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Spektroskopie cirkularniho dichroismu

Smrk ztepily (Picea abies) vykazuje oproti jinym rostlinam nékolik odliSnosti. Ty naznacuji, ze rozdilna by mohla byt i reakce smrku
na aklimacni ozarenost a tedy i aklimacni strategie.

Chybéjici Lhcb3 a Lhcb6 proteiny, které byly povazovany za typické pro suchozemskeé rostliny, zplsobuji odliSnou strukturu superkomplexu
fotosystému Il (Koufil et al., 2016). U smrku navic neni zcela znam mechanismus nefotochemického zhaseni, ochranného mechanismu s
kratkou dobou pUsobeni vuci stresovym podminkam. Tato prace sleduje aklimaci, dlouhodobé ochranné mechanismy, semenackd smrku
na vysokou a nizkou aklimacni ozarenost. Cilem je popsat zmény na urovni thylakoidni membrany. Vysledky jsou zajimavé i v porovnani s
predchozimi vyzkumy na zralych jehlicich smrku — ty schopnost ménit slozeni a mnozstvi svétlosbérnych antén postradaji. (Kurasova et al.,
2003)
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C ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ * emisni spektra nerozvolnénych thylakoidnich membran se vyznacuji pasy pfri
1 685, 695 a 735 nm (Obr. 3A)

* pro smrk je typicka vyraznéjsi emise pri 695 nm, s rostouci aklimacni ozarenosti
roste pomér F685/F695 — vétsSi mnoistvi LHCIl trimer(l nezapojenych
do prenosu excitacni energie do reakéniho centra fotosystému Il u HL vzork(
oproti LL vzork(m (Obr. 3A)

* excitaCni spektra pro fotosystém Il nerozvolnénych i rozvolnénych thylakoidnich
membran maji excitacni maxima pri 436 a 476 nm (3B,C)

e pas pri 460-490 nm typicky pro Chl b a karotenoidy, u spekter nerozvinénych
membran s rostouci aklimacni ozarenosti klesa, méné svétlosbérnych antén
(Obr. 3B)

*u spekter rozvolnénych membran je intenzita pasu 460-690 nm priblizné stejna u
vSech vzork( (Obr. 3C)

* stejny efekt je viditelny i u excitacnich spekter fotosystému |

* méni se i pomér obsahu pigmentt Chl a/Chl b (Tab. 1)

* redukci LHCII u vzorkd aklimovanych na vyssi ozdrenost naznacuji klesajici pasy
CD nerozvolnénych thylakoidnich membran typu psi pfi (+) 505, (+) 685, (-) 673
nm (Obr. 4A)
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Obr. 3: Normovand fluorescencni emisni spektra (A) -
excitace probéhla pri vinové délce 476 nm (preferencni
excitace chlorofylu b) a excitacni spektra (B)
nerozvolnénych a rozvolnénych (C) - emise byla
detekovdna pri vinové délce 685 nm (emise PSll) (B,C)
thylakoidnich membrdn izolovanych ze smrku ztepilého

(Picea abies) a mérenych pri 77 K. Semendcky smrku byly

420 440

Tab. 1: Analyza obsahu pigmentu rostlin aklimovanych na rtizné ozdrenosti. Hodnoty byly
zjistény spektroskopicky z extraktu z jehlic v 80% roztoku acetonu. Data znacenad stejnym
pismenem v radku se signifikantné nelisi. (P > 0,05)

aklimovdany na rdGznou ozdrenost — LL (nizkd), NL LL NL HL
(kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou primérna Chl a/Chl b 2,59 + 0,042 2,76 + 0,05P 3,03 +0,10°
spektra ze tfi nezavislych experimentid a standardni Car/1000 Chl g 2616+ 4,7° 2653 + 3,22 365,4 + 15,4°

odchylky pri vinové délce 685 nm (A) a pri 476 nm (B, C).

Ziskané vysledky ukazuji, Ze primarni jehlice semenackd smrku maji oproti zralym jehlicim schopnost meénit mnozstvi a slozeni
svétlosbérnych antén v souvislosti s vysSi a nizsi aklimacni ozarenosti oproti té rlistové. To naznacuje ménici se pomér obsahu Chl a/Chl b,
pokles pasu 460-690 nm u spekter excitacnich a pasu cirkularniho dichroismu typu psi pfi (+) 685 a (-) 673 nm. Zajimavym poznatkem je,
ze s rostouci aklimacéni ozarenosti klesa teplotni stabilita makro-organizace pigment-proteinovych komplext, zatimco stabilita LHCII
trimerU roste. Vyskytly se i znaéné rozdily ve vlastnostech nerozvolnénych a rozvolnénych thylakoidnich membran. Vzhledem k témto
faktim se nabizi cela rada pokracovani prace a dalSich vyzkumu. Tyto poznatky by v budoucnu mohly prispét k objasnéni otazek tykajicich
se evoluce aklimacnich mechanizmd.

Material a metody

Semenacky smrku ztepilého (Picea abies) byly vypéstovany ze semen v rustové komore HB 1014 (Bioline-Heraeus, Némecko)
pti ozarenosti 100 umol m=2 s, relativni vlhkosti 65 % a svételném rezimu 16/8 hodin svétlo/tma (17 dn(). Poté byla ¢ast rostlin
aklimovdna na nizkou ozarenost (LL, 20 umol m= s1) a ¢ast na vysokou ozarenost (HL, 800 umol m2 s) po dobu 10 dnQ. U treti cCasti
rostlin zUstala ozdrenost nezmeénéna (NL, kontrolni).

Izolace thylakoidnich membran byla provedena sérii homogenizaci a centrifugaci rostlinného pletiva podle Noska, 2012.

Spektra cirkuldarniho dichroismu byla mérena v rozsahu 400-750 nm spektropolarimetrem J-815 (Jasco, Tokio, Japonsko). Nerozvolnéné
thylakoidni membrany byly pfipraveny resuspenzaci izolovanych membran se stanovenym obsahem Chls v médiu I, rozvolnéné
thylakoidni membrany byly resuspendovany v médiu Il a pomoci jehlového ultrazvuku (GM 3100, Bandelin Electronic, Berlin, Némecko)
sonifikovany. Vzorky pri méreni teplotnich zavislosti byly postupné ohrivany v Peltrierovém drzaku (20 °C — 70 nebo 80 °C). Diky prolozeni
sigmoidalni krivkou bylo mozno urcit T, (teplotu, kdy se intenzita CD pasu snizi na 50% hodnoty pfi 20 °C).

Nizkoteplotni fluorescenéni spektra chlorofylu a byla mérena pfi 77 K za pouziti luminescencniho spektrofluorometru LS50B (Perkin-
Elmer, Velka Britanie) a na zakazku vyrobeného optického kryostatu Dewarova typu.

VSechna méreni byla provedena na pudé Katedry fyziky, Pfirodovédecké fakulty Ostravské univerzity.

pasy psi typu: (+) 685, (-) 673, (+) 505 nm (Obr. 4A)
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pasy excitonické: (-) 650, (-) 458, (-) 448, (-) 438 nm (Obr. 4A); (-) 650, (-) 458, (+) 448, (+) 493 nm (Obr. 4B)
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v thylakoidni membrané — pokles psi typu pasl (Obr. 4A)

* u excitonickych pasl se neprojevuji vyrazné zmény (Obr. 4B) (rozdily v oblasti 500-600 nm na Obr. 4B
zpUsobené pravdépodobné rozptylem)
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Obr. 4: Spektra cirkuldrniho dichroismu nerozvolnénych (A) a rozvolnénych (B) thylakoidnich membrdn mérenych pri 20° C
izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies) Semendcky smrku byly aklimovdny na ruznou ozdrenost — LL (nizkd), NL
(kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou primérnd spektra ze tfi nezavislych experimenti normovand na maximum

absorpce chlorofylu a v Cervené oblasti spektra.

Teplotni zavislosti

* nejvyssi teplotni stabilitu makro-organizace pigment-proteinovych komplexti maji LL vzorky nerozvolnénych
thylakoidnich membran —— s rostouci teplotou klesa intenzita psi typu pasu (Obr. 5A,C; Obr. 6A; Tab. 2)
* teplotni stabilita LHCII trimerd roste —— pas pfi (-) 473 nm je typicky pravé pro LHCII trimery (Obr. 6B)
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Obr. 5: Typické teplotni zavislosti spekter cirkuldrniho dichroismu nerozvolnénych (A, B) a rozvolnénych (B, D) thylakoidnich
membradn izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies). Semendcky smrku byly aklimovdny na riiznou ozarenost — LL (nizkad)
(A, B), NL (kontrolni) a HL (vysokd) (C, D). Spektra byla normovand na maximum absorpce chlorofylu a v Cervené oblasti

spektra.
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Obr. 6: Typické teplotni zdvislosti CD pdsa pfi (+) 685 nm a (-) 673 nm (A) a (-) 473 nm a (+) 483 nm (B) ziskané z
nerozvolnénych a rozvolnénych thylakoidnich membran smrku ztepilého (Picea abies). Semendcky smrku byly aklimovany
na riznou ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Jednotlivé body byly proloZeny sigmoiddlni krivkou a
hodnoty jsou primérem tii na sobé nezavislych experiment.

Tab. 2: Prechodové teploty (T.) vybranych pdri pdsi typu psi a excitonickych pdst rozvolnénych a nerozvolnénych
thylakoidnich membrdn izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies) aklimovaného na ruzné aklimacni ozdrenosti — LL
(nizka), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Data znacenad stejnym pismenem v radku se vyrazné nelisi. (P > 0,05)
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CD signal (nm) Plvod T, (LL, °C) T, (NL, °C) T, (HL, °C)
685-730 psi-typ 55,1+ 0,9° 54,2 + 1,0 51,3 +1,2b
685-673 psi-typ 55,1+ 0,92 54,5 + 2,12 51,6 + 0,6P
505-550 psi-typ 57,7+0,7° 58,2 +£0,2° 56,8 + 1,62
483-473 excitonicky 58,6 +0,7° 60,0 + 0,6 61,1+ 1,5




