nejprve dochazi k zachyceni svétla
pomoci rostlinnych pigmentd, tj. chlorofyl aa b.

Primarni faze se ucastni celkem dva fotosystémy. Fotosystém | (PSI) je
bohatsi na rostlinné pigmenty nez fotosystém Il a prevlada v ném chlorofyl a nad
chlorofylem b asi v poméru 1:10. Pigmentem reakéniho centra je chlorofyl a, jehoz
absorbanéni maximum je okolo vinové délky 700 nm (P700), ostatni pigmenty jsou
pomocné a maji funkci svétlosbérnych komplext (Grabolle, 2005). Chlorofyl P700
prejde pohlcenim zareni do excitovaného stavu a zaroven uvolni dva elektrony, ty

jsou nasledné vyuzity k redukci koenzymu NADP (2) a cyklické fosforylaci (3).

NADP* +2H* +2e” - NADPH + H* (2)
Koenzymy NADPH jsou nasledné vyuzity k temnostni fazi.
ADP + P — ATP (3)

Fotosystém Il (PSII) obsahuje vice pigmentl absorbujici svétlo pii kratSich
vinovych délkach a prevlada zde chlorofyl b nad chlorofylem a - asi v poméru 2:1.
Terminalnim pigmentem je chlorofyl a s absorp&nim maximem pfi 680 nm (P680).

Tento pigment je jako jediny schopen prfeménit energii svételného zareni na
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chemickou. Je schopen pienosu elektroni z vody (za soucasného vzniku
molekularnino kysliku a protond) (4) na plastochinon a ten se redukuje na
plastochinol.
2H,0 »4e”+4H* +0, (4)
Sekundarni faze fotosyntézy neboli temnostni faze miize probihat i bez
pfistupu svételného zareni. Je lokalizovana ve stromatu, coz je zakladni hmota
chloroplastt, a dochazi v ni k redukci oxidu uhli¢ittho na sacharid D-glukosu za
pfitomnosti redukovanych koenzym( NADPH + H+ a ATP. Ty jsou ziskany
z primarni faze fotosyntézy (Grabolle and Dau 2005).

3.2 Fluorescence chlorofylu

Fluorescence chlorofylu je jev, pfi némz dochazi k absorpci energie dopadajiciho
zareni molekulami chlorofylu a jeho naslednou emisi zareni o vyssi vinové délce
v oblasti viditeIného svétla (obr. 1) (Buschmann et al. 1994). Svételna energie,
ktera je absorbovana pomoci molekul chlorofylu v listech a po absorpci dochazi
k jedné ze tfi moznosti spotrebovani. Energie mize byt rozptylena, jako teplo,
mUze byt vyuzita prostiednictvim fotosyntézy a v posledni fadé mlze byt vyzarena
znovu jako svételna fluorescence chlorofylu &ili v podobé zareni s vinovou délkou
vétsi nez 650 nm. Tyto tfi moznosti vyuziti prebyte¢né energie si navzajem
konkuruji, to znamena, ze kdyz se prvni vyuziti zvySi, druhé a treti vyuziti se
naopak snizi. Celkové mnozstvi fluorescence chlorofylu je velmi malé. Jsou to
pouze 1 nebo 2 % celkového absorbovaného svétla), za to jeji méreni je pomérné

snadné (Maxwell and Johnson 2000).

12
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Obr. 1 Zjednodusené schéma vyuZiti excitacni energie v chlorofylu rostliny, (Rohdcek and Bartdk
1999)

Jak uz bylo fe€eno, tyto procesy si navzajem konkuruji, a pfestoze celkové
mnozstvi fluorescence chlorofylu je velmi malé (Barber et al. 1989; Brody and
Rabinowitch 1957; Latimer et al. 1956) (pouze az 5 % celkového absorbovaného
svétla) Ize z néj vyvodit, jakou Cast zareni rostlina vyuziva. Se zménami intenzity
fluorescence se méni také ucinnost fotochemickych reakci v tzv. primarni
fotosyntéze — zachyceni fotonll, excitovani molekul chlorofylu a uvolnéni
energeticky bohatych elektron(l. Z téchto energeticky obohacenych elektronl je
energie pfedana a ulozena do vazeb v molekulach ATP a NADPH.. Pokud je
ucinnost fotosyntézy vysoka, je intenzita fluorescence nizkd a naopak. Listy
zdravych rostlin vyuziji kolem 80 % pro fotochemii, 15 % vyzafi v podobé tepla
a 3-5 % je vyzareno v podobé fluorescence (Walker and Walker 1987).

Fluorescenci miizeme méifit v rlznych spektralnich oblastech, avs$ak
v pfipadé fluorescence chlorofylu vyuzivame predevsim fluorescenci pfi vinové
délce 690 nm. Spektrum fluorescence se liSi od spektra absorbovaného svétla,
pficemz emisni maximum fluorescence ma delSi vinovou délku nez absorpce.

Proto Ize vytéznost fluorescence kvantifikovat vystavenim listu svétlu o definované
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vinové délce a méfenim mnozstvi svétla opétovné emitovaného pfi delSich
vinovych délkach.

Fluorescence chlorofylu neni staly parametr, ale méni se v ase v zavislosti
na fotochemickych reakcich a teplotnich procesech. Vyuziva jako indikator
fotosyntetické premény u rostlin, fas a bakterii a byva vyuzivano k detekci stresu
za nepfiznivych podminek.

Procesy fotosyntézy jsou v rostlinach velice citlivé, ukazuji na sezdénni
a vyvojové zmeény a také reaguji na stresy vyvolané prostiedim. Pro méreni téchto
procesU pouzivame pravé casto pro rostlinu nedestruktivni a rychlou metodu, ktera
dokaze poskytnout fadu indikatora stavu rostliny, jakoz je pravé fluorescence

chlorofylu (Mohammed et al. 1995).

3.2.1 Méreni fluorescence chlorofylu

Pro analyzu rostlin je nezbytné pouzit metody adekvatniho hodnoceni urcitych
procesll, které probihaji v rostliné za rlznorodych podminek a také v rlzném
prostredi, které rostlinu v pribéhu jejiho Zzivota ovliviiuji. Tyto reakce jsou
poskytovateli divéryhodnych informacich o stavu rostlin (Goltsev et al. 2016).

V soucasné dobé je fluorescence chlorofylu vyuzivana jako nedestruktivni,
rychly a vysoce citlivy diagnosticky nastroj ve vyzkumu fotosyntézy, ktery se diky
prenosnym pfistrojum da uplatnit i v terénu. Nevyhodou je zejména nespecifita
reakce, tzn., Ze reakce je stejna na rlzné typy stresovych podnétll, coz omezuje
pouziti této metody pro dokazani pusobeni specifického faktoru, zejména pokud
faktorl spoluplsobi vice. Vyuziti metody méfeni fluorescence je hojné rozsifeno
ve fyziologickych a ekofyziologickych studiich. Tato metoda mize poskytnout
nejen udaje o schopnosti rostlin tolerovat stresy prostredi, ale i o rozsahu v jakém
poskozuji fotosynteticky aparat. Jednim z vyznamnych stresor(l je znecisténi
ovzdusi, kdy je méreni fluorescence vyuzivano pro zjisténi ucinkl imisi (predevsim
ozonu) na asimilaéni aparat. Jako dalSi stresor je vliv vysoké teploty, mraz ¢i vliv
vodniho stresu (Maxwell and Johnson 2000).

Nejcastéji se metoda méreni fluorescence chlorofylu vyuziva pfi sledovani
reakce na osvétleni listd. Listy jsou pred osvétlenim ponechany ve tmé po dobu
minimalné 20 min, ¢imz se zajisténo, ze vSechen chlorofyl je v zakladni stavu.

Tento stav je charakteristicky minimalni hodnotou fluorescence (Fy). Po osvétleni
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dochazi k rychlému narustu (v fadu 100-200 ms) fluorescence fotosystému I
(PSIl, photosystem Il), kdy dochazi krychlému zaplnéni vSech akceptord
a reakénich center fotosystému elektrony. V tomto stadiu dosahuje fluorescence
k maximalni hodnoté (Fuv). Nasledné jsou aktivovany fotochemické procesy —
vétsina absorbované energie je vyuzita pii prenosu elektrond a protond z vody na
nikotin-adenin-dinukleotidfosfat (NADP+) a pfi fosforylaci adenosindifosfatu (ADP)
na adenosintrifosfat (ATP) (Govindjee and Papageorgiou 2004). Oba jsou
nezbytné pro vélenéni fixovaného atmosférického CO. do molekul sacharézy
pomoci enzymU Calvin-Bensonova cyklu. Timto je uvolfiovan prostor pro dalsi
pfijem energie a postupné tak nastava ustaleny stav pfijmu a zpracovani energie.

Tento jev nazyvame Kautského efekt a poprvé ho pozorovali Kautsky
a Hircch v roce 1932 (Kautsky and Hirsch 1931). NarUst fluorescence je zplsoben
tim, ze reakéni centra PSIl jsou v uzavieném neboli chemicky redukovaném stavu.
To se déje tehdy, kdyz nejsou schopna pfijimat dal$i elektrony. Tento stav nastava,
kdyz akceptory elektron(i PSII jesté nepredaly své elektrony naslednému nosici
elektronu, a tak nejsou schopna pfijmout dalsi elektron. Uzaviena centra snizuji
celkovou fotochemickou ucinnost a zvysuji tak uroven fluorescence. Prechod listu
ze tmy na svétlo zvySuje podil uzavienych reakénich center PSIl a uroven
fluorescence se na 1-2 s zvysi. Nasledné fluorescence béhem nékolika minut
klesa, coz je zpUsobeno: vétSim fotochemickym zhasenim, pfi kterém jsou
elektrony transportovany pry€ z PSII nebo véts§im nefotochemickym zhasenim, pii
kterém se vice energie pfeméni na teplo (Stirbet and Govindjee 2011).

Grafické zavislost prlbéhu intenzity fluorescence po osvétleni listu
adaptovaného na tmu na &asu se oznacuje jako fluorescenéni indukéni
FwF., kde F, je proménliva fluorescence vypocétena jako rozdil mezi Fu a Fo.
Pomér FwF, oznaCujeme jako maximalni kvantovy vytézek fluorescence a
poskytuje odhad ucinnosti procesu fotosyntézy. Kautského efekt je pozorovatelny
pouze za optimalnich podminek, v pfipadé vlivu stresu, kdy nastava naruseni nebo
uplna inhibice fotosyntetické kvantové konverze, je intenzita fluorescence vysoka
a pokles hodnot z maximalni fluorescence (Fu) na ustéleny stav (Fs) je méné
vyrazny, pomaly nebo uplné chybi (obr. 2) (H. K. Lichtenthaler et al. 1998; Ritchie
2006).
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Relative Fluorescence

Obr. 2 Indukéni krivka fluorescence chlorofylu rostliny pri optiméinich podminkach (plna
Cara) a pri vystaveni stresovym podminkam (preruSovana ¢ara). (Ritchie 2006)

3.2.2 Metody méreni fluorescence a OJIP kfivka

Nejcastéjsim zplsobem pro méreni fluorescence chlorofylu je ozareni listd
rostlin adaptovanych na tmu. K méfeni se pouzivaji fluorometry, které pracuji na
principu pulzni amplitudové modulace (PAM) (Schreiber et al. 1986) a doplnéné
o metodu saturacnich pulz umoznuji ziskat ddlezité informace o fungovani
fotosyntetického aparatu rostlin. Mé&reni probiha tak, ze vzorek je osvétlovan
nékolika kratkymi pulsy a slabymi pulsy méficiho svétla, jenz vyvolava stejné
kratké zablesky fluorescence (pulsni modulace). Vzorek se v priibéhu méreni
navic osvétluje aktinickym nebo saturaénim svétlem, které je schopno vyvolat
zménu v intenzité fluorescenéniho signalu (amplitudova modulace). Fluorometr
PAM (obr. 3) se obvykle sklada ze ctyr svételnych zdrojli, které poskytuji
kvantitativné odliSné zareni vyvolavajici zméni v redoxnim stavu slozek

elektronového transportniho retézce (Pollastrini et al. 2016).
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Obr.3 Schéma fluorometru PAM pro detekci fluorescence chlorofylu. Na obrdzku je zndzornén
zesilovac (A), zdroj aktinického zareni (AR), zdroj dalekého cerveného zdareni (FR), zdroj mériciho
zareni (MR), zdroj saturacnich pulst (SR), detektor (D), emise modulované fluorescence chlorofylu
(e), r (odraZené zdreni), filtr propoustéjici zareni o delsi vinové délce (A > 700 nm) (LF), filtr
propoustéjici zareni o kratsi vinové délce (A < 670 nm), (Rohdcek and Bartak 1999).

Pro indukci fluorescence je vyuzivano excitaéni zareni z LED diod, a to
modré (455 nm) nebo €ervené (590-620 nm) zareni, fluorescence chlorofylu je pak
zaznamenavana pfi 680-690 nm. Druhym zdrojem svétla je slabé aktinické zareni
(modré nebo Cervené, s vinovou délkou do 620 nm), kterym &asto byva LED nebo
halogenova lampa. Tretim zdrojem svétla je silnéjsi saturacni svétlo (modré,
cervené nebo bilé, s vinovou délkou do 620 nm), které se vyuziva jako zdroj
kratkych puls s délkou trvani 0,3-1,2 s a zdrojem byva nejcastéji halogenova
lampa. Poslednim zdrojem svétla je daleké Eervené zareni s vinovou délkou
735 nm apouziva se kpodpore aktivity PSI, coz vede krychlé reoxidaci.
Fluorescenéni odezva je pak zaznamenavana na citlivém detektoru, ktery je
vybaven optickym filtrem pro selekci zableskl indukované fluorescence chlorofylu.

Vysledkem méreni je kfivka kinetiky fluorescence chlorofylu (obr. 4), ta ma u
zdravych vzorku v optimalnim stavu typicky tvar a Ize z ni urcit hodnota zakladni
fluorescence Fo neboli minimalni vytéZzek fluorescence (souvislost s mnozstvim
chlorofylu a funkénich fotosystémU ve vzorku, je konstantni hodnota), maximalni
hodnota fluorescence Fm (souvisi s mnozstvim funkénich fotosystém(l) a dalsi

parametry, které jsou spjaty s procesy fotosyntézy a jeji primarni faze.
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Na obr. 4 je znazornéna FIK listu fazolu, ktery byl nejdfive adaptovan
v temnostni fazi, osvétlen a nasledné navracen do temnotné adaptovaného stavu.
Mezi nejvice vyuzivany parametr Ize zaradit pomér F,/Fu — jeho hodnota
nabyva v rozsahu 0-0,823 a udava maximalni kapacitu fotosystémua PS I, tzv.

maximalni kvantovy vytézek PSII.

+AR -AR

LIGHT
1.0 SR R
0.8 -_Area A
0.6 _— B
0.4 -

|
0.2 ’-
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Obr. 4 Fluorescencni indukéni krivka (FIK) zaznamenand fluorometrem PAM-2000 na listu fazolu in
vivo. Se zndzornéni zapnuti a vypnuti (+MR/-MR) méficiho zdreni, zapnuti a vypnuti aktinického
zdreni (+AR/-AR), spusténi saturacniho pulzu (SP). Bylo pouZito normovdni FIK na maximum
fluorescence chlorofylu (FM), (Rohdcek and Bartak 1999).

PFi nahlém svételném ozareni fotosyntetického aparatu dochazi k rychlému
prechodu fluorescence chlorofylu z temnotné adaptovaného stavu. Tento prechod
je rychly vradech nékolika malo sekund a je definovan jako rychla faze
fluorescencni indukce. Vysledna vznikla kfivka fluorescenéni indukce ma vétsinou
OJIP priibéh a jeji tvar zavisi na stavu pouzitého vzorku a intenzité zareni. Krivku
mUzZeme rozdélit do nékolika oblasti:

e O = pocatek (origin), zakladni hladina fluorescence chlorofylu, Fo;

e Jal=rovnovazné stavy mezi dodani energie do PSIl a tokem energie

z PSIl pomoci redoxni kaskady chinonl a dalSich akceptorll, nastavaji
zhruba od 3-30 ms po ozareni vzorku aktinickym svétlem;

e P = vrchol (peak), odpovida maximalni hodnoté fluorescence chlorofylu

pfi ozareni FM, obvykle byva dosazena pii 200-500 ms.
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Obr. 5 Rychla fdaze fluorescencni indukce (OJIP krivka), kdy vidime na ose x zndzornén cas v
milisekunddch a na ose y zndzornénou fluorescenci. (Silva 2016).

PFi vystaveni rostliny teplotnimu stresu se vyskytuje nova vina mezi vrcholy
O a J oznacovana jako K, ta se vyskytuje okolo 300 uys (Guisse et al. 1995;
Srivastava et al. 1997).
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2.5

Fluorescence

:).O 1 1 1 1 I —_—
0.01 0.1 1 10 100 1000

t [ms]

Obr. 6 Zavislost vyskytu viny K na teploté. Listy byly zahrivdany pri uvedenych teplotdch po dobu 5
min a pred mérenim byly znovu adaptovdny pri pokojové teploté po dobu 10 s, kdy na ose x je
zndzornén chlorofyl a intenzita fluorescence a ddle na ose y je zndzornén cas. (Srivastava et al.
1997).
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Na zakladé O-J-I-P kfivky byl v roce 1995 zaveden tzv. JIP-test (B. Strasser
and Strasser 1995). Jedna se o test, ktery je schopen kvantitativné stanovit
biofyzikalni a fenomenologické parametry. Spolu s O-J-I-P kfivkou fluorescence
chlorofylu se pouzivaji k in vivo vySetfovani PSIl v oblasti vyzkumu zivotniho
prostiedi se zamérenim zejména na stresové faktory (Appenroth et al. 2001; R. J.
Strasser et al. 2007).

3.2.3 Pouzivané parametry méreni fluorescenci chlorofylu

NejcastéjSim vyuzivanym parametrem pro odhaleni stresoru u rostlin z dat,
které byly ziskany z méreni fluorescence chlorofylu je maximaini kvantovy vytézek.
Jedna se o pomér F./Fn, tedy podil mezi F, — variabilni fluorescenci a Fn —
maximalni fluorescenci. Vyhody vyuziti spocivaji v rychlosti a pomérné
jednoduchosti pro ureni fyziologického stresu. Diky nému Ize snadno urcit
pfipadné snizeni €i posSkozeni funkce reakénich center PSIl. Pokud je rostlina
zdrava a neni nijak poSkozena nebo ovlivnéna v negativnim slova smyslu, tento
pomér dosahuje hodnot 0,83. AvSak pokud je rostlina a jeji reakéni centrum
néjakym zplisobem poskozeno, dojde ke snizeni hodnoty F./Fn (Maxwell and
Johnson 2000).

DalSi parametrem, ktery je hojné vyuzivan je kinetika indukce fluorescence
chlorofylu — OJIP kfivka. OJIP kfivku Ize ziskat pomoci osvétleni fotosyntetického
vzorku, ktery byl predtim adaptovan na tmu. Samotny pribéh kiivky je
poskytovatelem mnohych informaci o funkci a strukture celého fotosyntetického
aparatu. Cela metoda je zalozena zaznamenani prechodu fluorescence chlorofylu.
Prechody neboli jednotlivé faze Ize rozdélit do ¢asti, kdy v jednom bodé zacinaji a
ve druhém nasledujicim bodé zase konéi. Jedna se prabéh O-J-I-P, kdy
prvopocatecni bod O reprezentuje minimalni fluorescenci Fo, stejné tak P bod
reprezentuje maximalni fluorescenci Fn,. J bod se zjevi pfi 2—-3 ms. Bod | pak pfi
30-50 ms (H. M. Kalaji et al. 2016).
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3.2.4 Stres u lesnich drevin

Mezi stres lesnich drevin je povazovan jakykoli nepfiznivy stav €i nepfizniva
latka, ktera blokuje metabolismus rostliny, ovliviiuje vyvoj a jeji rast. Stres rostlin
je vyvolan biotickymi, abiotickymi i antropogennimi faktory. Poskozeni a stresové
stavy je mozné zjistit za pomoci klasickych ekofyziologickych metod. Mezi klasické
ekofyziologické metody lze =zaradit napfiklad mérfeni rychlosti fotosyntézy,
transpirace, prachodnosti priduch(, respirace a vodniho potencialu (Lichtenthaler
1996).

V posledni dobé byly zpopularizovany metody, které jsou neinvazivni k dané
rostliné a snimaji rizné parametry chlorofylu. Mezi stresy rostlin Ize zaradit
vysokou intenzitu zareni, vysoké a nizké teploty, pozdni a nahle mrazy, nedostatek
¢i prebytek vody, nedostatek mineralnich latek, kyselé pH pudy i vody, nadbytek
dusiku, tézké kovy v ptidé, ¢innost hmyzu, hub, bakterialnich ¢i virovych patogend,
rizné pesticidy, fungicidy, herbicidy, dal$i latky znecistujici ovzdusi a mnoho
dal$ich faktord zpuUsobujici za jistych okolnosti stres lesnich drevin. Obvykle na
rostliny plsobi hned nékolik stresi najednou a jen malokdy plsobi jen jeden.
VétSinou se jedna o kombinace tepla, sucha a vysokého ozareni v letnich mésicich
(Lichtenthaler and Rinderle 1988).

Lichtenthaler rozpracoval koncept stresu u rostlin a rozlisil mezi eustresem
a distresem. Eustres je aktivaéni, stimulaéni stres a pozitivni prvek pro vyvoj
rostlin, zatimco distres je silny a "skuteény" stres (tj. stres v negativnim smyslu),
ktery zplUsobuje poskozeni. V obou pfipadech je stres zavisly na davce
(Lichtenthaler 1996).

Reakce na stres nemaji linearni priibéh a mirné podani stresového faktoru
m{iZe pusobit jako stimulator fyziologickych vykonu (Agathokleous et al. 2019).

Jak vysvétluje Lichtenthalerova studie, "mirny stres mize aktivovat bunécny
metabolismus, zvysit fyziologickou aktivitu rostliny a nezplsobuje zadné skodlivé
ucinky ani pfi dlouhém trvani. Takovy mirny stimulacni stres je pro rostlinu pfiznivy"
(Lichtenthaler 1988).

Sucho

V poslednich letech se nejéastéji setkavame s vyskytem sucha. Jeho pficiny
jsou v nedostatku srazek Casto ve spojeni s vysokou teplotou a vyparem a projevuiji
se primarné ve snizujici se pudni vihkosti. Pri poklesu vodniho potencialu stromy

snizuji transpiraci zaviranim priduch(, ale ke snizovani ztrat vody dochazi na
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povrchu stromu. Vodni stres mize narusit toky vody v xylému, coz vede ke
kavitaci. Vzniklé embolie omezuji schopnost vést vodu a tim omezuiji i rlst (Tyree
et al. 1994). Schopnost vyhnout se stresu ze sucha zavisi na schopnosti stromu
minimalizovat ztraty a zvySit pfijem vody (Chaves et al. 2003). Nékteré lesni
dreviny zvysuji pfijem vody prostiednictvim hlubsiho a rozsahlejSiho kofenového
systému, zmensuji listovou plochu a stromatalni vodivost Aktivni akumulace
rozpusténych latek ve vakuolach (tj. osmoticka uprava) je béznou fyziologickou
reakci na sucho, zasoleni a chladovy stres.

Je pravdépodobné, ze intenzita sucha a zvy$eni Cetnosti suchych obdobi
nastava predevsim kvuli zméné klimatu. Za pomoci rekonstrukce vegetacni aktivity
normalizovaného rozdilovy vegetacniho indexu (NDVI), radialniho rdstu méreni
stromovych letokruh(l a satelitnich vegetacnich index( bylo zjisténo, jak rlizné
dreviny reaguji na sucho. To se muze projevit v redukci rdstu v reakci na stresovy
faktor sucho, jak bylo pozorovano u stfedomorskych druhl borovic, ¢i zvySenou
mortalitou, ktera byla pozorovana u dubu zimniho (Quercus petraea (Matt.) Liebl)
a u borovice lesni (Pinus sylvestris L.), které se vyskytovaly na suchych
stanovistich (Gazol et al. 2020).

Zde se nezabyvali monitorovanim rostlin jako takovych, ale zabyvali se
semenu a jejich toleranci k vysychani, kterd& muze byt ovlivnéna jejich
skladovanim. Jako slibny biochemicky indikator byla uréena aminokyselina prolin,
ktera by méla byt ur€ena pro sledovani zmén, ke kterym dochazi béhem vyvoje
semen (Kijowska-Oberc et al. 2020).

Dalsim stresovym faktorem pro lesni dieviny je salinita pldy, nejcastéji
zplUsobena nadbytkem chloridu sodného, ten zplisobuje nejen iontovou
nerovnovahu ale i hyperosmoticky stres, ktery vede k dezorganizacim bunéénych
membran a oxidaénimu poskozeni (Tester and Davenport 2003).

Salinita prostredi

Byla porovnavana tolerance k salinité v ramci osmi druht dievin, a to: javor
babyka (Acer campestre L.), jinan dvoulaloény (Ginkgo biloba L.), dfezovec
trojtrnny (Gleditsia triacanthos L.), platan javorolisty (Platanus x acerifolia (Aiton)
Willd.), dub erveny (Quercus rubraL.) a trnovnik akat (Robinia pseudoacacia L.),
které se vyznacuji odolnosti vici zasoleni pudy ve méstech. Naopak relativné
citlivé jsou javor mlé€ (Acer platanoides L.) a lipa evropska (Tilia x europaea
Hayne) (Dmuchowski et al. 2022). Mnoho studii prokazuje korelaci mezi indexem

poskozeni listl a obsahu Cl~a Na* v nich (Dmuchowski et al. 2012).
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Vysoky obsah CI~ a Na* byl poté taky zjistén v listech jinanu dvoulaloéného
(CI™: 1,48 % a Na*: 1088 mg kg™), které nebyly nijak poskozeny (Gupta and Huang
2014). Tento druh byl také vétsinou autor(l povazovan za tolerantni.

Mraz

Ocekava se, ze odumirani strom(l v disledku stresu nizkych teplot se
v pfistich desetiletich zrychli v dusledky zmény klimatu a jiz nyni dochazi
k odumirani lesnich porostll v Severni Americe a Euroasii. Lesni stromy mirného
pasma, aby prezily chladné zimni podminky, obvykle zastavuji rist a vyvijeji
mrazuvzdornost jeSté pred nastupem zimy. V reakci na nizké teploty se
metabolismus presouva smérem k produkci zasobnich latek, jako jsou vegetativni
zasobni proteiny (Clausen and Apel 1991).

Jednim z hlavnich krokd pfi ziskavani tolerance k mrazu je zména Urovné
nasyceni postrannich fetézcl mastnych kyselin v membranovych lipidech, aby se
zachovala fluidita membran. V ramci studie byly porovnavany semenacky borovice
halepské tolerantnim a citlivym na chlad. Zavérem studie bylo zjisténo, ze se nelisi
na fyziologické urovni, ale semenacky tolerantni na chlad jsou charakteristické
zvy$enou akumulaci antioxidantd, osmolytd a obsahem aminokyseliny tryptofan
(Taibi et al. 2018).

Na borovici lesni jako modelové dreviné byly zkoumany signaly prostredi
vyvolavajici mrazové otuzovani. V prubéhu dvou let byly zaznamenavany zmény
mrazuvzdornosti jehlic borovice lesni spolu s ro¢nim prabéhem délky dne a okolni
teploty. Oboji plisobi jako signaly prostiedi pro mrazové otuzovani a tvrdnuti. Oba
typy signall byly nezavisle na sobé ucinné, ale rychlost mrazového otuzovani
nebyla aditivni. Maximalni rychlost otuzovani byla -0,93 °C za den a bylo
dosazeno odolnosti vii¢i mrazu < -72 °C. Pro otuzovani byla teplota jesté
ucinnéjsim signalem nez délka dne (Beck et al. 2004).

Rostliny jsou v8ak schopny tvorbu ledu €aste¢né kontrolovat, ¢imz snizuji
riziko mrazu. Tvorbé ledu Ize zabranit produkci antinukleatorud, jako jsou proteiny
proti mrazu, které umoznuji prechlazeni mizy (Pearce 2001). Ledové bariéry
mohou v rliznych obdobich blokovat Sifeni ledu v citlivych pletivech (napf. ochrana

pupenu v zimé) (Charrier et al. 2017).
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3.2.5 Reakce fotosystému na stres podle jeho plivodu

Rostliny neustale ovliviiuje mnoho rliznych faktor( a jsou nuceny celit jak
biotickym, tak abiotickym stresim. Tyto faktory je podepisuji na fyziologickém
stavu rostlin. Jak rostlina na stresor zareaguje zavisi na tom, jak dlouho s jakou
intenzitou stresovy faktor plsobil. V dlsledku ptsobeni stresu mohou rostliny pfijit
0 svou schopnost, jak vyuzivat energii z fotonl, ktera je klicova pro samotnou
fotosyntézu. MuUze také dojit k poskozeni bunék a nasledné k poskozeni
azménam v metabolismu rostlin. Na rostinu mohou pUsobit nékteré
z kratkodobych stres(, které mohou trvat nékolik minut ¢i dlouhodobé, které maji
trvani i nékolik dnll. Celkové projevy stresu na rostliné se daji poznat pfi poklesu
jeji vitality.

Stres jak z nedostatku, tak prebytku vody zavazné méni metabolismus celé
rostliny. Pokud rostliny nepfijmou svymi kofeny tolik vody, kolik je potfeba
k transpiraci prostrednictvim listl, dostavaji se tak do vodniho stresu (Tezara et al.
1999). Stres ma zprvu stromatalni ucinky, které nasledné mohou vyvrcholit az
k metabolickym a strukturalnim zménam. Diky tomu, ze PSIl ma vyss$i odolnost na
vodni deficit, nez PSI se negativni dopady projevuji pouze v pfipadé, kdy je deficit
dlouhotrvajicim nebo se jedna o extrémni sucho (Chaves et al. 2008).

Stres zplisobeny vlivem teplot omezuje produkci biomasy a celkovou
produktivitu rostlin. Nejcitlivéj$i z procesll na vysoké teploty je fotosyntéza. Vyssi
teploty snizuji Uc€innost fotosyntetického transportu elektron(i v obou
fotosystémech a také jsou spoustééem zmén redukéné-oxidativnich vlastnosti
akceptord PSII (Mathur et al. 2014). V pfipadé OJIP kiivky dochazi ke snizeni
maximalniho kvantového vytézku PSIlI a také k navySeni minimalni hodnoty
fluorescenci (Chen et al. 2009). Vysokoteplotni stres je vétSinou spojen s vysokou
intenzitou svétla. Intenzita svétla se béhem méni prostorové i Casové. Velky
nadbytek svétla na rostlinu vede k fotoinhibici, poskozeni PSIl a k trvalému
poskozeni fotosyntézy (Mathur et al. 2014).

Stres zplisobeny zasolenim narusuje transport elektronl z reakéniho centra.
Zmény mohou byt pozorovany také v parametrech fluorescence a ve fungovani
celého PSII (Strasser et al. 2007). Pokud dojde k vysoké mife zasoleni schopnost
zachycovani elektron(i v reakénim centru PSII se stava méné ucinnym. Také bylo

mnohokrat zaznamenano ke snizeni maximalniho kvantového vytézku a v pfipadé
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nefotochemického zhaseni doslo naopak ke zvyseni (M. Kalaji and Rutkowska
2004).

Stres z nedostatku zivin (N, K, P, MG, S, Ca, Fe) zplsobuje rostlinam
zhorsené fungovani fotosyntetického aparatu. Mlze snizovat fotochemickou
ucinnost PSII a také do jisté miry méni hodnoty fluorescence chlorofylu (Wu et al.
2006). Pokud je napfiklad zaznamenan nedostatek dusiku (N) dochazi
k znaénému omezeni rastu, modifikaci tylakoidnich membran a k jejich celkové
funkéni deformaci. To ve vétSiné pfipadech vede ke starnuti rostlinnych
chloroplast(l, snizeni transpirace, obsahu chlorofylu, rozpustnych sacharidu,
stromatalni vodivosti a mnoho dal$iho (Correia et al. 2005).

Stres tézkymi kovy pfi vysokych hladinach narusuji proces fotosyntézy.
V ramci tolerance fotosystému, Ize konstatovat, Ze PSI je vice tolerantni v{ci vlivu
kadmium (Cd). V zivotnim prostfedi bylo kadmium vpravovano prostrednictvim
fosfatovych hnoji (H. Kalaji and Loboda 2007). Neni dokazané, ze by Cd néjak
zasadné ovlivihoval mnozstvi fotosyntetickych pigment(, nebyly potvrzeny zadné
vyznamné zmény v obsahu jak chlorofylu, a tak b ani v mnozstvi karotenoidl
(Janeczko et al. 2005). | pfesto je zndmo o kadmiu, ze ma negativni vliv na
fotochemickou ucinnost fotosytetického pochodu. Obecné PSIl je na stres

vyvolany tézkym kovem kadmiem citlivéjsi nez PSI (Mallick and Mohn 2003).

25



4 Metodika

4.1 Rostliny pouzité pri vyzkumu

Pro mérfeni fluorescence chlorofylu byly pouzity rostliny OlSe lepkavé
(Alnus glutinosa (L.) Gaertn.). Osivo pochazi z Ceské republiky, z uznaného
porostu v blizkosti Moravského Sternberka.

Semena se musela nejprve nechat nakli¢it. Po naklieni se semena s klicky
premistila do predem pfipravenych sadbovacu se substratem. Takto pfipravené
sadbovace byly umistény do rlstovych komor. Kde byly vytvoreny idealni

podminky pro jejich rast a prosperitu.

vvr s

4.1.1 Pouziti mériciho pristroje FluorPen FP 110

FluorPen FP 110 je pfenosné zafizeni (obr. 6, 7), napajené pomoci baterie.
Tento pfistroj umoznuje rychlé, ale presto presné méreni parametr( fluorescence
chlorofylu. Diky jeho mobilit€ je mozné méreni provadét jak v laboratofi, ve
skleniku nebo pfimo v terénu. Sesbirana data Ize presné lokalizovat pomoci
zabudovaného modulu GPS a také presné zaznamenava €as jednotlivych méreni.
FluorPen Ize efektivné vyuzit pro studium fotosyntetické aktivity, k detekci stresu,
ke screeningu mutaci a riznych odr(id nebo jej pouzivat k testovani herbicidd (PSI
(Photon Systems Instruments), spol. s r. 0., 2016). FluorPen je pomérné cenové
dostupny stejné tak, jako uzivatelsky pfijemny. Uzivatelsky pfijemnym se stava
diky svym dvéma tlacitk(im, prostrednictvim nich Ize ovladat cely pristroj. Stava se
nepostradatelny, pfedevsim pro svou rychlost pfi méreni a pomérné velké paméti,
je tak dokonalym kandidatem pro rozsahlé screeningy rostlin.

Namérena data jsou postupné ukladana do jiz dfive zminéné velké paméti
pristroje. Pokud je potfeba prenést data z FluorPenu do pocitace postaci USB
nebo Bluetooth komunikace. Rozsahly a komplexni software poskytuje prenos
ziskanych dat a fadu dalSich funkci pro prezentaci, jak v tabulkach, tak v grafech.
Je kompatibilni pro systém Windows 7 a dalSi vy$Si verze a také je mozny export
dat do aplikace Microsoft Excel.

Pro méfeni jsou k dispozici rizné druhy listovych svorek, které poskytne

jemné, ale pevné sevieni vzorku listu. Prvnim typem je verze S, jedna se o

26



standartni listovou svorku, ktera je vhodna pro experimenty, ve kterych je nutna

kratkodoba adaptace na tmu. Druhym typem Cili verze D jsou odnimatelné svorky

na list, pro experimenty, kdy je potfeba dlouhodoba adaptace na tmu. Tretim typem

— verze P, je vlastni opticka sonda, ktera se poziva v online verzi FP a umozriuje

autonomni méreni bez obsluhy napfiklad v laboratofich. Poslednim Etvrtym typem

je verze X, predstavujici vlastni oteviené okénkové listové klipy, vhodné pro

méreni v prostredi s vlivem okolniho svétla (Manual FluorPen 2021).

Pomoci FluorPenu Ize zjistit nasleduijici kritéria:

Ft: kontinudlni vytéZzek fluorescence v neaktinickém svétle. F; je
ekvivalentni Fo, pokud je vzorek listl adaptovany na tmu.

QY: kvantovy vytézek fotosystému Il. QY je ekvivalentni F./Fn u vzork(
adaptovanych na tmu a F,'/F' u vzork(l adaptovanych na svétlo.

OJIP: kinetika indukce fluorescence chlorofylu. Tato kfivky OJIP umoznuje
sledovat zmény, ke kterym dochazi pfi vystaveni vysokého ozareni.

NPQ: nefotochemické zhaseni. NPQ je nejCastéji pouzivanym meéficim
postupem pro kvantifikaci fotochemického a nefotochemického zhaseni.
Méreni by se mélo provadét se vzorkem adaptovanym na tmu.

Svételna krivka (QY): kvantovy vytézek fotosystému Il odhadovany z
fluorescence, ktery se méri postupné v nékolika riiznych urovnich osvétleni

(PSI (Photon Systems Instruments), spol. s r. 0., 2016).

b)

Obr.7 llustracni fotografie pristroje FluorPen FP 110 spolu s listovou svorkou (Manudl FluorPen

2021).
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Obr. 8 Simulace méreni, pfipevnéni svorky na list a pfiloZeni listové svorky na FluorPen FP 110
a samotné prikladadni Fluorpenu FP 110 na svorku (Manudl FluorPen 2021).
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4.1.2 Pruabéh viastniho méfeni

Pro experimentalni mérfeni byly vyuzity semena olSe lepkavé (Alnus
glutinosa) z Ceské republiky. Zarover byly pouzity v experimentu dva druhy
koli¢kl pro méreni fluorescence pro zjisténi jejich odliSnosti. Semena se nechala
naklicit a poté byla presunuta do plastovych sadbovacu o velikosti 6x10 sazenic.
Sadbovace se osazovaly na preskacku, aby rostliny mély dost prostoru pro rist
a nebyly utlatovany jinymi sazenicemi. Do sadbovacll se dal substrat a jedno
naklicené semeno. Sadbovace byly ponechany v rastovych komorach
s upravovanymi podminkami. Jednalo se predevSim o mnozstvi hladiny kysliku,
dusiky, svétla, teploty a vlhkost v ristovych komorach, které véechny tyto aspekty
dovoluji nastavit a ovlivnit. Po vyraseni dostateéné velkych rostlin, pfedevsim
dostateéné velké listové plochy pro umisténi listovy svorek se zacalo méfit.

Pro méreni byly k dispozici dva druhy listovych svorek. Jedna standardné
vyrabéna originalni listova svorka (obr. 12) pro méreni fluorescence a druhd listova
svorka, ktera byla vyrobena na 3D tiskarné (obr. 14) a poté byla sestavéna a
opatfena magnety a molitanem, aby pfesné kopirovala stavbu a funkénost
originalni listové svorky (obr. 13). Originalni listova svorka je Sedé barvy, tvarem
pfipomina klasicky koli¢ek na pradlo, je podlouhla a ma zatemnuijici prouzek kovu,
pod kterym je otvor, kudy se dostava svételny paprsek vyzareny z Flourpenu. Na
priklopené casti Ize pak naleznout kus molitanu, ktery predstavuje, jak tmavy
podklad, aby paprsek neputoval dal, tak oporu listu. Vyrobena listova svorka na
3D tiskarné je rQizové barvy, celo-kulata, ktera drzi na listu pomoci malych
magnetek, které timto spojuji k sobé horni a spodni ¢ast svorky. Zatemnujici ¢ast
je stejné barvy i materidlu a znovu je pod nim otvor pro paprsek. Na druhé
prichytné &asti je potom kus molitanové gumy, ktery tvofi tmavy podklad a
zajistuje, aby se nic nepohnulo ani neuvolnilo.

Po pfistoupeni k sadbovaéi, bylo vybrano nékolik rostlin vhodnych
k méreni. Vybirali se predevsim vyrostlejsi rostliny s vétsi listovou plochou, aby na
nich dobre oba typy listovych svorek drzely. Dal$im faktorem vybéru byla vihkost
substratu. Vybraly se tedy tfi rostliny se suchym substratem a tfi rostliny s vihkym
substratem. Celkem bylo vybrano Sest rostlin pro jednotlivd méfeni. Na kazdé
rostliné probé&hlo méfeni za pomoci originalni listové svorky (obr. 10) i za pomoci
vyrobené listové svorky (obr. 11). Pro zavéseni svorek bylo nutné vytvorit

kartonovou konstrukci nad sadbovace, ze dvou zakladnich deset a kfize ze dvou
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prouzkd kartonu (obr. 9), jelikoz rostlinky nebyly natolik silné, aby udrzely tfi svorky
najednou. Proto se i kolicky nalepily pomoci papirové pasky. Tato paska tvorila
oporu a pfidrzovala svorky na listech. Cela soustava listové svorky a pasky byla
nakonec pfipevnéna na kartonovou konstrukci. Rostliny byly oznaceny riznymi
Cisly a na jejich listy byly nasazeny na kazdou rostlinu tfi listové svorky.

Po instalaci véech 18 svorek bylo nutné minimalné 20 min vyckat, aby se
veskery chlorofyl v zatemnéni dostal do zakladniho stavu. Po uplynulé dobé
probihalo samotné méreni. Fluorpen byl prikladan méfici hlavici postupné ke véem
listovym svorkam a po odstranéni zatemnuijici plosky z listové svorky byl k listu
poslan paprsek svétla. Svétlo, které je vyslano ve formé zareni na zatemnénou
Cast listu je aktinické svétlo (3000 umol m™2s™).

Po zméreni bylo zaevidovano Cislo rostliny, typ listové svorky a vihkost
substratu. Nasledné byly svorky odejmuty z rostlin. Timto zpUsobem byly
nameéfeny v8echny stézejni hodnoty u vSech pozorovanych rostlin. Namérené
hodnoty byly pomoci kompatibilniho softwaru preneseny do pocitae a dale byly

zpracovavany.

Obr. 9 Sadbovace s rostlinami olSe lepkavé (Alnus glutinosa) po instalaci kartonové konstrukce
a listovych svorek obojiho typu (Dobsikovd, 2023).
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Obr. 10 Origindini listové svorky, pripevnéné lepici pdskou ke kartonové konstrukci. Svorky byly
pridélany v poctu 3 kusi na listy jedné rostliny a plnily zatemriujici funkci (Dobsikovd, 2023).

Obr. 11 Vytisknuté listové svorky na 3D tiskdrné, pripevnéné lepici pdskou ke kartonové konstrukci.
A ndsledné byly umistény v poctu 3 kust na listy jedné z rostlin, v zatemriujici fazi (Dobsikovd, 2023).
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Obr. 12 Origindlni listovd svorka. Prvni fotografie vpravo — svorka se zatemnénym otvorem pomoci
kovové desticky. Fotografie vlevo — svorka s odtemnénym otvorem s oddélanou kovovou destickou.
Fotografie dole — pohled na svorku z boku, klipovy mechanismus véetné na spodni strané pridélany
kus molitanové hmoty slouZici jako tmavy podklad (Dobsikovd, 2023).

Obr. 13 Vytisknutd listovd svorka. Prvni fotografie vpravo —svorka se zatemnénym otvorem pomoci
plastové desticky. Fotografie vlevo — svorka s odtemnénym otvorem s oddélanou plastovou
destickou. Fotografie dole — pohled na rozloZenou svorku, kterd u sebe drZi pomoci malych
magnetld. Na spodni strané pridélany kus molitanové hmoty slouZici jako tmavy podklad
(Dobsikovd, 2023).
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Obr. 14 Primo vyrobené soucdstky z 3D tiskdrny na konstrukci listové svorky. Po prilepeni magneti
a molitanové casti, byla ziskdna svorka pripravend na jednotliva méreni (Dobsikovd, 2023).
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5 Vysledky

Diky mérfeni rostlin na pfelomu ledna a unora byly ziskana data a nasledné
pretransportovana do grafl. Byly provadény analyzy dat, rizné statistické testy
a vypocty pro ziskani tizenych vysledk.

Podle vytvofenych OJIP kfivek |ze konstatovat, ze méfeni jak s kulatou
listovou svorku (vytisknutou na 3D tiskdrné) nebo s plochou listovou svorkou
(originalni) bylo uspésné a vytisknuta listova svorka plni svoji funkci.

PFi porovnani vlivu vodniho stresu na intenzitu fluorescence bylo zjisténo, ze
vlhkost pldy ma opravdu vliv na fluorescenci (obr. 15).

Statisticky dvouvybérovy t-test ve kterém se porovnavaly hodnoty F./Fm pro
mokry a suchy substrat, vypovida o tom, ze vlhkost substratu nese vyznamny
rozdil (obr. 19). Déle krabicovy graf (obr. 20) ukazuje, ze prumérné hodnoty F./Fn,
pro mokry substrat a suchy substrat dokazuji signifikantni rozdil po
dvouvybérovém t-testu.

Z pohledu hodnot intenzity fluorescence chlorofylu pfi méreni jednak
s plochou listovou svorkou (originalni) a jednak s kulatou svorkou (vytisknutou na
3D tiskarné) bylo zjisténo, ze hodnoty méfené za pomoci ploché listové svorky
(originalni) dosahovali celkové vy$Sich hodnot nez hodnoty, které byly méreny
pomoci kulaté (vytisknuté na 3D tiskarné) (obr. 16).

Dalsi vysledek statistického parového t-testu, ktery fika, ze neexistuje
signifikantni rozdil mezi listovymi svorkami (obr. 17) a provedeny krabicovy graf
(obr.18) s porovnanim hodnot F./Fn ukazal, ze kulata listovd svorka méfila
pramérné vyssi hodnoty (0,79) nez svorka plocha (0,77).

Jako posledni byla provedena analyza rozptylu porovnavajici rozdily méreni
na mokré a suché pldé pro hodnoty Plass, ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, DIy/RC. Byl
pouzit Factorial ANOVA test a po vytvoreni grafu (obr. 21), ktery fika, ze hodnoty
pro tyto parametry, jak pro kulatou, tak pro plochou listovou svorku jsou skoro
stejné. Az na hodnotu Plags, ktera byla kulatou listovou svorkou namérena az
dvojnasobné vys$si. Po provedeni Wilcoxonova testu pro stejné parametry, Ize
tvrdit, Ze mezi vysledky méreni pro plochou a kulatou svorkou je vyznamny rozdil

a pro méreni mokry a suchy substrat je také vyznamny rozdil.
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5.1 OJIP kfivky

Dle grafu (obr. 15) Ize konstatovat, ze vihkost pldy ma vliv na mnozstvi
intenzity vyzarené fluorescence chlorofylu. Je jasné vidét, ze po porovnani
suchého a mokrého substratu, hodnoty fluorescence rostlin v mokrém substratu
(zelené kiivky), tedy rostlin, které nebyly pod vodnim stresem vykazuji vysSi
hodnoty. Kdezto rostliny v suchém substratu (zluté kfivky) Cili rostliny, které byly
pod stresem z nedostatku vody, vykazuji niz§i hodnoty fluorescence. Diky tomuto
zjisténi Ize konstatovat, ze rostliny jsou ovliviiovany vodnim stresem a nasledné
se tento stres promita na jejich fyziologickém stavu a nasledné pak na intenzité

fluorescence.
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Obr. 15 OJIP krivka porovndni mokrého a suchého substrdtu. Na ose x je cas v milisekunddch (logaritmicka
0sa) a na ose y hodnoty intenzity fluorescence chlorofylu.
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Na tomto grafu (obr. 15) vidime porovnani méreni fluorescence chlorofylu
v zavislosti na typu listové svorky. Méreni probihalo s plochou originalni listovou

svorkou (Sedé krivky) a kulatou vytisknutou na 3D tiskarné listovou svorkou
(rzové krivky). Pfi pohledu na graf Ize konstatovat, Ze hodnoty intenzity
fluorescence chlorofylu jsou vy$Si u ploché originalni listové svorky, kdezto
hodnoty u kulaté vytisknuté listové svorky vykazuji pomérné niz$i hodnoty. Dle
grafu, Ize Fict, ze listové svorky méri lehce odlisné, ale jak plocha, tak kulata listova
svorka nam udava hodnoty pospolu (kfivky nejsou rozmistény rizné po grafu, ale

tvori dva celky).
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Obr. 16 OJIP krivka porovndni méreni kulaté listové svorky (vytisknuté na 3D tiskdarné (K) a ploché listové
svorky origindlni (P). Na ose x je cas v milisekunddch (logaritmickd osa) a na ose y hodnoty intenzity
fluorescence chlorofylu.

36



5.2 Indexy

Priimérna hodnota F./F, méreni za pomoci kulaté listové svorky (vytisknuté)
je 0,7999, coz je vétsi hodnota nez pro méreni plochou listovou svorkou (originaini)
0,7969. Smérodatna odchylka byla o dvé tisiciny vétsi pravé u ploché listové
svorky. Byl pouzit statisticky vypoéet za pomoci parového t-testu s vysledkem
p =0,2720. Tato skute€nost znaci, ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 neexistuje

signifikantni rozdil mezi indexem F./Fn, ploché a kulaté listové svorky.

T-test for Dependent Samples (DATA_QJIP)
Marked differences are significant at p < .05000
Mean Std Dv N Diff ‘ Std Dv ‘ t ‘ df ‘ p ‘ Confidence | Confidence
Variable Diff. -95.000% +05.000%
K 0.799889 0.016685
P 0.796944 0.018455| 6 0.002944 0005844 1.234161 5__0.271983] -0.003188 0.009077

Obr. 17 Tabulka s popisnou statistikou a hodnotou p z vypocltu pdrovym t-testem.

Krabicovy graf (obr. 18) znazorruje vysledky z méfeni ploché (originalni) a

kulaté (vytisknutou) listové svorky (osa x). Z grafu je patrné, Ze kulata listova

svorka primérné méfila lehce vyssi hodnoty (0,79) nez svorka plocha (0,77), ktera

je charakteristicka i vy$si smérodatnou odchylkou. Diky t-testu v§ak mGzeme tvrdit,
ze mezi mérenimi neni signifikantni rozdil pro hladinu spolehlivosti 95 %.
Box & Whisker Plot
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Obr. 18 Krabicovy graf s porovndnim hodnot F./Fm. Pro varianty listovych svorek Kulatd (vytisknutd
na 3D tiskdrné) a Plochd (origindlni listovd svorka). Osa y znaci hodnotu F./Fm a osa x rozlisuje
kategorie kolicku. Dle legendy maly Cerveny ctverecek znaci priimérnou hodnotu, obdélnik
reprezentuje smeérodatnou odchylku a svislice vyznacuji tuzemi s 95 % spolehlivosti smérodatné
odchylky.
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Na obr. 19 jsou znazornéné vysledky dvou-vybérového t-testu, ktery
porovnaval vysledky z méreni na suché a mokré pidé. Rostliny na suché plidé
maji pramérnou hodnotu F,/F, = 0,7884, kdezto na mokré pldé dosahovaly
hodnoty F./Fm = 0,8084. Dvou-vybérovym t-testem byla zjisténa hodnota
p =0,0309, ktera znaci, ze méfeni na suché vs. mokré pidé nese vyznamny rozdil

v indexu F./Fnna hladiné vyznamnosti a = 0,05.

T-test for Independent Samples (DATA_OJIP)
Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Group 1 vs. Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Variances | Variances

suchy vs. mokry 0.788389  0.808444| -2.51071| 10| 0.030875] 6 6 0.013662 0.014007 1.051257 0.957592

Obr. 19 Tabulka s popisnou statistikou a hodnotou p z vypoctu dvou-vybérovym t-testem.

Obr. 20 zobrazuje krabicovy graf s hodnotami F./Frm pro rostliny na suché a
mokré pldé (kategorie zaneseny na ose x). Z grafu vyéteme, ze priimérné hodnoty
na suché pudé maiji pomér F,/Fn,, = 0,79, avSak na mokré pldé dosahuji hodnoty
poméru F./Fn = 0,81. Smérodatna odchylka je v tomto pfipadné takrka stejna.
Z grafu Ize soudit, ze po provedeni dvou-vybérového t-testu zaznamenavame
signifikantni rozdil mezi vysledky mérenych kategorii vihkosti pidy pro hladinu
spolehlivosti 95 %.
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Obr. 20 Krabicovy graf s porovndnim hodnot F./Fm. Pro varianty vihkosti pldy mokrd / suchd. Osa
y znaci hodnotu F./Fm a osa x rozlisuje vihkost pudy. Dle legendy maly cerveny Ctverecek znaci
priimérnou hodnotu, obdélnik reprezentuje smérodatnou odchylku a svislice vyznacuji uzemi s 95
% spolehlivosti smérodatné odchylky.
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Tento graf (obr. 21) je vysledkem Factorial ANOVA testu, kdy v levé casti
obrazku mlzeme pozorovat hodnoty pro plochou listovou svorku (origindini)
a v pravé ¢asti obrazku pro kulatou listovou svorku (vytisknutou). Levé ¢asti grafu
vyobrazuji data pro suchou pldu a pravé ¢asti pro mokrou. Z grafu vyéteme, ze
plocha svorka pramérné méfila vyssi hodnoty (ABS/RC, ¢i TRo/RC) nez svorka
kulatd. Naopak hodnota Plags byla kulatou listovou svorkou namérena vyssi takrka
dvojnasobné. Také vycteme, Zze primérné na mokré pudé dochazi k méreni
vy$Sich hodnot nez na pudé suché. Smérodatna odchylka byla nejvyssi pro

hodnotu Plags.

vihkost*kolicek; LS Means
Wilks lambda=.31858, F(5, 4)=1.7111, p=.31143
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote +/- standard errors
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Obr. 21 Analyza rozptylu porovndvajici rozdilnost méreni na mokré a suché ptdé pro hodnoty Plass,
ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, Dlo/RC. Levy graf zobrazuje hodnoty naméfené plochou listovou svorkou
(origindlni); pravy graf kulatou listovou svorkou (vytisknutou). Prava ¢dst grafi vykazuje hodnoty
rostlin v mokré pldeé; levd na suché. Dle legendy symbolem znacime priumérnou hodnotu a
svislicemi 0,95 intervaly spolehlivosti.

Tabulka (obr. 22) zobrazuje vysledky po statistickém testu z programu
Statistica 14 TIBCO. Byl proveden Wilcoxonuv test a zjiStény parametry p.
Z tabulky vycteme, Ze u mérenych hodnot Plass, ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC,
Dlo/RC v ramci kategorii vinkosti pldy (sucha varianta, mokra varianta) zamitame
nulovou hypotézu, ze mezi vysledky neni vyznamny rozdil na hladiné spolehlivosti
95 % (p <= 10°).
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Také zamitame nulovou hypotézu, ze mezi vysledky méreni plochou
listovou svorkou a kulatou listovou svorkou neni vyznamny rozdil na hladiné
spolehlivosti 95 % (p <= 10°%). Nelze vSak zamitnout nulovou hypotézu, ze je
vyznamny rozdil v namérenych vysledcich pro kombinaci vihkosti pady a riznych
druht listovych svorek na hladiné vyznamnosti 95 %. V tomto pfipadé nabyva p
hodnoty 0,3114.

Multivariate Tests of Significance (DATA_OJIP)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Test Value F Effect | Error p

Effect df df
Intercept [ Wiksl 0.000000] 8.845327E+09 4 5 0.000000
vihkost Wilks|  0.000000| 1.017457E+08 4 5 0.000000
kolitek Wilks|  0.000000) 1.923350E+08 4 5 0.000000
vihkost™koli€ek Wilks 0318583 1.711117E+00 5 4 0311429

Obr. 22 Tabulka s vysledky Wilcoxonova testu, kde hodnota p znaci, zda na hladiné spolehlivosti
95 % vykazujeme signifikantni rozdil méreni na mokré/suché pudé a pro druhy listové svorky.
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6 Diskuze

Globalni oteplovani vede ke zvySeni teploty Zemé. Oteplovani je jeden z
hlavnich abiotickych stres( predstavujici vaznou hrozbu pro rostliny. Fotosyntéza
poskytuje drahocenné informace o zdravi rostlin. Fotosyntéza je nejcitlivéjsi proces
na stres z vysoké teploty vzhledem k rostlinnym burikach, které pak zpUsobuiji
razantni zmény v redukéné-oxidacnich vlastnostech akceptorti PSII a také snizuji
ucinnost fotosyntetického transportu elektront v obou fotosystémech (H. M. Kalaji
et al. 2016).

Diky méfeni fluorescence téchto rostlin a za pomoci ziskanych parametr(i,
byl zjistén fakt, Ze rostliny vystavené teplotnimu stresu zménily svij tok energie a
vysokou teplotu vedou ke zvySenému rozptyleni energie, ¢imz uz nezachycuji
fotony. Tato skute¢nost mlze vést rostlinu k ochrané pred oxidativnim stresem.
Zaroven vysokoteplotni stres doprovazi rostliny ke zménam v heterogenité PSII,
coz by mohl byt hnaci motor adapta¢nich mechanism, aby rostliny tento stres
zvladaly dobfe a neodrazelo se to na jejich fyziologickém stavu.

Jedna ze studii, ktera se zabyvala vlivy stresu na rostliny, konkrétné vliv
sucha a intenzity ozareni v laboratornich podminkach na pomérné miladych
rostlinach odrlidy prosa perlového (Pennisetum glaucum (L.) Morrone) a Ciroku
dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench) rlizného puvodu (Francie, Indie a
Texas) zjistila, ze intenzita zareni u ¢astéjSi zavlazovanych rostlin znaéné
zvySovala transport elektrond a rychlost asimilace CO2, av$ak to samé neplatilo
pro fluorescenci, kdy se jeji hodnoty snizovaly. U rostlin, které nebyly vystaveny
stresu suchem byla namérena hodnota poméru F./Fmn okolo 0,83 — hodnota typicka
pro zdravé rostliny. Kdezto rostliny, které byly vystaveny stresu suchem,
vykazovaly mnohem niz8i hodnoty, ale vedly si Iépe pod vlivem vysokého
ozarovani. Tyto pokusy s rostlinami ukazaly, ze se reakce na sucho a ozareni u
jednotlivych druh( dost lisily. Obecné toto zjisténi o reakcich rostlin na stresy a
nékteré z pouzitych metod mohou byt potencialné uziteéné v budoucnu pfi kontrole
a vybéru odolnych odrtid rostlin na rizné stresové faktory (Masojidek et al. 1991).
Diky této studii muzeme i potvrdit, Ze stresovy faktor sucho ma vliv na fluorescenci
chlorofylu u rostlin a na jeji hodnoty.

Castym jevem je zaplavovani stromll. Proto tato studie rozebira vliv
vodniho stresu na fyziologicky stav. BEhem vegetaéniho obdobi byly studovany

vlivy zaplaveni na vyménu plynt, na fluorescenci chlorofylu a na rlistové reakce
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sazenic kajeputu stfidavolistého (Melaleuca alternifolia Cheel), ktery se pouziva
pfi obnové luznich lest v jizni Ciné. Sazenice byly zaplaveny po dobu 180 dn,
poté byly odvodnény a ponechany na zotaveni dalsich 60 dnd. Pomér F,/Fy, v§ak
béhem kontrol nevykazoval velké rozdily, ale obsah chlorofylu, rychlost
fotosyntézy, rychlost transpirace a stromatalni vodivost byla niz8i nez na za¢atku
pokusu. To potvrzuje, ze vodni stres ovliviuje fyziologii rostlin a také fluorescenci
chlorofylu (Jing et al. 2009).

U kultivard javor babyka (Acer campestre L.), javor mléc (A. platanoides L.)
a javor horsky (A. pseudoplatanus L.) byl zkouman vliv vodniho stresu (sucha) na
parametry kontinualni excitaéni fluorescence chlorofylu a na prechod OJIP.
Porovnani stresu suchem na urovni celého stromu a vysychani oddélenych listd v
laboratornich podminkach je hodnoceno pomoci fluorescenénich parametr( i
diferenéni kinetiky. Pro ucel studie byly pouzity sedmileté stromy. U vybranych
stromu se zavedla pravidelna zalivka a u ostatnich bylo striktné dodrzovano sucho.
Po néjaké dobé po vyzkumu a dodrzovani zalivek, nastalo samotné méreni. Ve
studii se diskutuje o vyuzivani F./Fn,, poméru pfi zhodnocovani namérenych dat.
Zavér studie je takovy, ze pokud je nutné identifikovat stres suchem je vhodné
pouzivat pfednostné parametr Plags, nez F./Fn poméry (Banks 2018). Z toho plyne
ze na8e méreni a hodnoceni naméfenych dat fluorescence by mélo byt spravné
zvolené, protoze jsme pouzivali tento parametr také pro hodnoceni vysledk(, nejen
zminény pomér F./Fn.

DalSi ze studii, ktera se zabyvala faktem, Ze rostliny, které se volné
vyskytuji v pfirodé jsou vystaveny a ovlivnény mnoha nepfiznivymi faktory a ziji
v mnohdy nepfiznivych podminkach. Toto vede k poklesu ristu, vyvoje rostliny.
Tedy se podminky znaéné odrazi na jeji fyziologii a ovlivni i tak jeji vynosy. Pravé
fluorescence chlorofylu pfedstavuje dobry nastroj k hodnoceni stavu rostlin a
k mife stresu. Konkrétné analyza fluorescenénich signall je poskytovatelem
podrobnych informaci o plisobicim stresu na rostlinu. Studie pojednava a riznych
typech rostlinnych stres(, at' uz se jedna o sucho, nizké a vysoké teploty, mnozstvi
ozareni, zavodnéni nebo mineralizace pudy. Zminuje metody pro vyuziti parametr(
fluorescence chlorofylu, jako je napfiklad OJIP kfivka, matematicky model JIP-test,
pomér F./Fn, a dalSi parametry. Celkové pfinasi aktualni informace o metodach
méfeni a predesila dulezitost a urCity potencial méreni fluorescence chlorofylu
(Kalaji et al. 2016). Z tohoto miizeme konstatovat, ze jsme vyzkum provadéli dle

bézné pouzivanych metod a nase interpretace vysledkl a pouziti dat bylo spravné.
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7 Zaveér

Tato bakalarska prace pojednavala o problematice vyuziti fluorescence pro
zjisStovani stavu lesnich dfevin. Soucasti prace bylo demonstrativni méreni
fluorescence chlorofylu za pomoci dvou druh(i listovych svorek na olSich (Alnus
glutinosa (L.) Gaertn.) plivodem z uznaného porostu nedaleko mésta Sternberk,
odkud pochazela semena. Ta se nasledné nechala v laboratofi nakli€it a poté byly
vlozeny do rstovych komor, kde se simulovaly idedlni podminky pro rust.

Nékolikamésicéni jedinci byly podrobeny méfeni za pomoci pristroje FluorPen
FP 110, diky kterému se zjiStovaly rGzné parametry véetné ABS/RC; Tro/RC;
Eto/RC; Fv/Fm a dalsi. Z téchto dat bylo mozné zjistit dalSi parametry a laboratorni
vyzkum se zaméfil pfedev§im na OJIP, ktera znaci kinetiku indukce fluorescence
chlorofylu a z kfivky lze vypozorovat zmény projevujici se pfi vysokém ozéreni.
Také se méfil parametr Fv/Fm — kvantovy vytézek fotosystému.

V ramci méreni FluorPenem byla ziskana data z celkem $esti rostlin, kdy
na trech byla plda sucha (simulace stresu) a na zbylych tfech plda vihka. Také
bylo na kazdé rostliné provedené méreni za pomoci dvou druh( listovych svorek,
kdy prvni byla originalni svorka od vyrobce a druha byla vyrobena za pomoci
technologie 3D tisku. Po naméreni se data zpracovala a vyhodnotila.

Z graf(i OJIP kfivky plyne, Ze vihkost substratu ma vliv na mnozstvi intenzity
vyzarené fluorescence chlorofylu, kdy jedinci vystaveni stresu z nedostatku viahy
prokazatelné vyzaruji mensi mnozstvi fluorescence. Naopak jedinci s dostateénou
vlahou v pudé maiji OJIP kfivky vyssich hodnot. Na rostlinach se tento stres projevi
na fyziologickém stavu a m(ize byt méren a monitorovan pfistrojem FluorPen. Graf
OJIP kfivek porovnavajici data naméreny druhy listovych svorek vykazuje, ze se
kfivky lehce liSi. Originalni listova svorka vykazuje lehce vy$$i hodnoty oproti
svorce z 3D tisku; krivky jsou v8ak udavaji hodnoty pospolu (tvofi dva celky).

Primérna hodnota F./F, zméfena vytisknutymi listovymi svorkami byla
0,7999 a pro originalni svorky plati hodnota 0,7969. Vypoctem pomoci parového
t-testu na hladiné vyznamnosti a = 0,05 neexistuje signifikantni rozdil mezi
indexem F./Fm.Za pomoci dvouvybérového t-testu naopak zamitame nulovou
hypotézu, ze neexistuje rozdil mezi naméfenymi hodnotami F,/Fn,na mokré a
suché pudé (a = 0,05). Wilcoxon(lv test z hodnot Plass, ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC,
DIlo/RC také zamita hypotézu, ze existuje neexistuje vyznamny rozdil hodnot na
mokré a suché pldé pro hladinu spolehlivosti 95 % pfi méreni v kombinaci druh(

listovych svorek.
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Zavérem se da fici, ze laboratorni vyzkum prokazal, ze existuje vyznamny
rozdil ve vyzarovani fluorescence chlorofylu v zavislosti na vihkosti pidy. Rostliny
vystavené stresu suchem vykazuji niz8i hodnoty na OJIP kfivkach i niz§i pomér
F./Fm. Prace také prokazala, ze se diky FluorPenu da monitorovat stres rostlin diky
jejich fyziologickym projevum a zjistila, Ze listova svorka vyrobena technologii 3D
tisku dokaze mérit stejné hodnoty, jako originalni svorka od vyrobce. Pro lesnickou
praxi lze doporucit monitoring stresu rostlin pomoci této metody a pfinasi novy druh

svorky pro samotné méfeni.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

3D trojdimenzionalni
ABS/RC pramérny tok absorbance na reakéni centrum, zdanliva velikost

antény fotosystému |l

ADP adenosindifosfat

ANOVA analyza rozptylu

ATP adenosintrifosfat

Dlo/RC tok disipované energie vyjadieny na jedno reakéni centrum
fotosystému Il

ETo/RC tok elektrond z plastochinonu Qa na Qs

Fo minimalni fluorescence

FIK fluorescenéni indukéni kfivka

Fum maximaini fluorescence

FwFv maximalni kvantovy vytézek fotosystému

Fs ustaleny stav fluorescence

Fv variabilni fluorescence

LED elektroluminiscenéni dioda

NDVI normalizovany rozdilovy vegetacni index

PAM pulzni amplitudova modulace

Pl ags performaéni index konzervace energie od fotond k

plastochinonu Qg

PSI fotosystém |

PSII fotosystém |

RC reakéni centrum

TRO/RC maximalni tok energie zachyceny fotosystémem ||
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