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ABSTRACT

Chlorophyll fluorescence technique represents an important tool for estimation of plant
photosynthetic performance and evaluation of effects of particular stress factors on plant
vitality. It is widely-exploited method in photosynthetic studies of higher plants and other
photosynthetizing organisms such as e.g. cyanobacteria, algae, lichens and mosses. Recently,
there are numerous application of chlorophyll fluorescence ranging from purely
photosynthetic to ecophysiological and plant stress studies. Among them, short- and long-
term photosynthetic measurements in the field, pre- and post-harvest control of fruits, growth
and vitality control in algal biotechnologies are of great importance. In plant tissue cultures
and in vitro cultivated plants, the method has met less frequent exploitation than in naturally-
grown plants. Since the 90-ies of the last century, however, an increasing number of
fluorometric studies in in vitro plants has been published. Recently, variety of methods based
on chlorophyll fluorescence technique is used in in vitro studies. This paper brings a
theoretical background, overview of recently used fluorometric methods, and commented
examples of their typical applications. The emphasis is given to the most recent and advanced
techniques, the use of which is expected to expand in the nearest future.

UvVoD

Metody méteni fotosyntézy se obecné déli na destruktivni (zalozené na vazeni piirastku
biomasy rostlin vzniklé fotosyntetickou cinnosti) a nedestruktivni (metody zalozené na
biochemickém ¢i biofyzikdlnim principu). V poslednich desetiletich nabyvaji na vyznamu
pfedevS§im metody nedestruktivni (ptehledné viz napt. Millan-Almaraz et al. 2009), které
muzeme dale rozdélit na (1) manometrické (zmény tlaku méfené pomoci Warburgova
ptistroje), (2) elektrochemické (pfimé meétfeni fotosyntetického vyvinu kysliku pomoci
Clarkovy kyslikové elektrody, (3) méfeni vymény plyni pomoci infracervenych analyzatora
plynt (fotosynteticka fixace CO, vuzaviené méfici komoie), (4) izotopova méfeni
(vyuzivajici znageného uhliku '*C), (5) metody fotoakustické, (6) matematické modelovani
(napf. biochemické modely fotosyntézy (pfehledné napt. Farquhar et al. 2001) zaloZené na
oxygenacni/karboxylaéni schopnosti enzymu RUBISCO odvozené ze zakladni studie
Farquhar et al. (1980) a vneposledni fadé¢ (7) metody zalozené na principu méfeni
indukované fluorescence chlorofylu. V tomto ptispévku je hlavni pozornost vénovana
detailnimu popisu fluorometrickych metod a jejich aplikaci v experimentech zaméfenych na
in vitro kultivaci rostlin. Jednotlivé metody jsou charakterizovany, jsou uvedeny jejich
vyhody a nevyhody a typické vyuZiti.
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Principy metody fluorescence chlorofylu a postupy méreni

Pro studium fyziologickych, zejména produkénich a riistovych procest rostlin kultivovanych
in vitro ma zasadni vyznam nedestruktivni stanoveni jejich okamzitého fyziologického stavu,
a to bez naruSeni vnitiniho prostfedi kultivacni nadoby. Z tohoto pohledu je méfeni
fluorescence chlorofylu, respektive odvozenych fotosyntetickych parametri velmi vhodnou a
perspektivni metodou. V posledni dobé bylo uvetejnéno nékolik piehlednych praci, které se
zabyvaji metodami méteni fluorescence chlorofylu, charakteristikou a rozborem jednotlivych
parametrl fluorescence chlorofylu a jejich typickymi aplikacemi ve fyziologii rostlin, napf.
Rohacek et Bartak (1999), Maxwell et Johnson (2000). V ptipad¢ studii uskutecnovanych na
rostlindch péstovanych in vitro je vSak vyuziti téchto metod omezeno technickymi parametry
kultiva¢nich nadob. Ptesto se v soucasné dobé fluorometrické metody vyuzivaji stale ve vétsi
mife. Jsou-li in vitro studie zaméfeny specificky na stanoveni rychlosti fotosyntézy,
respektive jejitho ovlivnéni konkrétnimi rastovymi podminkami, pak velkou vyhodu
predstavuji experimenty, ve kterych je fotosyntéza méfena soubézné jak gazometrickymi
metodami (vyména plyni mezi rostlinou a okolim, stanoveni rychlosti fotosyntetické fixace
CO,), tak metodami fluorometrickymi (napft. Fila et al. 2006). Takové experimenty umoziuji
kauzalni analyzu limitnich faktori fotosyntézy, nebot’ mohou korelovat fotosyntetické
parametry vztahujici se k fotochemické 1 biochemické €asti fotosyntézy. V téchto studiich lze
zjisténé zmény rychlosti fotosyntézy rostlinného materialu in vitro ptiradit konkrétnimu
faktoru, naptiklad teplot¢ listu, relativni vlhkosti vzduchu nebo vodivosti praduch.

Metoda saturacnich pulsi

Principem metody je sledovani odezvy velikosti emise fluorescence chlorofylu poté, co
rostlinu vystavime kratkodobé pulsu silného svételného zafeni. Tato metoda se pouziva pro
stanoveni maximalni a aktudlni rychlosti pfenosu energie ve fotosystému II a nadvaznymi
redoxnimi systémy membrany thylakoidu. Metoda je zaloZena na principu potlaceni
fotochemické cesty fotosyntézy, kterého je mozno dosdhnou kratkym, ale silnym zableskem
(pulzem fotosynteticky aktivniho zafeni) z vhodného umélého zdroje. Kratké saturacni
ozéateni zplsobi uplnou redukci chinonu Q4 a tim 1 doCasné zastaveni transportu elektront ve
fotosystému II. Pomoci této metody stanovujeme dva zakladni parametry fluorescence
chlorofylu, a to (1) Fv/Fu (rostlinny material je pfed vystavenim saturacniho pulsu v temnotné
adaptovaném stavu) a (2) kvantovy vytézek fotochemickych procesi ve fotosystéemu II
(®psn). Pomér Fy/Fy je Casto v odborné literatufe nazyvan nékolika synonymy, napt. zakladni
fluorescencni pomér, maximalni kvantovy vytézek, potencidlni kvantovy vytézek, kapacita
fotochemickych procesi ve fotosystému II. S ohledem na skutecnost, ze Fv/Fum patii
k nejsnaze méfenym fluorescenénim parametrim a Ze pokles jeho hodnoty velmi citlivé
indikuje pusobeni stresu ve fotosyntetickém aparatu, je jeho uplatnéni v rostlinnych in vitro
studiich velmi rozsahlé a ptrikladi vyuziti je velmi mnoho. Proto na tomto misté uvadim
pouze jeden ptiiklad, dalsi jsou uvedeny v nasledujicim textu pii popisu typickych aplikaci
v in vitro kulturdch. Pomoci hodnot Fv/Fy 1ze naptiklad stanovit rozdily ve fotosyntetickém
aparatu zplusobené stafim lista in vitro kultivovanych rostlin (Huang et al. 2003).

Pomoci metody saturacnich pulsit mizeme stanovit 1 takzvané fotochemické a
nefotochemické zhéaseni fluorescence chlorofylu (blize viz nésledujici text), které nam
napovidaji, jaky podil absorbované energie je fotosyntetickym aparatem vyuzit pro
fotosyntézu (tedy syntézu ATP, NADPH a naslednou fixaci CO») a jaky dil je vyuZit na
doprovodné procesy (napf. pieménu absorbované energie na teplo). Proporce mezi



fotochemickym a nefotochemickym zhaSenim fluorescence chlorofylu velmi citlivé odrdzi
pusobeni stresu na rostliny, a je proto velmi vhodnym indikatorem stresu.

Kautského pomala indukcni kinetika

Kautského pomald indukéni kinetika fluorescence chlorofylu je definovana jako casova
odezva fluorescence chlorofylu ziskana na predzatemnéném rostlinném vzorku béhem ozareni
trvajicim fadove jednotky minut (Obr. 1). Po ozafeni, které je u modernich méticich aparatur
vytvareno piimo svételnym zdrojem zabudovanym v pfistroji (fluorometru), dojde k nartistu
hodnot fluorescence na uroven Fp (angl. peak) a poté postupné klesd na uroven takzvané
rovnovazné fluorescence Fs (angl. steady-state fluorescence). Tento tradicni métici postup je
¢asto doprovazen piidanim satura¢niho pulsu v temnotné €1 na svétlo adaptovaném vzorku. Po
saturaCnim pulsu je zaznamenan narust fluorescence do maximalni trovné Fy; (temnotné
adaptovany vzorek) ¢i F'y (vzorek adaptovan na svétlo). Jednotlivé hodnoty fluorescence
chlorofylu ziskané¢ timto méficim postupem se vyuzivaji pro vypocet fotosyntetickych
parametra fluorescence chlorofylu (viz Tabulka 1).
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Obr. 1. Priklad zaznamu Kautského kiivky fluorescence chlorofylu se dvéma satura¢nimi pulzy (v Case: 15 s,
210 s). Sipkami jsou vyznaceny zéakladni charakteristiky (hodnoty signald fluorescence chlorofylu: Fy, Fy, Fy,
Fs, F'm, F') nezbytné pro vypocet parametra Fy/Fy;, qP, qN, @y,

Fotochemické a nefotochemické zhaseni

Termin “zhaseni fluorescence chlorofylu® v sobé zahrnuje veSkeré procesy probihajici v
thylakoidni membrané chloroplastu, které snizuji hodnotu fluorescence pod jeji maximalni
hodnotu. Jedna se o procesy (mechanismy), kterymi je excitacni energie odvadéna z reak¢nich
center (RC PS II). Fotochemické zhaSeni fluorescence chlorofylu zavisi na mnoZstvi
pritomného QA v oxidovaném stavu. Proces reoxidace Qa tedy zpiisobuje fotochemické



zhaSeni fluorescence, nebot” pienos elektronit z Qa na nésledujici elektronové pienasece (Qsg,
plastochinonovy zasobnik, komplex cytochromi be-f, atd.) je obvykle ukoncen tvorbou
NADPH, ktery je nasledné¢ vyuzit v biochemické Casti fotosyntézy. Fotochemické zhaSeni
fluorescence chlorofylu je vyjadieno koeficientem fotochemického zhaseni fluorescence
chlorofylu (gP), ktery je ekvivalentem mnoZstvi excitani energie zachycené a pfeménéné na
chemickou energii v reakénim centru PS II. Nefotochemické zhaSeni fluorescence chlorofylu
(qN) v sob€ zahrnuje vSechny procesy pusobici pokles kvantového vytézku fluorescence,
které nejsou bezprostiedné spjaty s redoxnim stavem Qa. Nefotochemické zhaseni je tvofeno
ttemi zakladnimi soucastmi podle charakteru fyziologického procesu, ktery se ve
fotosyntetickém aparatu uplatiuje:

qE energetické zhasSeni fluorescence (zavislé na pH gradientu)

qT zhaSeni zplisobené odpojenim LHC II (fosforylaci) a jejich pfesunem

od PSITkPS1
ql fotoinhibi¢ni zhaseni fluorescence (puisobené radia¢nim stresem)

Pro stanoveni téchto soucasti je nezbytné vystavit rostlinny material saturacnim pulsiim,
a to s vyuzitim specialniho postupu (blize viz Rohacek et al. 2008). Matematicky pak plati, Ze
gN = qE +qT +ql.

Tabulka 1. Zakladni parametry fluorescence chlorofylu odvozené zpomalé indukéni kinetiky
(Kautského kinetika) doplnéné o saturacni pulsy (zkompilovano z riznych literarnich zdroji).

Parametr | Nazev Rovnice vypoctu

Fy variabilni fluorescence Fyv=Fvam=Fu—-Fo

Fyv/Fum zékladni fluorescen¢ni pomér Fy/Fy= (Fu—Fy)/Fu

Dpsi kvantovy vytézek DOpsy = (Fym’- Fs) / Fy®
elektronového transportu PS 11

qP fotochemické zhaseni fluorescence qP=(Fm’ - Fs)/ (Fm* —Fo)

q(P)rer relativni fotochemické q(P)es = (Fm’ —Fs)/ (Fum - Fo)
zhaseni fluorescence

qN nefotochemické zhaseni fluorescence | qN = (Fy - Fy’) / (Fym — Fo)

q(N)rel relativni nefotochemické q(N)rel = [(FM — F()) — (FM’ — F()’)] / (FM — F())
zhaseni fluorescence

NPQ nefotochemické zhaseni fluorescence | NPQ = (Fy - Fv’) / Fy’

ql odhad koeficientu fotoinhibi¢niho ql=0,832 - (Fyv/Fy)
zhaseni fluorescence

9o zhaSeni zakladni fluorescence qo=(Fo—Fo")/ Fy

Rfd relativni pokles fluorescence Rfd = (Fp—Fs) / Fs
(syn. index vitality)

Rychlé indukcni kinetiky

Rychld indukéni kinetika fluorescence chlorofylu je definovana jako nartst fluorescence
chlorofylu, ktery je zaznamendn na temnotné¢ adaptovaném (zatemnéném) vzorku
fotosyntetizujicitho organismu béhem prvnich jednotek sekund poté, co byl vzorek vystaven
velmi kratkému piisobeni (1-2 s) zareni. Kinetika ma typicky polyfazicky charakter, ktery
vykazuje n€kolik vyznamnych boda (arovni), které jsou oznaceny symboly pismen O, J, I, P



(Obr. 2). Proto se tyto kinetiky nékdy v odborné literature uvadi jako OJIP kiivky (Strasser et
al. 2004). Bod ,,0* oznacuje "pocatecni fluorescenci (angl. Origin)" a odpovidd trovni
zékladni fluorescence, kterd byva v jinych studiich také oznacovédna zkratkou Fy. Body
znacené jako ,J* a , I odrdzi kratkodobou rovnovahu mezi mnoZstvim excitani energie
absorbovaného zafeni v PS II a od€erpavanim (pfenosem) této energie pomoci redoxniho
stavu chinont. Hodnot fluorescence typické pro body ,,J* a ,,I* je dosazeno ve velmi kratkém
tasovém useku od okamziku ozafeni vzorku: 2 a 30 ms. Uroveii fluorescence chlorofylu
oznacena ,,P* (angl. Peak) ptedstavuje maximalni dosazenou hodnotu (Fp). Obecné plati, ze
postupny narust fluorescence chlorofylu z irovné O do trovné P odrdzi postupné hromadéni
redukovaného chinonu (Qa) a inhibici elektronového transportu systémem pienasect
v thylakoidni membréan¢ chloroplastu (Lazar 2009).

Tabulka 2. Zakladni parametry fluorescence chlorofylu odvozené z rychlé indukéni kinetiky (OJIP). Vyznaceni
jednotlivych urovni fluorescence chlorofylu: O, J I, P (viz Obr. 2). Dalsi (specializované) parametry odvozené
z OJIP kiivky Ize nalézt napi. v praci (Strasser et al. 2004, Stirbet et Govindjee 2011), zde neuvedeno.

Fo zékladni (pozadi) fluorescence chlorofylu na urovni O (pocatek kiivky)

F, fluorescence chlorofylu na Grovni J (obvykle na 2 ms)

F; fluorescence chlorofylu na trovni I (typicky na 300 ms)

Fp fluorescence chlorofylu na Grovni P (peak)

Fv variabilni fluorescence chlorofylu, Fy = Fp - Fo (nebo Fy = Fy; — Fg jako maximum)
tin Cas, kdy je dosazeno poloviny Fp (nebo Fy)

tp Cas, kdy (nebo Fy) Fp je dosazeno

Fo/ Fp pomér zakladni a maximalni Grovné fluorescence chlorofylu

Fv/Fp pomér variabilni a maximalni urovné fluorescence chlorofylu,

V; relativni fluorescence chlorofylu na urovni J, Vy = (F;- Fo) / (Fm - Fo)

Vi relativni fluorescence chlorofylu na Grovni I, Vi = (F; - Fo) / (Fy - Fo)

Plocha plocha nad kinetikou fluorescence chlorofylu vymezena vodorovnou ¢arou v misté Fp a

vertikalni Carou v misté Fo

Rychlé indukéni kinetiky fluorescence chlorofylu se ve studiich zaméfenych na detekci stresu
u rostlin péstovanych in vitro dosud vyuzivaji v omezeném rozsahu, i kdyz prvni aplikace této
metody se datuje jiz do devadesatych let minulého stoleti. Romano et al. (1996) analyzovali
pomoci kiivek OJIP tspéSnost piemisténi rostlinek Quercus suber zin vitro do ex vitro
podminek v zavislosti na jejich ptedchozi in vitro inokulaci mykorhiznimi houbami. Zjistili,
ze mykorhiza zvySuje kvantovy vytézek fotochemickych procesti fotosyntézy, stejné jako
elektronovy transport a metabolismus fotosyntézy. V poslednich letech podobné Swain et al.
(2010) pomoci této metody sledovali uspéSnost aklimace rostlin Solanum nigrum po pienosu
z in vitro do ex vitro. V nasi laboratotfi vyuzivame kiivky OJIP pro detekci stresu ve
fotosyntetickém aparatu Potinara hybr. zplsobeného kultivaéni ozafenosti vin vitro
podminkach a ptisobenim kratkodobého radia¢niho stresu (fotoinhibice) — viz. Obr. 2

Fluorescencni emisni spektra

Spektralni  fluorescencni emisni kiivka je definovdna jako emise fluorescence
z fotosyntetizujiciho objektu méfené¢ho ve spektralni oblasti 640-800 nm. Zmény pribéhu
spektralnich kiivek, zejména hodnot fluorescence, pfisluSejici jednotlivym fotosystémim
zjisténé ve specifickych vinovych délkach (690 nm: PS II, 740 nm: PS I), jsou povazovany za
citlivy indikator ptsobeni stresu ve fotosyntetickém aparatu rostlin (napi. Pedros et al 2008).
Fluorescence je indukovédna silnym svétlem zrGznych zdroji (lampy s riznym emisnim
spektrem). V posledni dobé se Casto uplatituje i1 piistup laserem indukované fluorescence
chlorofylu. Pomoci této metody naptiklad Muioz-Muifioz et al. (2007) sledovali u in vitro
péstovanych rostlin Saintpaulia ionantha zmény ve fotosyntetickém aparatu vyvolané indukci
organogeneze a v jejim dalSim pribehu.
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Obr. 2. Prubeh rychlych indukénich kiivek OJIP na protokormech Potinara hybr. méfeny ve 14-dennim
intervalu v pribéhu in vitro kultivace. Kontrolni rostliny (modra ¢ara) byly kratkodob& vystaveny silnému
fotoinhibi¢nimu stresu (1000 yumol m™ s™ po dobu 30 min.). Fotoinhibice se projevuje jako pokles (viz Sipky)
hodnot fluorescence chlorofylu (Cervena c¢ara) a zména odvozenych parametrl, napriklad (Fp-Fo/Fp) - Roth,
Bartak, Dubova, Rotkovskd (nepublikovana data). Zmény ve fotosyntetickém aparatu v prub¢hu in vitro
kultivace jsou zfejmé pii porovnani mezi levym (14.11.2011) a pravym panelem (27.11.2011).

Zjisténi stresu v prithéhu in vitro kultivace

M¢éieni parametrii fluorescence chlorofylu v pribéhu in vitro kultivace nardzi na jistd
omezeni. Pouze u nevelkého poctu specializovanych aparatur vyrobenych zpravidla na
zakazku je sonda fluorometru umisténa pfimo v kultivaéni nadobg&. Proto se vétSina
experimentll omezuje na fluorometrickd méteni uskutecnéna pres sténu kultivacni nadoby, tj.
sonda fluorometru obsahujici detektor fluorescen¢niho zafeni je umisténa vné nadoby. Toto
uspofadani piinasi metodické problémy, nebot je tfeba vzit v uvahu optické vlastnosti
materidlu stény komory (absorpci, propustnost pro vinové délky viditelného zéafeni a
fluorescencniho signalu), mozné interakce zafeni jak se st€énou nadoby, tak s kondenzacnimi
kapkami vody na vnitfnich sténdch nadoby (mnohonasobné odrazy). Proto se zpravidla
fluorometrické parametry zjiSt'uji v pribéhu opakovaného otevieni kultivaéni nadoby ve
sterilnim prosttedi, pfedevSim pii pravidelné vyméné media (viz nize: opakovand méteni
s riznym ¢asovym krokem).

Metody mizeme rozdé€lit do dvou zédkladnich skupin: (1) kontinudlni métfeni vychazejici
z automatické registrace fluorescence chlorofylu pomoci fidici a zaznamové jednotky
fluorometru — napt. Réth et al. (2010) a (2) opakovana méfeni s riznym ¢asovym krokem
(zpravidla jednotky dnli nebo tydnil) — napf. Zanandrea et al. (2006). Ptikladem prvniho
ptistupu je vyuZziti pfistroje Moni-PAM (H.Walz, Germany) pro métfeni zmén (aklimacni
reakce) kvantového vytézku fotosyntetickych procestt ve fotosystému II (®psy) béhem
dlouhodobé¢ kultivace po ptevodu rostlin namnoZenych in vitro na agarem ztuzeném médiu do

bioreaktoru s tekutym médiem pracujiciho na principu docasné zaplavovanych kultur (Obr.
3).



0,800

0,700
0,600 -
0,500 -
0,400 -

0,300 - A

0,200 -

Dpsyy

0,100

Kultiva¢ni obdobi (27.10.-30.10.2009)

0,800

0,700 -

0,600 -

0,500 -

0,400 -

Dpsy

0,300 -

0,200 - B

0,100

Kultiva¢ni obdobi (27.10.-30.10.2009)

0,600
0,550
0.500 W%%
0,450 -

0,400
0,350 -
0,300
0,250 -
0,200 - C
0,150 -
0,100

Dpsy

Kultiva¢ni obdobi (27.10.-30.10.2009)

Obr. 3. Denni chody hodnot kvantového vytézku fotochemickych procesii ve fotosystému II (®pgy) pro
experimentalni druh Dionaea muscipula (A), Nephrolepis exaltata (B) a orchidej Potinara hybr. (C)
péstovanych v kultivacnich boxech s fizenym rezimem den/noc. U druhti Dionaea muscipula a Nephrolepis
exaltata je jasné patrnd postupna aklimace na kultivacni ozatfenost (trvaly trend mirné klesajicich hodnot,
zatimco orchidej Potinara je velmi dobie prizptisobena kultivaénimu zéafeni od pocatku kultivace
v bioreaktorech RITA®. Kapradinu ledvinik (Neprolepis exaltata) miZzeme na zakladé dat charakterizovat jako
senzitivni vici fotoinhibici, nebot’ v kfivkach jsou patrné vyrazné kratkodobé aklimacéni reakce hodnot
kvantového vytézku PS II na piechody svétlo/tma a tma/svétlo (viz Sipka). Vysoky stupenn senzitivity vici
fotoinhibici potvrzuji rovnéz velmi malé hodnoty kvantového vytézku (pod 0,2) na konci zobrazeného obdobi
(30.10.2009). — Dubova (2010)



Druhy pfistup zavisi na délce Casového kroku, ve kterém jsou fluorometricka méfeni
uskute¢novana. Mize jit jak o relativné Casto opakovand méteni v nékolikadennich odstupech
(Genoud et al. 1999), tak o méfeni provadéna v nékolikatydennim intervalu — napt. Serret et
al. (2001b) u Gardenia jasminoides. Délka Casového intervalu opakovanych meéfeni se
zpravidla fidi Cetnosti pasaZovani. Béhem pasdzovani lze uskutecnit 1 detailni fluorometricka
méteni vyuzivajici pomalou Kautského kinetiku fluorescence chlorofylu doplnénou o analyzu
zhaSecich mechanisml fluorescence chlorofylu. Tento pfistup umoZziuje presnou kauzalni
analyzu procest probihajicich v in vitro kultivovanych rostlinach, nebot’ poskytuje Sirokou
sadu fluorescen¢nich parametri: Fo, Fv/Fy, qP, qN, NPQ, Rdf - blize viz Principy metody
fluorescence chlorofylu a postupy méreni (Tabulka 2). Pomoci této metody Zanandrea et al.
(2006) zjistili, ze fotoochranné mechanismy fotosyntézy jsou aktivovany u in vitro
kultivovanych rostlin Malus domestica pi1 aplikaci doplitkového, kratkodobého zateni.

Chlorophyll fluorescence imaging

Rozvoj méfici a zaznamové ptistrojové techniky, ktery je zvlasté zietelny v poslednich dvou
desetiletich, umoznuje uplatnit metodu dvou 1 tfirozmérného zobrazeni fluorescence
chlorofylu (chlorophyll fluorescence imaging) ve fotosyntetizujicich organismech (Rohacek
et al. 2008). Podstatou této metody je zobrazeni fotosyntetizujiciho objektu, naptiklad listu,
ktery bud’ v odstinech Skaly Sedi nebo v nepravych barvach zobrazuje pro jednotlivy graficky
pixel jak hodnotu fluorescen¢nich signali (napt. Fo, Fm, Fs — bliZe viz Principy), tak hodnotu
jednotlivych parametri fluorescence chlorofylu, které maji pfesny fyziologicky vyznam
(naptiklad Fy/Fy, ®psp, NPQ). Diky technickym omezenim souvisejicim s dlouhodobym
umisténim in vitro péstovanych rostlin ve sterilizovanych uzavienych nadobkach a nutnosti
umistit kinetickou CCD kameru co nejblize méfenym objektim se tato technika vyuziva
v experimentech zaméfenych na rostliny péstované in vitro méné Casto nez u celych, volné
péstovanych rostlin. Poprvé byla metoda chlorophyll fluorescence imaging vyuzita
v devadesatych létech minulého stoleti (Smith 1995). Prvni studie vyuZzivaly zejména zmén
parametru Fy/Fy v pribéhu kultivace, napt. Omasa (1996) métil postupny rozvoj
fotosyntetické aktivity v rostoucich kalusech mrkve (Daucus carota). V soucasné dobé¢ se tato
metoda vyuziva zejména v experimentech zaméfenych na zhodnoceni vlivu sachardzy
v mediu na sniZzeni rychlosti fotosyntetickych procest riazné starych listka (Ibaraki 2006,
Solanum tuberosum). Métenymi parametry jsou Fy/Fy nebo @pgyy, Casto soubézné s dalSimi
biofyzikdlnimi indikatory stresu, naptiklad PRI — Plant Reflectance Index, jak tomu bylo ve
studii Ibaraki et Gupta (2010) zaméfené na zhodnoceni ucinki kratkodobého radiac¢niho
stresu. V posledni dob€ se in vitro kultury pouzivaji 1 jako modelovy objekt pro zjisténi
Casoprostorové heterogenity pusobeni toxickych latek na funkci fotosyntetického aparatu.
Vanova et al. (2009) méfila uinky fluorantenu, polycyklického aromatického uhlovodiku, na
fluorometrické parametry hrachu (Pisum sativum). Pti aplikaci fluoranthenu byl zjistén nartst
Fo a pokles hodnot Fy/Fuy a ®psy — vSechny tyto parametry indikovaly stres ve
fotosyntetickém aparatu.



Obr. 4. Kalusy Mandevilla splendens s rizné starymi rozvijejicimi se pryty a kofeny (vlevo) a vizualizace
heterogenity fotosyntetickych procest pomoci metody chlorophyll fluorescence imaging uvedena v nepravych
barvach spektra. Vysoké hodnoty jednotlivych parametri jsou pfedstavovany oranzovou a ¢ervenou barvou),
nizké hodnoty pak zelenou, modrou az tmavé modrou. Potencialni fotosyntetické procesy jsou zobrazeny ve
sttednim panelu pomoci parametru Fy/Fy;, aktualni fotosyntetické procesy v pravém panelu pomoci kvantového

vytézku fotosyntetickych procesu v PS II (@pgyy). Je ziejmé, Ze fotosyntetické procesy jsou nejvice stimulovany
v kalusech, respektive jejich ¢astech.

Studium vlivu patogenii a mykorhiznich hub

Vyuziti metody indukované fluorescence chlorofylu pro studium vlivu patogent c¢i
mykorhiznich hub na fotosyntetické procesy in vitro péstovanych rostlin se zatim omezuje na
specializované prace, nicméné podil téchto praci v poslednich letech nartsté. Jako ptiklad lze
uveést praci Christov et al. (2007), ve které byla sledovana odezva rostlin révy vinné (Vitis
vinifera) na inokulaci virovym patogenem svinutky (GLRaV-3). Byl zjistén narst hodnot
nefotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (qN), ktery byva spojovan s aktivaci
ochrannych protistresovych mechanismi v pletivech infikované rostliny. Vyhodou této
metody je fakt, ze Ize indikovat Casné fize plisobeni stresu na fotosynteticky aparat, 1 kdyz
nejsou jeste viditelné jakékoliv makroskopické ptiznaky poskozeni listu. Dalsi skupinu praci,
které vyuzivaji metodu fluorescence chlorofylu vin vitro péstovanych a inokulovanych
rostlinach, lze charakterizovat jako fizenou kolonizaci mykorhizni houbou, tedy dodani
mykorhizniho partnera do in vitro kultiva¢niho prostfedi. Pomoci fluorescence chlorofylu je
zjistovan vliv kolonizace mykorhizni houbou na fotosyntetické procesy. Tento pftistup
vyuziva inokulaci houbou Glomus sp. a byl uplatiiovan naptiklad u rostlin Fragaria vesca
(Hernédndez-Sebastia et al. 1999) a Prunus persica Borkowska et al. (2008).



Pienos rostlin 7 in vitro do ex vitro podminek

Zména fyzikalné-chemického prostiedi pti pienosu rostlin z in vitro do ex vitro podminek je
natolik z&vaznd, Zze vétSina rostlin omezuje svij rist, dokud se nepfizptisobi novym
podminkam, zejména sniZzené vlhkosti vzduchu a zvySenym hodnotam fotosynteticky
aktivniho zafeni. Tento pokles ristu, respektive rychlosti fyziologickych procesi, které se na
ném podileji, 1ze dokumentovat poklesem fotosyntetické aktivity v asimila¢nich organech.
Vhodnym méfenym parametrem je zadkladni fluorescencni pomér Fv/Fy, ktery klesa
v disledku stresu zpiisobeného zménou ristového prostiedi. Mira a délka trvani tohoto
poklesu oproti hodnotam ziskanych u in vitro rostlin je druhové zavisld. Zpravidla je
zaznamenan pokles trvajici jednotky dnli az tydnti (napt. Matysiak 2004). Hsu (2007) uvadi,
ze tento pokles trva 1-2 tydny a u vitdlnich rostlin se Fy/Fy zcela navraci k piivodnim
hodnotam naméfenym v obdobi pfed vylahvovanim az po 3 tydnech. Rostliny, u kterych je
zaznamenan rychly navrat hodnot Fy/Fy, pak vndsledném obdobi péstovani vex vitro
podminkach vykazuji zpravidla vyss$i rychlost ristu a produkce biomasy. Rychlost aklimace
na ex vitro podminky se jeSté zvySi, jsou—li experimentalni rostliny nékolik dni pted
pienesenim z in vitro do ex vitro ovlivnény mirn¢ zvySenou hodnotou ozatrenosti a doplikem
sachar6zy (Kadlecek et al. 2001, Van Huylenbroeck, J.M., Debergh 1996, Serret et al. 2001a).
I kdyz ptidavek sachardzy zvySuje vitalitu a zlepSuje jejich aklimaci na ex vitro podminky,
piinasi zpravidla pokles primarnich fotosyntetickych procest (Fv/Fy) — Fuentes et al. 2005,
Cassana et al. 2010. Aklimaci v ex vitro podminkach urychluje rovnéz exogenni aplikace
nekterych latek, naptiklad antirespirantii. Tento pfistup byl uplatnén v praci PospiSilova et al.
(2009). Aplikace ABA bezprostiedné po ptevodu zin vitro do ex vitro podminek vedla
k nartstu hodnot fotochemického zhaSeni (qP). Rovnéz pro sledovani reakce na tato ovlivnéni
muze poslouZit dlouhodobé méfeni zdkladniho fluorescencniho poméru Fv/Fy pfed pfenosem
do ex vitro podminek a bezprostiedné po ném. Bezprostiedné po pienosu do ex vitro
podminek se mohou na asimilacnich orgénech projevit ptiznaky fotoinhibice fotosyntézy.
Kromé poklesu hodnot Fv/Fy je takovy stav charakterizovan i poklesem kvantového vytézku
fotochemickych procesti ve fotosystému — ®pg;; a nartstem nefotochemického zhaseni
fluorescence chlorofylu - gN (Carvalho et al. 2001). Zmény hodnot riznych parametri
fluorescence chlorofylu mohou dostateéné citlivé indikovat vliv nékterych faktort, které
zvySuji uspéSnost pienosu zin vitro do ex vitro podminek. Pocitame mezi né napiiklad
ovlivnéni zvySenou koncentraci CO, (PospiSilova et al. 1999) v ex vitro podminkach nebo
zvySenim ozaienosti v obdobi bezprostfedné pted prenosem z in vitro do ex vitro podminek
(Semoradova et al. 2002).
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