FLUORESCENCE CHLOROFYLU JAKO INDIKATOR STRESU

TEORIE

Fluorescence chlorofylu je jev, ktery je vyvolan absorpci energie dopadajiciho zareni
molekulami chlorofylu a rostlin a naslednou emisi (vyzarenim) ¢asti této energie zpét do okoli
rostliny v podob¢ zafeni o ponckud vétsi vinové délce, avsak stale jesté ve viditelné oblasti
spektra. Fluorescence chlorofylu je méfitelna v riznych oblastech spektra, avSak vétSina
méticich metod pouziva fluorescenci chlorofylu ve vinové délce 690 nm.

Intenzita a charakter fluorescence chlorofylu pii presné definované expozici rostlin k
zafeni umoziuji ziskat informace o absorpci energie dopadajiciho zafeni a jejiho vyuziti v
biochemickych procesech fotosyntézy. Métenim fluorescence chlorofylu lze tedy velmi
piesné stanovit rychlost toku energie v membrané thylakoidu a jejiho spotfebovani pii fixaci
CO,. Metody méteni fluorescence chlorofylu proto predstavuji vhodny doplnék k metodam
gazometrickym. Navic Ize pomoci fluorescence chlorofylu urcit tu ¢ast absorbované energie,
ktera je pfeménéna na teplo anebo vyuzita v biochemickych reakcich zabranujicich posSkozeni
struktury membrany thylakoidu a jejich ¢asti.
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Obr.1. ZjednoduSené schema deexcitatnich mechanismu. Je-li chlorofyl a vystaven zafeni (toku
fotonl), dojde k excitaci chlorofylu do stavu Chl a*. Excitacni energie je z molekuly chlorofylu bud
odvedena systémem prenasecl a zuzitkovana ve fotosyntéze nebo vyzarena jako fluorescenéni
zareni nebo pfeménéna na teplo.

Metoda saturacnich pulzii zafeni se pouziva pro stanoveni maximalni a aktualni
rychlosti pfenosu energie redoxnimi systémy membrany thylakoidu. Tato metoda ovSem
mohla byt zavedena az teprve nedavno, po zna¢ném zdokonaleni méfici techniky
(fluorometry s amplitudové modulovanymi pulzy a s vysokou citlivosti 1 selektivitou
detektoru). Pfi této metod¢ se vyuziva skuteCnosti, ze u listd trvale vystavenych zaieni
existuje v kazdém okamziku jistd rovnovaha mezi fotochemickou a nefotochemickou cestou
disipace excitacni energie Pokud odvod energie fotochemickou cestou na okamzik zastavime,
zhaSeni fluorescence bude zptusobeno pouze tepelnou disipaci. Stavime zde na predpokladu,
ze reakce tepelného deexcitacniho kandlu na nahlou zménu jsou pomalejsi nez reakce
zbyvajicich dvou cest deexcitace (fotochemie a fluorescence). Potladeni fotochemické cesty
lze dosdhnou kratkym, ale dostate¢né intenzivnim zableskem (pulzem fotosynteticky
aktivniho zafeni) z vhodného umélého zdroje, a to i u listu trvale vystavenému béznému



dennimu svétlu. Kratké saturacéni ozafeni zpusobi uplnou redukci chinonu Qj, a tim 1 docasné
zastaveni transportu elektront ve fotosystému II. Aplikaci pulzi 1ze automaticky opakovat ve
vhodnych intervalech a tim ziskavat informace o zménach v podilu fotochemickych a
nefotochemickych procestt v listu na zhaSeni fluorescence chlorofylu v prubéhu dne. Vlastni
meétici postup a zplisob vyhodnoceni je pochopitelné slozitéj$i nez zde naznaCeny zakladni
princip.

Zadani ulohy:

Stanoveni zakladniho fluorescenéniho poméru (F./Fy) jako indikatoru
tepelného stresu

Zakladni fluorescencni pomér Fy/Fy se definuje jako podil variabilni (Fy) a maximalni
fluorescence (Fy;). Variabilni fluorescenci rozumime okamzitou hodnotu fluorescence
zmenSenou o zakladni fluorescenci (Fp). Pro vypocet pouzivame hodnotu okamzité
fluorescence dosazenou kratce po nahlém ozafeni predzatemnéné rostliny (Fy) dostatecné
silnym svételnym pulzem, ktery zpusobi uzavieni vSech RC PS II, zahlceni fotochemické
deexcitacni cesty (veSkery plastochinon v redukovaném stavu), a tudiz prudky narast
fluorescence na maximalni hodnotu Fy;. V tomto stavu jsou vSechna RC PS II ,,uzavfena“ a
nepiijimaji dal$i excitacni energii. Variabilni fluorescence se stanovi jako Fy - Fy a zadkladni
fluorescen¢ni pomér podle vzorce:

Fv/FM = (FM - F()) / FM

Zakladni fluorescence Fy se zjistuje ozafenim predzatemnéné rostliny velmi nizkou hodnotou
zéteni, pii které dochdzi k excitaci molekul chlorofylu PS II, avSak neuskuteciiuje se pfenos
této energie na Qa, a tedy ani necyklicky transport elektronti. Fy proto predstavuje zakladni
fluorescenci neovlivnénou kapacitou ostatnich elektronovych pienasect v thylakoidni
membrang.

Fluorescencni pomér variabilni ku maximalni fluorescenci (Fy/Fy) je obecnym
indikatorem snizeni funkce nebo poSkozeni reakcnich center (RC) fotosystému II.
U zdravych, neposkozenych ani jinak negativné¢ ovlivnénych rostlin mize Fy/Fy dosahnout
maximalni hodnoty 0,83. Pokud je fotosynteticky aparat rostlin nebo celd rostlina vystavena
pusobeni nekterého stresu, dochdzi k negativnimu ovlivnéni funkce PS II, coz se projevi ve
snizeni hodnoty Fvy/Fy. Dobfe prostudovanym stresem, jehoz disledkem je snizeni hodnoty
Fv/Fu, je piisobeni tepelného stresu na rostliny.

Rostlinny materidl:
ptaci zob (Ligustrum vulgare L.)
smetanka 1ékaiska (Taraxacum officinale (L.) Weber)

jitrocel stiedni (Plantago media L.)



Postup méieni:
(1) Zapnéte fluorometr PAM-210 a pockejte na ukonceni tivodnich testil (cca 30s).

(2) V nabidce na displeji fluorometru nastavte intenzity pouzitych typi svétla (opakovanym
mackanim tlacitka ,,I“ na klavesnici fluorometru:

ML - méfici svétlo, AL - aktinické svétlo, FR - vzdalené cervené zaieni, SP - saturacni pulz
ML = 3, AL = nenastavuje se, FR = nenastavuje se, SP = 10 (tj. maximalni hodnota)
(3) Na displeji fluorometru poté zmizi symbol ,,L“ za symbolem g v zavorce, tj. ,,g ()™
(4) Vlozte experimentalni list na méfici bod pfistroje a prilozte z vrchu magnetickou krytku.
(5) Ponechte experimentalni list takto po dobu 5 minut (zatemnéni).
(6) Po uplynuti doby vymacknéte na klavesnici fluorometru tlacitko ML, po 3s tladitko SP

(7) Na displeji pristroje odectéte hodnotu Fy, Fy, Fy/Fym (viz. Obr.2) a zaneste do tabulky (viz.
Tab 1.).
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(8) Experimentalni list vloZte do vysousSeci picky a vystavte po dobu 10 min teploté 30/35 °C.
(9) Experimentalni list vyjméte a opakujte méfeni v krocich 4-7.
(10) Opakovang vlozte list do vysouseci picky a vystavte po dobu 10 min teploté¢ 30/35 °C.
(11) Experimentalni list vyjméte a opakujte méteni v krocich 4-7.

(12) Vytvoite sloupcovy graf Fy, Fy, Fyv/Fum (v jednom grafu) pro kontrolni méteni, pro prvni
a druh¢ tepelné ovlivnéni.

(13) Formulujte zavér o vlivu tepelného stresu na parametry fluorescence chlorofylu,
porovnejte hodnoty ziskané po 1. a 2. ovlivnéni vysokou teplotou (30/35 °C) a proved’te
také mezidruhové srovnani.

TAB 1:

Rostlinny material Fo Fm Fv/iFm

kontrolni méfeni

po 1. tepelném ovlivnéni

po 2. tepelném ovlivnéni
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Obr. 4. Fluorometr PAM-210 Obr. 5. VysouSeci picka




