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ANOTACE

Tato prace se zabyva métenim kiivek chlorofylové fluorescenéni indukce. Cilem prace
bylo pomoci PEA-fluorometru a DUAL-PAM-100 spektrometru provést méteni kiivek
riznych rostlinnych vzorka skrz cely fylogeneticky systém. Nasledné byla provedena
analyza a byla hleddna souvislost mezi tvarem kiivky, (popf. vyskytem aditivnich kroku)

a postavenim vzorku ve fylogenetickém systému.

Vysledkem prace je souhrn kiivek fluorescencni indukce a pienosové kinetiky Igpo, u nichz
je vramci kazdé vyssi fylogenetické skupiny zfeteln¢ pozorovatelny posun. Nizsi
fylogenetické skupiny rostlin, konkrétné¢ liSejniky, mechorosty, plavuné, kapradiny
a nahosemenné se vyznacuji pfitomnosti specifické vlny, ohrani¢ené aditivnimi kroky
H a G. Klesajici ¢ast této viny dobfte koreluje s kiivkou pienosové kinetiky gy a je spojena
s rychlou reoxidaci fotosystému I. U vyssich rostlin, tedy vSech krytosemennych nebyla
zminéna vlna s aditivnimi kroky pozorovana. Tento fakt souvisi i stvarem kiivky
ptenosové kinetiky Igy u krytosemennych rostlin, kterd nevykazuje Zadnou reoxidacéni fazi.
Tato fakta mohou vést k zavéru, ze kinetika pfenosu elektrond v blizkosti fotosystému I se

u riznych fylogenetickych skupin lisi.

Vsechna méfeni probihala v prostorach skleniki Vystavisté Flora Olomouc a v CR Hana,
Oddéleni biofyziky.

Kli¢ova slova: chlorofylova fluorescencni indukce; pienosova kinetika v 820 nm;

fylogeneticky systém; OJIP piechod; H a G krok; K krok



ANNOTATION

This paper deals with the measurement of chlorophyll fluorescence induction curves. The
aim of the study was to measure the curves in different plant samples through the entire
phylogenetic system with PEA-fluorometer and DUAL-PAM-100 spectrometer.
Subsequently, an analysis was done and a correlation between the shape of the curve (or
the occurrence of additive steps) and the position of the sample in the phylogenetic system

was investigated.

The result is a summary of the fluorescence induction curves and lgyy transmittance
kinetics curves. There is a clearly observable shift within each higher phylogenetic group.
Lower phylogenetic groups of plants, particularly lichens, bryophytes, lycopodiophytes,
ferns and gymnosperms are characterized by the presence of specific dip bounded by
additive steps H and G. The decreasing part of the wave correlates well with the
transmittance Kinetics curve and is associated with rapid reoxidation of photosystem I. In
the case of higher plants, the pronounced dip mentioned above was not observed. This fact
is related to the shape of the transmittance kinetics lgo which in angiosperms, where no
fast reoxidation part was observed. These facts may lead to a conclusion that the kinetic of

electron transport through photosystem | differs among different phylogenetic groups.

All measurements were made in the premises of greenhouses Flora Olomouc Exhibition

centre and CR Han4, Department of Biophysics.

Keywords: chlorophyll fluorescence induction; transmittance kinetics at 820 nm;

phylogenetic system; OJIP transient; H and G step; K step
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Uvod

Fluorescence chlorofylu a, coz je nejdulezitéjsi fotosynteticky aktivni pigment, je vedle
fotosyntézy a ubytku tepla tfetim konkuren¢nim procesem jeho deexcitace. I pfesto, Ze
v listech zdravych rostlin je za optimalnich podminek pouze 3-5% energie emitovano
fluorescenci, je tento proces jednou z nejlepSich neinvazivnich metod, ktera ndm poskytuje
podrobné informace o stavu fotosyntetického systému. Jednou z fluorescenc¢nich metod je
tzv. fluorescen¢ni indukce (FI), tedy zavislost fluorescence na Case béhem rychlého
osvétleni vzorku, ktery byl pfedtim adaptovany na tmu. Zéklady fluorescenc¢ni indukce

polozili jiz ve 30. letech Kautsky a Hirsch.

Cilem této prace bylo méteni kiivek fluorescen¢ni indukce na rozdilnych rostlinnych
druzich, v ramci celého fylogenetického systému. Vedle méfeni kiivek fluorescencni
indukce byly také méfeny kiivky ptrenosové kinetiky Igpg, které zobrazuji redoxni stav
komponentti fotosystému I, predev§im P700. Nasledn¢ byly v laboratofi z kiivek
vyhodnocovany jejich standardni parametry a byla pak hledana zavislost mezi systémovym
zatfazenim vzorku a tvarem kiivek fluorescen¢nich indukci. Nejvétsi pozornost byla
vénovana tzv. dipu, neboli vIng, tvofené aditivnimi kroky H a G, na kterou upozornil Ilik et
al. (2006) a byla hleddana souvislost mezi vyskytem této viny a pozici vzorku ve
fylogenetickém systému. Pfi analyze kiivek soub&ézného méteni FI a Igyg byl analyzovan

tvar kiivky Igpo v Case, piipadné viny s H a G kroky v FL.



I. Teoreticka ¢ast

1. Chlorofylova fluorescence, zaklady

Urcité molekuly (v nasem piipad¢ chlorofyl) jsou schopné absorbovat svételnou energii,
kterou emituji po urCité Casové prodleveé (trvani) jako energetické zafeni. Pfi pokojové
teplot¢ molekuly setrvavaji na zakladni energetické hladiné nebo na nizkém energetickém
singletovém (chem. vazba obsahujici jen jeden elektron) stavu (Sp) nebo na nejnizsi vibracni
hladin¢ (Noomnarm a Clegg, 2009). Pfti absorpci fotonu se molekula excituje z Sp na prvni
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elektronicky excitovany singletovy stav S; okolo 10-15 s (obr. 1). Tyto molekuly mohou

byt také transferovany na vyssi energetické hladiny S; az S,,. Excitované molekuly se poté

"1 Molekula nakonec uvoliuje

deexcituji na S; hladinu ptes vibra¢ni uvolnéni mezi 10-12 s
zbytkovou energii a piechazi do Sp hladiny pfes emisi fotonu, zvanou emisi fluorescence.
Zde plati, ze energie emitovaného fotonu se musi rovnat energii zménéné energetickou
hladinou. Svételna energie je absorbovana chlorofylem, karotenoidy a jinymi pigmenty
pfitomnymi ve fotosyntetickych svétlo-sbérmych komplexnich molekuldch ulozenych

Vv tylakoidnich membrénach zelenych rostlin [24]. [251. [61,
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Obr. 1: Vlevo Jablonského diagram s energetickymi hladinami, Sipkami naznaéeny energetické pochody
mezi jednotlivymi hladinami. Vpravo spektralni profily excitace chlorofylu a naslednd fluorescencni
emise, vyznaéené vinové délky v nanometrech.[A]



Absorpce fotonu Cerveného svétla u chlorofylu vyvolad prechod na jeho nejnizsi (prvni)
singletovou excitovanou hladinu, pro kterou existuji tfi wvnitini cesty deexcitace:
a) fluorescence, pii které se molekula vrati do zakladniho stavu; b) vnitini konverze, pii
které je energie molekuly konvertovana na vibra¢ni energii; ¢) mezi-systémové kiizeni, pfi
kterém je singletovy stav pfeveden na tripletovy (obr. 1). Pokud jsou pfitomny i dalsi
molekuly spolecné s chlorofylem, mohou vedle vnitinich cest Utlumu existovat i cesty

Vn&jii.

Svételna energie absorbovana chlorofylem mize byt vyuzita tfemi zpusoby: a) aby
nastartovala fotosyntézu (fotochemie); b) mize byt rozptylena ve formé tepla; ¢) miize byt
znovu emitovana jako fluorescence. Mezi témito tfemi procesy probihd kompetice, pii
zvyseni ucinnosti jednoho procesu se snizi vynos ostatnich dvou (obr. 2). Diky tomu nam
stanoveni vynosu fluorescence chlorofylu poskytne informace o zménach v Géinnosti

fotochemie a odvodu tepla ™.
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Obr. 2: Schéma excitace chlorofylu svétlem, jeho singletovy a tripletovy stav. Sipkami naznageny
pochody mezi chlorofylem, kyslikem a moZnymi cestami deexcitace. [B]

Fotosyntéza rostlin za pfistupu kysliku zahrnuje dvé svételné reakce pusobici na reakéni
centra dvou fotosystému: PSII (fotosystém 2) a PSI (fotosystém 1), coz jsou vedle
cytochromu bsf a ATP syntdzy dalsi dva klicové proteinové komplexy V tylakoidni
membrané (obr. 3). Svételna energie je absorbovana svétlosbérnym komplexem pigmenti
(LHA), které rozvad¢ji energii do obou fotosystémd, které ji vyuzivaji pro oxidaci vody na

kyslik, redukci NADP”, a produkci ATP.



VétSina chlorofylové fluorescence vznikd z anténnich komplext PSII a projevuje se jako
emise fluorescence v 685 nm ®1. Absorpce fotonu anténnimi molekulami je velmi rychly
proces, probihajici v fadech femtosekund, vedouci k formaci excitovaného chlorofylu
(Chl*). Hlavni funkci antény LHA je pievést excitacni energii do fotosyntetickych center
coz vede k fotochemii, ¢ast absorbované energie je vSak rozptylena ve formé tepla nebo
emitovana jako fluorescence (obr. 2). Primarni nabojova separace probiha v reakénich
centrech PSI a PSII, obsahujicich P700, resp. P680. Fotochemie trva v fadu pikosekund,

dalsi reakce zavisi na pfitomnosti svétla [20]
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Obr. 3: Schéma vnitini stavby tylakoidni membrany s vyznaGenymi fotosystémy, ostatnimi
slozkami a probihajicimi procesy. [C]
2. Typy chlorofylové fluorescence
Chlorofylova fluorescence je univerzalni metoda pro zisk informaci pfi studiu fotosyntézy,
biofyziky, biochemie a fyziologie zelenych rostlin. Analyza chlorofylové fluorescence je
citliva, neinvazivni a relativné jednoduchd. Méfeni fluorescence, kterd se béZzné pouZzivaji,
jsou: a) fluorescence pii pokojové teplote; b) nizkoteplotni fluorescence v tekutém dusiku;
c) fluorescenéni teplotni kiivka; d) variabilni fluorescence, liSici se ve zptisobu nasyceni
fotochemie, ptredevs$im: i) fluorescenéni indukce nebo analyza G¢innosti rostlin (PEA); ii)

pulzni amplitudova modulace (PAM) =



3. Chlorofylova fluorescen¢ni indukce

Chlorofylova fluorescencni indukce (FI) jsou charakteristické zmény v intenzité
fluorescence Chl a, pti osvétleni fotosyntetickych materiald po jejich adaptaci na tmu. FI se
také muze nazyvat fluorescencni piechod, nebo Kautského efekt, pojmenovany podle Hanse
Kautského (1891-1966). Pro vyssi rostliny a vétSinu fas plati, ze kiivka fluorescencni
indukce Chl a méfena pfi stalé iluminaci ma rychlou (v fadu sekundy) narGstajici fazi
apomalou (v fadu minut) klesajici fazi. Dale, svétlem exponované preparaty vykazuji
zmeény ve fluorescenci, pfi zmén€ vinové délky a intenzity svétla. Poté co je svétlo vypnuto
a preparatu je poskytnuta dostate¢né dlouha temna ¢asova perioda (15-30 minut az hodina),

o ’ v s s SR R . v v o7 v ’ r [20
puvodni fluorescencni indukéni kiivky jsou pii totozném osvétleni znovu pozorovatelné [20]

3.1 Polyfazové zvySeni fluorescence chlorofylu a (FLR): O-J-1-P prechody
Chlorofylova fluorescen¢ni indukce métend u fotosyntetizujiciho preparatu béhem prvnich
sekund intenzivni svételné excitace (stovky aZ tisice umol fotond m™ s FAR) nésleduje

temnotné-svételny prechod a je pro ni charakteristicky O-J-1-P piechod [

3.2 Instrumentalni systémy
V experimentalni soustavé musi byt dodrzeny tfi podminky, aby bylo mozné zméfit
arozlisit polyfazové FLR: 1) vysoka (saturujici) intenzita excitaéniho svétla (~1000-10000

2 5! FAR)-zarugena vysoce intenzivnimi svételnymi zdroji (xenonové

pmol fotoni m’
a halogenové lampy, svétlo emitujici diody, lasery); ii) rychly néastup osvétleni vzorku -
zajistén pouzitim dostatecné rychlé clony (zavérky) nebo soustavy bez ni; iii) rychlé ¢asové
rozliSeni detekovaného fluorescenc¢niho signalu - zajisténé pomoci dostatecné rychlého
konvertoru (pfevadéce). NejpouZzivanéjSimi typy fluorometrii pro méfeni FLR jsou PAM
aPEA fluorometry. Nicméné tyto dva typy fluorometri se lisi pfistupem k detekci

fluorescen¢niho signalu.

U PEA fluorometru je nepretrzité osvétleni pouzito k indukci fotosyntetického
elektronového transportu (jako tzv. aktinické svétlo), ale slouzi také ke zhodnoceni ,,stavu*
vzorku pies jeho fluorescenéni signal (jako tzv. mérné svétlo). U PAM 101-103 fluorometru

jsou pulzn€ modulované mérné svétlo a neptetrzité aktinické svétlo oddé€leny.

.....10....



Proto jsou fotosynteticky elektronovy transport a uzavieni reakéniho centra fotosystému II
(RCII) indukovany nepfetrzitym osvétlenim, ale ,,stav" vzorku je zkouman pies kratké
(1 us) mérné svételné zablesky, oddélené 10 milisekundovymi intervaly od sebe, v pribéhu
FLR méteni. Méfenim fluorescen¢niho signalu pii kazdém individualnim mérném zablesku,
tak jako par mikrosekund poté a naslednym odectenim téchto dvou signalim, je
fluorescence excitovand aktinickym svétlem eliminovana. Z tohoto duvodu, pokud je
intenzita mérného svétla konstantni, PAM fluorometry méii fluorescenéni vytézek, a to bez
ohledu na fluorescen¢ni intenzitu excitovanou aktinickou iluminaci. Fluorescen¢ni vynosy
se mohou liSit 1 pctindsobkem (mezi vSemi RCII bud’ otevienymi, nebo uzavienymi),
zatimco fluorescenc¢ni intenzita neni limitovana, jelikoz je pfimo uUmérnd intenzité
excitacniho svétla. Ruzné pfistupy detekce pti pouziti PAM nebo PEA fluorometru se

v “r N T 10
odrazeji predevsim v zjisStovani Fo, tedy minimalni fluorescence [0,

~11 ~



4. Jednotlivé ¢asti (kroky)

Vsechny kroky FLR se jasné¢ ukazuji, pouze pokud je pouzita logaritmickd prezentace
casové osy. V nasledujicim textu je vyraz ,.krok* synonymem pro vinu nebo vrchol, ktery se
vizualn¢ objevuje v urCitém okamziku FLR. Pfechod neboli faze je v nasledujicim textu
synonymem pro ¢ast FLR ktera za¢ina v urcitém bodé (kroku) a v nasledujicim kon¢i. J (11)
krok se obvykle objevuje pfi 2-3 ms a I (I2) krok pti 30-50 ms. Pocatecni O krok zastupuje
hladinu minimalni fluorescence Fy tak jako P krok =zastupuje hladinu maximalni
fluorescence Fu, které je vétSinou dosazeno pii 200-500 ms. Pojmenovani krokd J a I je
podlozeno praci Strassera a Govindjee (?%). Tyto kroky byly jiz difve oznageny, avsak jako
11 a 12, Schreiberem a jeho kolektivem. Strasser et al. (1995) poté dokézal ekvivalenci J
all; I aI2 krokt. Vhledem k tomu, Ze pocatecni O-J ptechod odrazi primarni fotochemické
reakce, byl pojmenovén jako fotochemicka faze FLR (231, jejimz charakteristickym rysem je
silna zavislost pocate¢niho sklonu a relativni vy$ky na intenzité excita¢niho svétla. Naopak
nasledny J-1-P ptfechod nemize byt urychlen zvySenim intenzity excitacniho svétla a protoze
je zavisly na teploté méfeni (v ramci fyziologického rozmezi) byl pojmenovan jako termalni

faze 19,
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Obr. 4 Obvykly pruabéh kiivky FLR. Na ose x je zobrazena logaritmicka prezentace ¢asu, na ose y
fluorescenéni intenzita. Vyznaceny jsou kroky O, J, I, P. [D]
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5. Vysvétleni podstaty jednotlivych krokii
5.1 Fotochemicka faze
5.1.1 Akumulace redukovanych Qp, zatimco Qg jsou redukovany

Fotochemicka faze (O-J ptechod) koresponduje s odbouranim inhibitoru, zhaSece Qa, coz je
prvni chinonovy akceptor fotoreakce II pfi fotosyntéze. Strasser a Govindjee (1992)
vytvoftili pracovni hypotézu, povazujici krok J za svétlem fizenou akumulaci Qa zaroven
s oxidovanym Qg, tedy druhym chinonovych akceptorem elektronu v PSII, poté J = Qa Qg.
Hlavni experimentalni dikaz, ze O-J ptfechod odpovida akumulaci pouze redukovanych Qa
vychazi zméfeni s DCMU (3-(3,4-dichlorofenyl)-1,1-dimethylurea), coz je inhibitor
elektronového transportu mezi molekulami Qa a PQ z PQ poolu. DCMU inhibuje tuto reakci
vazbou na vazebni misto Qg v PSII. Pokud je vzorek osetten DCMU, FLR métené pii
vysoké intenzité excitacniho svétla je charakteristické prudkym fluorescenénim nartistem,
dosazenim maximalni sytosti piiblizné v pozici kroku J, naméteného u neosetteného vzorku.
[231.B] Teoretické simulace FLR pti aplikaci 1 bez aplikace DCMU také potvrdily tvrzeni, zZe

Vv pozici J kroku dochazi predevsim k akumulaci redukovanych Q Al 10T

5.1.2 Donorova (darcovska) strana PSII

Pouzitim rGznych prosttedki, (Tris, vysoka teplota, NH,OH, pH) které inhibuji donorovou
stranu PSII, se ukazalo, ze fotochemicka faze je touto donorovou stranou ¢aste¢né fizena.
Stejnych zavért bylo dosazeno i na zakladé méteni FLR pfi nizké intenzit¢ excitacniho
svétla nebo zableskové fluorescencni indukce. V1iv donorové strany PSII na fotochemickou
fazi FLR, ktery zjistili Hsu (1993) a Lavergne a Leci (1993) je povaZovan za prvotni
piedpoklad rozdilného zhaseni fluorescence pii riznych redoxnich stavech (S-stavy, viz
sekci 1) OEC (komplexu vyvijejici kyslik) a vztahuje se tedy k donorové strané zhaseni

fluorescence a ne k rychlostem ptechodl S-stavil jako takovym o1,

5.1.3 Elektrické napéti mezi tylakoidnimi membranami

SoubéZnym méfenim FLR a zménami v absorbanci pti 515 nm (As;ss, zobrazujici elektrické
napéti mezi tylakoidnimi membranami, tzv. elektrochromicky posun) bylo zjisténo, Ze
maximum As;js se nachazi ptiblizné na pozici J kroku (18] pote bylo navrzeno, ze elektrické
napéti upfednostiiuje vytvofeni tripletového excitovaného stavu P680, tedy (*P680*), které
jako takové muZe vést k niz$i emisi fluorescence, aviak energie *P680* miize byt dale

zhasena i v RCII nebo LHA.
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Tyto procesy mohou vést k utlumu fluorescence na pozici J kroku. Dau et al. (1991) zjistili,
ze fluorescenéni signal se zvySuje pfimo Umérné se zvySenim elektrického napéti mezi
tylakoidnimi membranami a naslednd analyza dat ukazala, Zze elektrické napéti mezi

tylakoidnimi membrénami je zodpovédné za 7% fotochemické faze FLR [10]

5.1.4 Vliv ostatnich procest

Schreiber (2002, 2004) navrhl hypoteticky mechanismus zodpovédny za zhéseni
fluorescence pti J kroku. Navrhl, ze v PSIl s Qs muze probihat elektronovy transport pies
inaktivni vétev PSII, tz. Ze elektron mtze byt prenesen z P680 na Pheo2 (Pheo lokalizovany
v proteinu D2 PSII), nasledovany elektronovym transportem na Qg nebo Qg’. Zminény
proces je vzhledem K vysokym vynostim zpétné nesvételné rekombinace povazovan za
velmi neefektivni. Navrhovany elektronovy transport jako takovy by zptsoboval utlum
fluorescence v kroku J a tim vysvétloval nizsi fluorescenci v kroku J nez v kroku P pii FLR.

Zminény elektronovy transport byl nazvan Qg-zhaseci mechanismus [16]. 1171,

Golstev a kolektiv pouzili fosforoskop a teoretické simulace zpozdéné fluorescence (DF)
aFLR, aby prozkoumali ucinky rekombinace mezi elektronovymi akceptory a donory
v PSII. Tato rekombinace vede k DF, zji§téné v rozmezi 350 us — 5,5 ms. Autofi zjistili, ze
Cas, kdy se objevuje prvni vrchol (I1) pti DF, koresponduje s ¢asem maximalni hladiny FLR
mezi O-1 fazi méfené pii nizké intenzité excitaéniho svétla. Pivod I1 pfi DF prameni
z rekombinace QA" s Yz', kdy Qg je jednotlivé redukovan a ¢as trvani Yz* Qa” Qg je uréen

rychlosti elektronového transportu od Qa K Qg [41, 131, 151,

Lazar (2003) za pouZiti teoretickych simulaci v§ech modelti FLR zjistil, Ze fotochemicka
faze FLR je mimo jiné ovlivnéna nefotochemickym zhaSenim fluorescence pies P680*
a oxidovanym poolem PQ, zaroveni s nabojovou rekombinaci mezi P680" a Qa a také
pocateénim stavem OEC nebo rychlosti elektronového transportu z Yz k P680". Teoretické
vypocty a simulace FLR ukézaly, Ze pfenos excitacni energie mezi PSII systémy také

ovlivituje fotochemickou fazi FLR 81,
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5.2 Termalni faze

5.2.1 Akumulace redukovanych Qg vedle redukovanych Qa

Podle navrhu Delosme (1967) termalni faze (J-1-P piechod) koresponduje s odstranénim
zhasece, v tomto piipadé PQ, a to bud’ vazany na PSII jako Qg nebo volny v tylakoidnich
membranach. V zavislosti na tomto navrhu Strasser a Govindjee (1992) navrhli pracovni
hypotézu, tedy Ze I a P kroky odrazi svétlem fizenou akumulaci Qg a QBZ', vedle akumulace
Qa". Poté krok I odpovida stavu Qa Qg a krok P stavu Qa” Qg®. Piestoze akumulace
jednotlivych oxidovanych forem PSII pii krocich I a P ve FLR byly potvrzeny pouze

[19], [8]

teoretickymi simulacemi , jejich piifazeni ke kroktim I a P se zda byt rozumné, protoze

| pfi pouziti riznych typt simulaci bylo dosazeno stejnych vysledkd.

5.2.2 Donorova strana PSII

Inhibice donorové strany PSII potlauje termalni fizi FLR. Caste¢na inhibice OEC
(zpisobena vycerpanim komponentti donorové strany PSII nebo vysokou teplotou) vede ke
korelaci (vzajemnému vztahu) mezi rychlostni konstantou J-P pfechodu FLR a stabilnim
stavem rychlosti vyvinu kysliku. Vliv inhibice OEC na termalni fazi FLR byl zjistén
i teoretickymi simulacemi FLR. O participaci donorové strany PSII vJ-I fazi FLR
diskutoval i Vredenberg et al. (2005) na zaklad¢ teoretické analyzy three-state trapping
modelu (TSTM) .

5.2.3 Utlum fluorescence oxidovanym poolem PQ

ProtoZe inhibice OEC vede k nedostatku elektronti pro redukci PQ poolu, ktery i nadale
zustava oxidovany, zpiisobuje zhaSeni fluorescence. Toto zhaSeni fluorescence oxidovanym
poolem PQ pravdépodobné vede k potlaceni termalni faze FLR. Také pouZitim zableskové
fluorescen¢ni indukce bylo zjiSténo, ze termalni faze odraZi odstranéni zhaseni fluorescence
oxidovanym poolem PQ 3] Méfenim Fy indukovanym jednotlivymi zablesky nebo
nepretrzitym osvétlenim u vzorkid oSettenych DCMU a exogennimi PQ bylo zjiSténo, ze
zhéaseni fluorescence oxidovanym PQ poolem je zodpovédné pouze za 25% termalni faze

FLR [
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5.2.4 Komponent Q,, cytochrom bssg

Samson a Bruce (1996) navrhli, ze termdlni faze by mohla odrazet redukci komponentu
pojmenovaného Q. Oznaceni Q; bylo diive pouzito pro predpokladany elektronovy
akceptor, ktery mél byt soucasti alternativniho elektronového pifenosu nizké kvantové
ucinnosti.

Lavergne a Rappaport (1998) navrhli, ze jejich naméfena data by mohla vysvétlovat
nébojovou rekombinaci mezi P680" a Qa. Lazar (2003) ovSem zjistil, ze predpoklad
nabojové rekombinace by nemél téméf zadny vliv na simulovanou tepelnou fazi FLR. Lazar
et al. (2005) experimentdlné¢ dokézal, Zze zvySeni mnozstvi pivodné redukovaného
cytochromu cytbssg v tylakoidnich membranach osetfenych DCMU zpisobilo i zvySeni Fy
hladiny @ Tyto vysledky byly podpofeny i teoretickymi simulacemi, kdy cyt bssy byl
povazovan za akceptor elektronii od Pheo™ a donor elektronti do P680". Se souhlasem vyse
zminéné teorie Qy, i Cyt bssg mize byt identifikovan jako tento komponent. Redukovany
Pheo z prace Lazara et al. (2005) mize byt Pheo lokalizovany v proteinu D1 v PSII, ale také
Pheo2, ktery je ¢asti inaktivni vétve elektronového transportu, a vzhledem ke struktuie PSII
je také blize k cyt bssg nez Pheo. Navic Schreiber a Neubauer (1987) navrhli, Ze pokud
zhaseni fluorescence pies P680" zpiisobuje zhaseni fluorescenéniho signalu pii J kroku,
redukce P680" alternativnim elektronovym donorem napf. cyt bsse, Nebo karotenoidem by

mohla zvysit fluorescenci v priibéhu termalni faze FLR ¥,

5.2.5 Dalsi procesy vysvétlujici termalni fazi FLR

Na zaklad¢ méteni fluorescenc¢niho ttlumu po aplikaci jednoho ¢i vice svételnych zableskt
ve spojeni s experimentadlnimi modelovymi udaji Vasiljev a Bruce (1998) navrhli, Ze
termalni faze FLR je zplsobena odstranénim zhasecich prvka v LHA PSII. Moise a Moya
(2004) dospéli ke stejnym vysledkim za pouziti modulacnich 1 fdzovych fluorometra,
a zjistili, ze v pribéhu termalni faze se mliZze vyskytovat variabilni nebo pfechodné zhaseni
fluorescence.

Schreiber a Krieger (1996) piedpokladali, ze fluorescen¢ni signal FLR se sklada jak z rychlé
fluorescence, tak i z fluorescence zpozdéné (DF), prvni vzniklé piimo z excitovanych stavu,
druhé vzniklé nepfimo po formaci excitovanych stavli, pifes svételnou nabojovou

rekombinaci mezi P680" a Pheo™ 1%,
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Schreiber a Krieger (1996) navrhli, ze postupnym odstranénim nesvételného ubytku po
nébojové separaci vznika v PSII stav P680" Pheo” Qa’, ze kterého poté vyplyva zvyseni
vytézku DF, coz vede ke zvySeni fluorescencniho signalu pii termdlni fazi FLR. Golstev
a spolupracovnici zjistili, ze Cas, pii kterém se objevuje druhy vrchol DF (oznaceny jako 12)
koresponduje s ¢asem maximalni hladiny FLR v I-P pfechodu méfenym pii nizké intenzité
excitaéniho svétla [ Pl Pavod 12 v DF vézi pravdépodobné v rekombinaci Qa s Yz'

zatimco je Qg dvojnasobné redukovan 271

5.2.6 Elektronové transportni reakce po PSII

Pokud je FLR méfeno u zelené fasy Chlorella pti nizké intenzité excitaéniho svétla, obvykle
se po | kroku vyskytuje specificka vina M. Bylo navrzeno, Ze vyskyt této viny souvisi
s funkci PSI. AvSak pouZitim teoretickych modeli FLR méfenych pii nizké intenzité
excitaniho svétla Baake a Strasser (1990) wukazali, Ze zahrnutim elektronovych
transportnich reakci po PQ poolu (cyt bg/f komplex, plastocyanin (PC), PSI) do modelu
nedochazi k zobrazeni vizualni podobnosti okolo viny v kiivkach méfenych experimentalné.
Nové informace o elektronovém transportnim proudu po PQ poolu byly ziskdny az pii
soubézném méfeni FLR a pienosové kinetiky v 820 nm (lgxo), coz mélo zohlednit zmény
v redoxnim stavu PC a P700. Schreiber et al. (1989) a Strasser et al (2001) dokazali, ze Igyo
ma maximum ptesné¢ v pozici | kroku v O-J-I-P FLR méfeném s listy. K 820-nm
prechodovému signalu mohou teoreticky piispivat pouze PSI a jeho ptibuzné slozky, PC
a P700. Na zaklad¢ méteni s DBMIB a metylviologenem i méfenimi postupné oxidace PC
a P700 pfi dlouhém cerveném osvétleni s analyzou re-redukéni kinetiky Schansker et al.
(2005) zjistil, ze k pfechodovému signalu Igyo ptispivaji pouze PC a P700. Dale také zjistil,
ze rychla re-redukéni faze odpovida rekombinaci mezi P700+ a akceptorovou stranou PSI
(151 pfechodné omezeni akceptorové strany PSI vedouci k blokaci elektronli, docasné
vytvofené v elektronovém transportnim proudu je poté zodpovédné za I-P prechod ve FLR
(17 ge pravdépodobné, Ze limitace na strané PSI mtize byt v pocatku zptisobena neaktivni

ferredoxin-NADP-reduktazou (FNR) a nasledné neaktivnim Calvin-Bensonovym cyklem
[14]
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5.2.7 Fluorescence vychazejici z PSI

Itoh a Sugiura (2004) prodiskutovali vliv PSI reakci na OJIP piechody FLR pozorovanim
ptfimé fluorescence. Schreiber et al. (1989) pfi zajisténi piihodnych podminek (nasycené
svételné pulzy urCené vlnové délky, vzorky oSettené metylviologenem) zjistili, ze
transportni elektronovy proud se redukuje asi pti 50 ms, coz je ¢as, kdy se objevuje ve FLR
I krok. Vzhledem k tomuto tvrzeni, bylo navrzeno, ze I-P piechod zobrazuje redukci P700
vyse zminénym vysledkim bylo navrzeno, ze I-P pfechod FLR muze odrazet zvySeni
fluorescenc¢niho signalu ptichazejiciho z PSI. Byrdin et al. (2000) také zjistil, ze trimerni PSI
zaroven S dfive redukovanymi PSI askorbatem, vykazuji pfi pokojové teplot¢ FLR

s variabilni fluorescenci Fy rovné asi 12+ 5% z Fy [10]

5.2.8 Elektrické napéti mezi tylakoidnimi membranami

KdyZ je FLR méfeno u membran PSII, ve srovnani s intaktnimi (neporuSenymi) vzorky, se
vV FLR nevyskytuje I krok. Membrany PSII totiZ netvoii uzaviena seskupeni, ktera by
umoziovala formaci elektrického napéti mezi tylakoidnimi membranami ! Bl vzhledem
napéti vedly PospiSila a Dau (2002) k navrhu, ze I krok odrazi svétlem indukované zmény
Vv elektrickém napéti mezi tylakoidnimi membranami. AvSak vyskyt I kroku ve FLR
a maxima ve svétlem indukovaném elektrickém napéti v ¢ase, tak jako ho shrnuli Pospisil
a Dau (2002) se 1181 od vysledki, ke kterym dospéli Schreiber a Neubauer (1990). Ti zjistili,
ze svétlem indukované elektrické napéti mezi tylakoidnimi membranami mé& maximum
v J kroku, a ne v kroku 1. Navic navrhli, ze zvyS$eni fluorescenéniho signalu béhem termalni
faze FLR odréazi sniZzovani fluorescen¢niho zhaseni fizené relaxaci membranového napéti,
kde se fluorescen¢ni zhaseni vyskytuje mechanismem popsanym v sekci 5.1.3. Navic
K tomuto mechanismu se pfidavaji dalsi, tzv. vnitini a vnéj$i mechanismus, které v sobé
zahrnuji zmény v rychlostnich konstantach kroki v elektronovych transportech. Pokud se
tedy vyskytuje svétlem indukované elektrické pole, rychlostni konstanty vSech kroki
elektronovych transport se zméni, a urlitym zpasobem pfispéji ke zménam v emisi

fluorescence ™.
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Bulychev a Vredenberg (2001) zjistili Ze elektrogenni reakce generované v PSI, soubézné
s odbouranim fotochemické aktivity PSIL, ovliviiuji PSIL. Proto Vredenberg a Bulychev
(2002) navrhli tzv. fotoelektrochemickou kontrolu fluorescen¢niho vytézku. Pokud je
odbourdna fotochemicka aktivita PSII pii I kroku (za ptedpokladu redukce vSech akceptorti
elektronu v PSII), nasledny I-P piechod, vhledem ke zménam ve fluorescen¢nim vytézku,

vychézi z elektrickych reakci mezi tylakoidnimi membranami [26]. [101,

5.2.9 Svételny gradient v ramci vzorku

Kazdy vzorek pouzity pro méfeni FLR reprezentuje vrstvy pigmentl, coz vedle jinych
optickych efekti zplisobuje svételny prirtstek vytvoreny podél svételné drahy. Prirtstek se
poté odrazi vexcitaci sub-vrstev vzorku, jako svétlo o razné intenzité. Celkovy
fluorescenéni signal je poté souCtem signalt piichazejicich ze sub-vrstev. Za tohoto
predpokladu Hsu a Leu (2003) navrhli, ze I krok v FLR pochazi z abaxialni strany vzorku
(kdyz je osvétlovan z adaxialni strany). Vzhledem Kk tomu, ze fotochemicka faze FLR je
velmi citlivd na intenzitu excitacniho svétla, I krok by v celkové FLR m¢l odrazet
fotochemickou fazi FLR vychazejici z abaxidlni strany vzorku. Franck et al. (2005) na
zaklad¢ experimentidlniho méfeni i simulaci dosel k zavéru, Ze s ubihajicim casem od
pocatecni excitace pochazi métfeni fluorescencni signal ze stidle hlubsich vrstev. 1 kdyz
ucinek svételného piirtistku v ramci vzorku na celkovou FLR byl dokazan experimentalné

| teoretickymi simulacemi, nebylo dokazano, Ze by byl odpovédny za vyskyt I kroku ve FLR
[10]
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5.3 Aditivni kroky v FLR

5.3.1 K krok

Pokud je vzorek vystaveny vyssi teploté, objevuje se asi v 300-400 us novy krok ve FLR,

[0 Strasser a jeho spolupracovnici navrhli, ze vyskyt K kroku odrazi

pojmenovany K
inhibici OEC, pravdépodobné spojenou s inhibici akceptorové strany PSII. Obecnéji,
Strasser (1997) navrhl, ze K krok se objevuje, kdyz rychlost elektronového proudu od P680
k akceptorové stran¢ PSII prekroci rychlost elektronového proudu od donorové strany PSII
k P680. Protoze K krok odrazi akumulaci redukovanych Qa [21], i O-K piechod lze
povazovat za fotochemickou fazi FLR. AvSak klasicky O-J pfechod se neposouva do
krat$iho Casu (O-K), protoze za urcitych podminek mizeme vidét zaroven J i K krok ve
FLR, coz ukazuje, ze K a J krok odrazi dva rtuzné jevy. Proto je vyskyt zdroje K kroku

pfedpokladan i u nestresovanych vzorki, ale z divodii dynamiky se neobjevuje jako ,,pravy*

krok ve FLR 24,

5.3.2 HaGkrok

O-J-1-P pfechody nejsou pii standartnich podminkach typickou vlastnosti vSech
fotosyntetickych organismi. Bylo zjisténo, ze P krok (méfeny pfi vysoké intenzité
excitaéniho svétla se umisti mezi dals§i dva kroky ve FLR u dirkonozct (foraminifer),

7 r b W r 14
[V rémci pokraCovani v

zooxantel, liSejnikti a liSejnikti s lichenizovanymi fasami
pfedchozim O-K-J-I pojmenovani, byly tyto dva kroky pojmenovany H a G krok. Mezi
témito dvéma body H, G se ve kiivkach FI tvofi tzv. dip, neboli vina, jejiz vrcholy jsou
prave zminéné body. Ilik et al. (2006) na zékladé soubézného méteni FLR a Igyo riznych
vzorkll, s oSetfenim riznymi chemikéaliemi formuloval moZné procesy zplsobujici
aovlivitujici tuto vinu. Zaroven bylo také zjisténo, ze zminénd vina v FI, kterd byla
sledovana u fasy Trebouxia se v podobnych casech vyskytuje také u dirkonozct, ktefi
obsahuji jiné druhy symbiotickych fotosyntetickych fas. Tento fakt by mohl ukazovat, ze
Ssymbiotické fasy, ve srovnani s ne-symbiotickymi a vysSSimi rostlinami reguluji svij
elektronovy proud skrz PSI pfi temnotné-svételném piechodu jinou cestou. V této sféte je

vSak zapottebi provést detailngjsi vyzkum 0],
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Obr. 5 Ktivky FLR mé&fené s temnostné adaptovanymi rostlinnymi vzorky. Kiivka a — list hrachu bez
oSetfeni; kiivka b- list osetfen vodou o teploté 47°C po dobu 5 minut; kiivka c- list brambory oSetfen
vodou o teploté 44°C po dobu 13 minut; kiivka d- liSejnik Umbilicaria hirsuta. Data: Lazar (2003), Ilik et
al. (2006). Jsou vyznaéeny kroky O, K, J, I, H, GaP. [E]

5.3.3 Diivody klesajici faze viny v FlI

Klesajici ¢ast viny ve FI u lisejnikt vlastnicich tasu Trebouxia jako fotobiont, tak jako
u fasy Trebouxia samotné, se vyskytuje po P kroku v 0,2 — 0,4 s. Tato odrazi odstranéni
limitd akceptorové strany PSI, tedy rychlou re- oxidaci PSI. Odliv elektronti od PSI miiZe
byt vysvétlen rychlou, svétlem indukovanou aktivaci FNR, napf. pro izolované chloroplasty
zacina formace NADPH™ asi kolem 0,5 s az do n¢kolika sekund. Aktivace FNR probiha
v pribéhu konformaéni zmény enzymu, iniciované svétlem-indukovanou alkalizaci
stromatu, je tedy pfimo zavisla na pH. Proto se pfedpoklada, Ze optimalni pH pro FNR fasy
Trebouxia je posunuto k nizsim hodnotam, coz dovoluje rychlejsi aktivaci. Dal§im divodem
rychlé reoxidace PSI muze byt Mehlerova-peroxidazni reakce nebo cyklicky elektronovy

proud okolo PSI, vedouci k pfechodné reoxidaci redukovaného PQ poolu (a Qa) [71. [10]
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5.3.4 Divody vzrustajici faze viny v FI

Vzristajici faze viny v FI u Trebouxia- lisejnikti a fasy Trebouxia samotné se objevuje v 0,4
- 2s. Vzristajici faze neni nésledovana zménou v redoxnim stavu P700 a PC, proto tento
fluorescen¢ni nartst neodrdzi blokaci elektronti na hladin¢ PSI, tak jako je tomu I-P
prechodu FLR. JelikoZ byl vyloucen vliv CEF a zmény pH, dosel Ilik et al. (2006) k zavéru,
ze vzrustajici ¢ast viny je zplsobena re-redukci PQ poolu (a Qa). Tato redukce, jak je jiz
zminéno vySe, neni spojena s cyklickym elektronovym proudem okolo PSI, ale

pravdépodobné je zpisobena neschopnosti cyt bg/f komplexu rapidné re-oxidovat PQ pool
[10], [7]
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6 Metodika

6.1 Rostlinny material

Vzhledem k tomu, ze shromazd’ovani dat probihalo v intervalu od listopadu roku 2013 az do
unora 2014, tedy v zimnim obdobi, vétSina méfeni byla provedena ve sbirkovych sklenicich
Vystavisté Flora Olomouc. Tamni sbirky citaji velké mnozstvi pfesné¢ determinovanych
zastupct riznych fylogenetickych skupin, coz bylo podminkou pro sbér dat k této praci.
Me¢éteni FI u jehlicnanid Taxus baccata, Chamaecyparis sp., Pinus sylvestris a Picea abies
byla provedena ve venkovnim aredlu Vystavisté Flora Olomouc. Vzorky rostlinnych druh,
které ve sklenicich nebyly k dispozici, tedy liSejniky a mechorosty byly nasbirany piimo
v piirod¢, v kilometrovém okoli mésta Tovacov, Olomoucky kraj. Druhy Xantoria
polycarpa, Xantoria parietina, Lecanora muralis, Parmelia saxatilis byly nasbiriny na
zulovitych utvarech v lese, severovychodné od Tovacova, smérem na Olomouc. Zastupce
Peltigera apthosa se zastupci rodu Hypogymnia byly nasbirany na borkach stromd v luznim
lese, na biehu feky Moravy. VSechny mechorosty byly nalezeny tamtéz, na pid¢ luzniho
lesa. VSechny rostliny rostouci ve sklenicich mély pfed i v pribéhu méfeni konstantni
podminky, s teplotou 18-25 °C s dostatkem svétla a vlhkosti. Vzorky lisejnikii a mechorostt
byly nasbirany Ctyfi dny pfed méfenim a byly uschovany v mistnosti s dostatkem
rozptyleného slune¢niho svétla, na zvlhéovaném podkladu. Druhy Nicotiana tabacum,
Hordeum vulgare, Pisum sativum a Pinus sylvestris byly vypéstovany piimo v ristovych

komorach s optimalnim pfisunem svétla a vlahy, pfi konstantni teplot€, v CR Hana.
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6.2 Prislusenstvi
a) Méreni chlorofylové FI

HANDY PEA

il

_/
e

2N

‘o

‘o

’

7 /4

Obr. 6 Pohled na horni ¢ast ptistroje s displejem a ovladacimi tlacitky, napravo odstupuje kabel s detekéni
¢asti. Pod pfistrojem jsou umisténé 2 klipy. [F]

Vyrobce: Hansatech Instruments Ltd., Velka Britanie

Rozmeéry: 270x160%x220 mm

Vaha: 1.5 kg

Detektor: PIN fotodioda a rychly detekéni obvod chranény I. R. grafickym filtrem

[luminace: Zaostieny paprsek ultra-jasnych cervenych LED diod s amplitudou v 650 nm;
spektralni polom&r 22 nm. Maximalni intenzita na povrchu listu 3000 pmol m™ s, volitelna

Vv krocich po 1% v rozmezi 0-100%.

HANDY PEA (Plant efficiency analyzer - analyzér efektivity rostlin) chlorofylovy
fluorometr je pokrocily ptistroj, splitujici vSechny podminky pro piesné méteni F1. Sklada se
z kompaktni fidici jednotky, zajiStujici vysokou ¢asovou rezoluci a dale z detektoru, tedy
snimaci jednotky. Snimaci jednotka se sklada z n¢kolika LED diod, které jsou pies ¢ocky

zaméteny na povrch listu.
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Soucasti tohoto piistroje jsou i tzv. klipy. Klip ma dvé ¢asti, ta spodni je vystlana mékkou
¢asti a zabranuje poSkozeni struktury vzorku, naopak vrchni ¢ast ma tvar kruhu a uprostied
ni se nachdzi otvor 0 4 mm v priméru (12,6 mm?), s moZnosti zakryti posuvnym pliskem.
Tyto ¢asti jsou spojeny pruzinovou svorkou, ktera umoziuje pevné, ale Setrné uzavieni
vzorku a po vysunuti pliSku pies otvor miize dochéazet k temnostni adaptaci. Té€lo klipu je
vyrobeno z bilého plastu, ktery mirni u¢inky nahromadéni tepla na listu a horni, kruhova
¢ast je vyrobena z ¢erného plastu, k zamezeni moznosti ovlivnéni méfeni okolni intenzitou

svétla.

HANDY PEA vyhodnocuje vSechny dulezité parametry FI, potiebné k ziskani finalni kiivky
ato Fo, Fum, Fva Fv/F|V|.

Fluorescence (arb.)

g

Obr. 7 Vzor finalni kiivky FI, s vyzna¢enymi hlavnimi parametry Fo, Fy, Fy. Na 0se x logaritmicka
casova prezentace, na ose y intenzita fluorescence. Dale vyznaceny také kroky O, J, I, P. [G]

Vlastni méreni

Prvnim krokem k méfeni FI je nasazeni klipu na vzorek, coZ zajisti temnostni adaptaci, kterd
trva asi 15-20 minut. Béhem temnostni adaptace jsou vSechna reakéni centra plné oxidovana
a jsou k dispozici pro fotochemii, zatimco jakykoliv vytézek fluorescence je utlumen. Po
uplynuti potfebné doby jsou vzorky pteneseny k piistroji, klip je polozen na vngjsi cast
snimaciho aparatu. Poté je vysunut kryci pliSek a adaptovany vzorek je pfipraven k méfeni.
Po ptedchozim navoleni délky a intenzity osvétleni uz sta¢i zmacknout tlacitko Enter

a méteni je zapocato.
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Pro vSechna méfeni naSich vzorkl bylo zvoleno konstantni nastaveni, a to 20 sekund dlouhé

osvétleni, s intenzitou svétla 1200 pmol m?s® FAR (fotosynteticky aktivni zafeni).

Podminky byly zvoleny tak, aby se na vysledné kifivce mohly objevit vSechny kroky

a zaroven, aby nedoslo k presvétleni. Po ulozeni byla data pfenesena z pfistroje do pocitace,

kde se z nich pomoci piislusného programu vytvofily jednotlivé kiivky.

Celkem bylo provedeno na 300 méfeni, u 91 rostlinnych druhid. U kazdého druhu byla kvili

variabilité biologického materialu provedena tfi méfeni, aby se nasledné mohla eliminovat

mozna chybnd méieni.

fylogeneticky systém, od nejnizsich az po nejvyssi rostliny.

Snahou bylo zahrnout druhy zriznych taxont skrz cely

Rise Houby Rostliny

Podiise Vyssirostliny [VysSirostliny [Cévnaté rostliny

Oddéleni Ascomycota Jatrovky Mechy Plavuné |Kapradiny |Cykasorosty |Nahosemenné |Krytosemenné

Trida Pezizomycotina Jehlicnany Nizsi dvoudélozné |Jednodéloiné [Vyssi dvoudélozné
Pocet zastupcli 9 1 5 1 8 4 5 3 25 30

Tab. 1 Poéet analyzovanych vzorki v riznych fylogenetickych skupinach

b) Méreni pirenosové Kinetiky lg

DUAL-PAM 100

Obr. 8 V horni ¢asti centralni jednotka napojena na podita¢, v pozadi méfici hlavice. V dolni ¢asti
detailni pohled na méfici hlavice, demonstrace ¢erveného a modrého svétla. [H]
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Vyrobce: Walz, Némecko

Meérici systém DUAL-PAM 100 v sobé kombinuje paralelni zaznam signalti z fotosystému I
a Il s vynikajicimi opto-elektronickymi vlastnostmi. Ma vlastnosti jak PAM chlorofylového

fluorometru, tak i absorpéniho spektrometru s dualni vinovou délkou.
Soucasti:

a) Centralni jednotka s vykonnym mikroprocesorem a datovym tlozistém s rozméry 31

cm x 16 cm x 33,5 cm a hmotnosti 4,5 kg.

b) Meérici hlavice s P700 NIR emitorem DUAL-E: ¢ervena LED dioda, s mérnym
svétlem o dudlni vinové délce a silné-Cervena LED lampa zajistujici kontinudlni
aktinické osvétleni o vinové délce 720 nm, s nasycenymi zéblesky. Rozméry 10.5 cm x

55cmx 7 cm.

C) Méfici  hlavice s detektorem, DUAL-DB, smérmnym svétlem emitovanym
fluorescen¢nim emitorem 460 nm, a aktinickym, kontinudlnim svétlem z modré LED
diody. Detekcei signalu zajistuje PIN fotodioda, se specidlnim pulznim piedzesilovacem

pro méteni P700. Rozméry 15 cm x 5,5 cm X 7 cm.
Vlastni méreni

Prvnim krokem k méfeni pfechodové kinetiky Igo je tak jako u meéfeni chlorofylové FI
temnostni adaptace vzorku. V naSem ptipadé probihalo celé méfeni vtemné komote,
temnostni adaptace bylo tedy dosazeno uzavienim vzorkli do prostoru bez pfistupu svétla
a nasledna manipulace se vzorky probihala pfi nizko-intenzivnim zeleném osvétleni, které
nijak neovliviiuje ziskané vysledky. Po asi 20 minutové temnostni adaptaci se jiz vybrané
vzorky upevnily mezi snimaci a emitujici hlavici. Na pocitaci se pouzitim specialniho
programu nastavily potiebné parametry a po vyvazeni hladiny osvétleni bylo méfeni pies

pocita¢ zapocato.

V naSem piipadé bylo nastaveno meéfeni na 6 sekund, jelikoZ pro vykresleni kiivky

pfechodové kinetiky v pozici H a G kroku del§i dobu nepotiebujeme.

Celkem bylo provedeno 45 méfeni u 19 rostlinnych druhti. U kazdého druhu byla provedena
dvé méteni. Snahou bylo vytipovat zastupce ze vSech taxoni, u kterych jiz probehlo méteni

chlorofylové FI, aby bylo mozné sledovat trend ve zménéch kiivky Igz.
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6.3 Chemikalie

Vsechna méteni fluorescencni indukce byla provedena na neoSetfenych vzorcich, pouze pii
soubézném méfeni FI a Igy byla provedena méteni s DCMU u druhd Pinus sylvestris

a Hordeum vulgare. Konkrétné byl pouzit 50 uM roztok DCMU v 1% ethanolu.
6.4 Serazeni podle fylogenetického systému

Po shromazdéni vsech dat a odpovidajicich kiivek na pocitaci, byly tyto udaje sefazeny
podle fylogenetického systému. Sefazovani probihalo vzestupné, od nejjednodussich
(nejstarSich) az po nejslozitéjs$i (nejmladsi) zastupce, aby bylo mozné sledovat

predpokladané zmény ve kiivkach, vyskyt aditivnich krokti ve FI a zmény tvaru kiivky lgzo.

Chase Judd & Oimstead Soltis & Soltis ~ Burleigh & Mathews
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Obr. 9 Fylogeneticky systém rostlin podle Taize a Zeigera, z knihy Plant Physiology. [1]
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1. Vysledky

1. KFivky fluorescencni indukce v zavislosti na fylogenetické pribuznosti

vzorku

Jelikoz bylo nashromézdéno velké mnozstvi dat, méfeni bylo cilené a byly zajiStény

konstantni podminky, jsou vysledky této prace smérodatné a mohou byt zékladem pro dalsi

zkoumani tohoto typu.

Pro leps$i ptehlednost a porozuméni jsou ziskané vysledky zpracovany ve formé tabulek,

které jsou segmentovany vzestupné podle fylogenetického systému. U kazdé fylogenetické

skupiny jsou poté piiloZzeny vzorové obrazky kiivek a v zadvéru tohoto pododdilu jsou také

vytvorena srovnani grafti, ve kterych je jasné viditelny posun.

LiSejniky

U vsech zastupct lisejnikd, tedy #iSe Houby, oddéleni Ascomycota, tiida Pezizomycotina,

fad: Lecanorales jsou zfetelné viditelné H a G kroky ohranicujici jiz dfive zminovany dip.

U této fylogenetické skupiny je dip vyrazné vykresleny.
U lisejnikd se H a G krok vyskytl u 9 z 9 ptipadu, tedy u 100%. Odchylka se vyskytla u 0

z 9 ptipadd, tedy 0%.

Vyskyt | Pramérna | Odchyl-
HaG hladina ka
Rise Oddéleni | T¥ida Latinsky nazev | kroku Fu/Fu méfeni
Peltigera
Houby | Ascomycota | Pezizomycotina | aphthosa ano 0,771 /
Xanthoria
polycarpa ano 0,742 /
Xanthoria
parietina ano 0,771 /
Lecanora
conizaeoides ano 0,734 /
Lecanora muralis | ano 0,81 /
Hypogymnia
tubulosa ano 0,739 /
Hypogymnia
farinacea ano 0,761 /
Hypogymnia
physodes ano 0,793 /
Parmelia
saxatilis ano 0,793 /

Tab. 2 Vyskyt H a G kroku, primérna hladina F\/Fy a odchylka u zastupcu liSejniku.
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Obr. 10 Kitivka fluorescenéni indukce druhu Xanthoria polycarpa.

0,01 01 1 10 100 1000 10000 100000

Obr. 11 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Parmelia saxatilis.
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Jatrovky

U zastupci jatrovek, tedy fise Rostliny, podiiSe Vyssi rostliny, odd€leni jatrovky jsou H a G

kroky sice ne piili§ vykreslené, ale zietelné viditelné.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 1 z 1 ptipadu, tedy u 100%. Odchylka

se vyskytla u 0 z 1 pfipadu, tedy 0%.

Prumérna
5 Vyskyt H hladina Odchylka
Rise Oddéleni |Ttida Latinsky nazev a G kroku FulFum méfeni
Marchantia
Rostliny | Jatrovky polymorpha ano 0,788 /

Tab. 3 Vyskyt H a G kroku, praimérna hladina F\/Fy, a odchylka u zastupce jatrovek.
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Obr. 12 K¥ivka fluorescenéni indukce druhu Marchantia polymorpha.
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Mechy

U zastupcti mecht, tedy podiise Vyssi rostliny, oddéleni mechy, jsou H a G kroky zfetelné
vykreslené a vytvaieji mezi sebou napadnou vinu.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 5 z 5 ptipadu, tedy u 100 %. Odchylka
se vyskytla u 0 z 5 pripadd, tedy 0%.

Vyskyt Ha | Primérna hladina | Odchylka
Rise Oddé¢leni | Trida Latinsky nazev G kroku Fu/Fm méfeni

Polytrichum

Rostliny | Mechy commune ano 0,719 /
Dicranum
scoparium ano 0,793 /
Leucobryum
glaucum ano 0,784 /
Mnium hornum ano 0,742 /
Hypnum
cupressiforme ano 0,715 /

Tab. 4 Vyskyt H a G kroku, primérna hladina Fy/Fy a odchylka méfeni u zastupcti mechti.
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Obr. 13 Ki#ivka fluorescenéni indukce druhu Mnium hornum.
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Obr. 14 K¥ivka fluorescenéni indukce druhu Hypnum cupressiforme.

Plavuné

U zastupct plavuni, tedy podiise Cévnaté rostliny, oddéleni plavuné, jsou H a G kroky
viditelné a vytvéaieji ne pfili§ ndpadnou vinu.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 1 z 1 ptipadi, tedy u 100%. Odchylka
se vyskytla u 0 z 1 pfipadu, tedy u 0%.

Vyskyt H a Priméma | Odchylka
Rise Oddéleni | Ttida Latinsky nazev G kroku hladina Fy/Fy | méfeni
Rostliny | Plavuné Selaginella kraussiana ano 0,791 /

Tab. 5 Vyskyt H a G kroku, pramérna hladina F\/Fy, a odchylka mé&feni u zastupce plavuni.
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Obr. 15 K¥ivka fluorescenéni indukce druhu Selaginella kraussiana.

Kapradiny

U zastupct kapradin, tedy podtise Cévnaté rostliny, oddéleni kapradiny, jsou H a G kroky

vyrazn€ vykreslené, tak jako vlna, kterou ohranicuji.

V této fylogenetické skupin€ se se H a G krok vyskytl u 7 z 8 ptipadt, tedy u 87,5%.

Odchylka se wvyskytla u 1 z8 pfipadd, tedy 12,5% a mohla byt zpisobena
environmentalnimi vlivy.
) Vyskyt Ha | Prumérna Odchylka
Rise Oddéleni |Ttida Latinsky nazev G kroku hladina Fy/Fu méfeni
Rostliny | Kapradiny Cyathea cooperi ano 0,849 /
Arachnoides
adiantiformis ano 0,828 /
Pteris cretica ano 0,701 /
Pellaea
rotundifolia ano 0,814 /
Adiantum sp. ano 0,825 /
Asplenium nidus ano 0,852 /
Platycerium sp. ano 0,87 /
Homalocladium
platycladum / 0,821 ano

Tab. 6 Vyskyt H a G kroku, praimérna hladina F\/Fy, a odchylka méfeni u zastupct kapradin.
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Obr. 16 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Pteris cretica.
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Obr. 17 Kiivka fluorescen¢ni indukce zastupce rodu Adiantum.
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Cykasy

U zastupcti cykasi, tedy podiise Cévnaté rostliny, nadodd€leni Semenné rostliny, oddéleni
cykasorosty, jsou H a G kroky velmi vyrazné vykreslené, vina kterou ohranicuji je taktéz
velmi vyrazna.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 4 ze 4 ptipadut, tedy u 100%. Odchylka
se vyskytla u 0 ze 4 ptipadd, tedy u 0%.

5 Vyskyt H Primérna Odchylka
Rise Oddéleni Ttida Latinsky nazev a G kroku | hladina Fy/Fyy | méfeni
Rostliny | Cykasorosty Cycas circinalis ano 0,796 /
Cycas revoluta ano 0,85 /
Dioon edule ano 0,824 /
Ceratozamia
mexicana ano 0,814 /

Tab. 7 Vyskyt H a G kroku, primérna hladina F\/Fy a odchylka méfeni u zastupcu cykasi.
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Obr. 18 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Cycas revoluta.
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Obr. 19 K#ivka fluorescen¢ni indukce druhu Ceratozamia mexicana.

Jehli¢nany

U zastupct jehlicnand, tedy nadoddéleni Semenné rostliny, oddéleni Nahosemenné rostliny,
tiida jehlicnany, jsou H a G kroky velmi vyrazné, zietelné¢ viditelnd je i vlna, kterou
ohranicuji.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 5 z 5 ptipadd, tedy u 100%. Odchylka
se vyskytlau 0 z 5, tedy u 0 %.

Primérna
) Vyskyt H hladina Odchylka
Rise Oddgéleni Ttida Latinsky nazev | a G kroku FV/FM méfeni
Rostliny | Nahosemenné | Jehliénany | Taxus baccata ano 0,71 /
Chamaecyparis
sp. ano 0,712 /
Araucaria
heterophylla ano 0,83 /
Pinus sylvestris ano 0,842 /
Picea abies ano 0,836 /

Tab. 8 Vyskyt H a G kroku, Primérna hladina FV/FM a odchylka méfeni u zastupct jehli¢nand.
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Obr. 20 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Taxus baccata.
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Obr. 21 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Picea abies.
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Nizsi dvoudélozné

U zéstupct oddéleni Krytosemenné, tiidy Nizs§i dvoudé€lozné, se jiz aditivni kroky H a G
nevyskytuji a jejich kiivka vykazuje pro vyssi rostliny charakteristicky O-J-1-P piechod.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 0 ze 3 ptipadd, tedy 0%. Odchylka se
vyskytla u 0 ze 3 ptipadd, tedy u 0%.

Primérna
5 Latinsky Vyskyt H hladina Odchylka
Rise Oddéleni Ttida nazev a G kroku FulFum méfeni
Nizsi
Rostliny | Krytosemenné | dvoudélozné | Nymphaea sp. / 0,849 /
Piper
magnificum / 0,791 /
Laurus nobilis / 0,837 /

Tab. 9 Vyskyt H a G kroku, praméma hladina F\/Fy a odchylka méfeni u zastupct t¥idy niZzsi
dvoud¢lozné.
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Obr. 22 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Piper magnificum.
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Jednodélozné

U zastupct oddéleni Krytosemenné, tfidy Jednodélozné, se aditivni kroky H a G nevyskytuji

a jejich kiivka vykazuje charakteristicky O-J-1-P ptfechod.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 0 z 25 ptipadd, tedy u 0%. Odchylka

se vyskytla u 3 z25 ptipadd, tedy u 12%. Odchylka mohla byt zplsobena
environmentalnimi vlivy, popf. stresem.
5 Vyskyt H Primérna Odchylka
Rise Oddé¢leni | Ttida Latinsky nazev a G kroku | hladina Fy/Fy, | méfeni
Kryto- |Jedno-

Rostliny |semenné | délozné | Monstera deliciosa / 0,81 ano
Spathiphyllum
floribundum / 0,808 /
Zantedeschia
aethiopica / 0,768 /
Anthurium coriaceum / 0,819 /
Clivia miniata / 0,77 /
Furcraea selloa / 0,842 /
Aspidistra elatior / 0,814 /
Yucca guatemalensis / 0,847 /
Chlorophytum
comosum / 0,791 ano
Cordyline terminalis / 0,838 /
Agave americana / 0,843 ano
Phoenix canariensis / 0,824 /
Chamaedorea
microspadix / 0,778 /
Vanilla planifolia / 0,808 /
Musa sp. / 0,839 /
Strelitzia reginae / 0,825 /
Hedychium
gardnerianum / 0,817 /
Maranta leuconeura / 0,812 /
Brocchinia sp. / 0,786 /
Bromelia sp. / 0,765 /
Tillandsia usneoides / 0,788 /
Cyperus alternifolius / 0,848 /
Cyperus papyrus / 0,783 /
Arundo donax / 0,835 /
Hordeum vulgare / 0,824 /

Tab. 10 Vyskyt H a G kroku, primérna hladina FV/FM a odchylka méfeni u zastupci téidy Jednodélozné.
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Obr. 23 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Anthurium coriaceum.
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Obr. 24 Kitivka fluorescenéni indukce druhu Yucca guatemalensis.
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Obr. 25 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Tillandsia usneoides.
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Obr. 26 Kitivka fluorescenéni indukce druhu Strelitzia reginae.
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Dvoudélozné

U zastupct oddéleni Krytosemenné, tiidy Dvoudélozné se H a G kroky nevyskytuji a kiivka

vykazuje charakteristicky O-J-1-P ptechod.

V této fylogenetické skupiné se H a G krok vyskytl u 0 z 30 piipadu, tedy u 0%. Odchylka

se vyskytla u 3 z 30 ptipadu, tedy u 10%.

Primérna
5 Vyskyt H hladina Odchylka
Rise |Oddéleni | Ttida Latinsky nazev a G kroku FulFum méfeni
Vyssi

Rostli- | Krytose- | dvoudé-

ny menné |lozné | Crassula sp. / 0,823 /
Eucalyptus sp. / 0,81 /
Ficus laevis / 0,803 /
Ficus elastica / 0,756 /
Ceratonia siliqua / 0,834 /
Acacia stenophylla / 0,844 /
Pisum sativum / 0,842 /
Citrus discuria / 0,83 /
Citrus madurensis / 0,698 ano
Citrus sinensis / 0,804 /
Viola hederacea / 0,827 /
Begonia sp. / 0,843 /
Carica papaya / 0,818 /
Brachychiton populneus / 0,841 /
Hibiscus rosa-sinensis / 0,827 ano
Tetrastigma voinierianum / 0,82 /
Nepenthes alata / 0,836 /
Iresine herbstii / 0,831 /
Bougainvillea buttiana / 0,84 /
Sarracenia leucophylla / 0,846 /
Brunfelsia pauciflora / 0,835 /
Lycianthes rantonnei / 0,853 /
Nicotiana tabacum / 0,842 /
Streptocarpus kewensis / 0,809 /
Clerodendrum thomsoniae / 0,801 /
Rosmarinus officinalis / 0,814 /
Coffea arabica / 0,809 ano
Hedera helix / 0,81 /
Schefflera arboricola / 0,819 /
Euryops pectinatus / 0,853 /

Tab. 11 Vyskyt H a G kroku, primérna hladina F\/Fy a odchylka u zastupct tfidy Dvoudélozné.
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Obr. 27 Ktivka fluorescenéni indukce druhu Nepenthes alata
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Obr. 28 Kiivka fluorescenéni indukce druhu Hedera helix
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Obr. 29 Srovnani kiivek hlavnich analyzovanych taxont. A- Xanthoria polycarpa, zastupce lisejniki; B-
Hypnum cupressiforme, zastupce mechti; C- Adiantum sp., zastupce kapradin; D-Cycas circinalis, zastupce
cykasorostil; E- Taxus baccata, zastupce jehliénant; F-Yucca guatemalensis, zastupce jednodéloznych; G-
Pisum sativum, zastupce dvoudéloznych.
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Z vyse uvedenych grafi a tabulek je jasné viditelné, ze aditivni kroky H a G se vyskytuji u
vSech nizsich rostlin, od liSejnikd az po jehli¢nany. Vyskyt téchto krokt je spjaty predev§im

se strukturou PSI, FNR a PQ poolu.

2. Simultanni méieni kiivek fluorescen¢ni indukce a prenosové Kinetiky Ig,,
Pomoci soubézného méfeni fluorescencni indukce a prenosové kinetiky Igpo jsme byli
schopni nalézt zavislost mezi jiz dfive zminénym dipem, tedy vlnou ohrani¢enou aditivnimi
kroky H a G v kiivce FI a oxida¢né-redukénimi procesy, probihajicimi za PSI. Kiivka
prenosové kinetiky zobrazuje redoxni stavy komponentti P700 a PC.

U vsech kiivek Igyo odrazi pocatecni nartst oxidaci PC a P700 zpasobenou aktivitou PSI,
nasledny pokles poté odrazi jejich redukci pomoci elektront transportovanych z PSII.
V souhlasu s hypotézami vysvétlujici vznik aditivnich krokt H a G a vlny mezi nimi (viz
sekci 5.3) vykazuji kiivky Igpo reoxidaci ve stejném cCase, jako se u kiivek FI vyskytuje

klesajici ¢ast viny mezi H a G krokem.

Vysledky jsou tak jako v minulé sekci zpracovany do tabulky a souhrnu grafi.

Vyskyt Ha G Vyskyt rychlé
Latinsky nazev Taxonomicka skupina kroku reoxidace Vv lgy

Hypogymnia physodes Lisejniky ano ano
Polytrichum commune ano ano
Hypnum cupressiforme Mechy ano ano
Leucobryum glaucum ano ano
Selaginella kraussiana Plavuné ano ano
Cyathea cooperi ano ano
Arachnoides adiantiformis ano ano
Pteris cretica Kapradiny ano ano
Adiantum sp. ano ano
Asplenium nidus ano ano
Cycas revoluta ano ano
Dioon edule Cykasy ano ano
Ceratozamia mexicana ano ano
Taxus baccata ano ano
Araucarya heterophylla Jehli¢nany ano ano
Pinus sylvestris ano ano
Hordeum vulgare Jednodélozné / /

Pl_sun? sativum Dvoudélozné / /

Nicotiana tabacum / /

Tab. 12 Vyskyt H a G kroku zaroven s vyskytem reoxidaéni faze v lgy u vzestupné setazenych zastupcti
hlavnich analyzovanych taxonomickych skupin.
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Obr. 30 Dualni kiivka FI i Igy druhu Leucobryum glaucum, zastupce mechil. Kiivka FI ¢ervena, stupnice
vlevo, kiivka Igyy modré, stupnice vpravo.

Jak mizeme vidét na obr. 30, kiivka Igyo od zacatku az po asi 15 ms vzrusta (oxidace P700
a PC), poté dochazi ke zlomu a kiivka klesa (redukce), az okolo 500 ms dosahuje spodni
amplitudy, a nasledny vzist, tedy reoxidace P700 a PC je doprovazen poklesem v kiivce FI
(klesajici ¢ast charakteristického dipu), avSak v Case kdy probiha vzrlstajici ¢ast dipu

nedochdzi k zddnym zménam v kiivce Igyo,

1 10 100 1000
time [ms]

Obr. 31 Duélni kiivka FI (€ervené) i Igy (modie) druhu Pteris cretica.
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Obr. 32 Dudlni kiivka FI (€ervené) i Igy (modie) druhu Cycas revoluta.
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Obr. 33 Dudlni kiivka FI (¢ervené) i Igy (modie) druhu Taxus baccata.
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Obr. 34 Dudlni kitivka FI (€ervené) i Igy (modie) druhu Hordeum vulgare. Prvni ¢ast kiivky lgog —

vzist vypada podobné jako u nizsich rostlin, ale nasleduje pouze pokles, tedy redukce. Kiivka lgyo
nevykazuje zadnou vyrazné&jsi rychlou reoxidaéni ¢ast.
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Obr. 35 Dualni kiivka FI (Cervené) i Igyy (modie) druhu Pisum sativum. TaktéZ nevykazuje
rychlou reoxida¢ni ¢ast.
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Obr. 36 Srovnani dualnich kiivek druhu Leucobryum glaucum, zastupce mechu (nahote) a druhu
Pisum sativum,zastupce vyssich dvoudéloznych rostlin.

Pokud srovname dualni kiivky niz§ich a vyssich rostlin, viz obr. 36, mizeme vidét, Ze asi

do 100 ms, maji sice rozdilnou intenzitu, ale podobny tvar. Je zde vSak na prvni pohled

vidét, Ze u kiivky Igx0 mechu dochazi od asi 500 ms K rapidni reoxidaci, coz vede k poklesu

intenzity fluorescence, zatimco u dvoudé¢lozné rostliny zistava P700 redukovan a intenzita

fluorescence se v podstaté neméni. Tyto ktivky ukazuji, ze u nizsich rostlin trva blokace

elektronii zptisobena piechodovym zablokovanim akceptorové strany PSI mnohem kratsi

¢as, nez je tomu u rostlin vySSich.
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3. Simultanni méreni krivek fluorescenc¢ni indukce a prenosové kinetiky Igyo U
vzorkt oSetfenych DCMU
U druht Hordeum vulgare a Pinus sylvestris byla dualni méfeni provedena po piedchozim

osetfeni roztokem DCMU, ktery byl do rostlinného vzorku infiltrovéan za snizeného tlaku.
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Obr. 37 Srovnani dualnich ktivek druhti Pinus sylvestris (A, B) a Hordeum vulgare (C, D) oSetienych
deionizovanou vodou a DCMU. Kiivky A a C byly méfeny u vzorkd, dokterych byla infiltrovana voda
a maji totozny pribéh jako ty métené diive. Naopak kiivky B a D byly méfeny u vzorkt s infiltrovanym
DCMU.

Pokud srovname namétené dualni kiivky obr. 37, vidime, Ze infiltrace vody do vzorku nema
na tvar a prubéh kiivek témet zadny vliv. Jak uz bylo zminéno diive, DCMU je inhibitor
elektronového transportu mezi molekulami Qa a PQ z PQ poolu. Jak mlizeme vidét z kiivek
B a D na obr. 37 pii oSetfeni DCMU dochazi k prudkému fluorescenénimu naristu (¢ervena
kiivka FI) a k maximalnimu nasyceni fluorescence piiblizné v pozici J kroku. Tim ze
DCMU blokuje jakoukoliv redukci, dochazi k ¢astecnému potlaceni dipu 1 aditivnich krok
H a G v ¢asti B. Na kiivkach Igyo v ¢asti B a D tak proto miizeme vidét predevsim oxidaci,

nebo jen nepatrnou redukéni ¢ast s poklesem. Absence redukéni faze je zpusobena je

zplisobena absenci elektront z PSII, které v normélnim stavu redukuji PSI.
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Zavér a diskuze

V této praci byl sledovan vyskyt charakteristické viny a aditivnich kroklt H a G v kiivce
fluorescenc¢ni indukce. Touto problematikou se u liSejnikti vlastnicich fasu Trebouxia jako
svlj fotobiont zabyvali detailné Ilik et al. (2006). Diky téméf minimalnim odchylkdm tato
prace dokonale potvrzuje, ze specifickd vina se vyskytuje pfevazné u nizSich rostlin,
konkrétn¢ liSejnikii, mechorostii, plavuni, kapradin a jehli¢nant. Po jehlicnanech piichazi
zlom, jelikoz u nizsich dvoudéloznych rostlin jiz vlna nebyla zaznamenana. Bohuzel,
vzhledem k podminkam méfeni, nebylo mozné detailn¢ vystopovat, u kterych zastupci se

vlna ¢astecné objevuje a u kterych ne, jelikozZ rostlinny material byl znaéné omezen.

vvvvvv

dirkonozcii a nekterych stresovanych vysSich rostlin [ Avsak nage prace, jako cilend
analyza fylogenetického systému ukézala, ze aditivni kroky H a G i specificka vlna se
objevuji u daleko vétSiho poctu nizsich rostlinnych druhil a proto stoji za dalsi, detailné;jsi

vyzkum.

Simultinnim méfenim kiivek fluorescencni indukce 1 ptenosové kinetiky v 820-nm
a méfenim pii osetieni DCMU bylo dokazano, ze vyskyt viny zavisi pfedevsim na Kinetice
transportu elektronti fotosystémem I, ktera se v prifezu fylogenetického systému riizni,
a dale také zavisi na rychlosti redoxnich déji v PQ poolu a rozdilné aktivaci FNR. Pfi
sledovani prvni, klesajici ¢asti zmiflované specifické vlny, jsme dosli ke stejnému zavéru
jako Ilik et al. (2006), tedy ze tato Cast je zpisobena rapidni reoxidaci fotosystému I
elektrony produkovanymi ve fotosytému II. Tato reoxidace je aktivovana pravdépodobné
rychlou aktivaci FNR. FNR je ve tm¢& inaktivni enzym, ktery je rapidné aktivovany svétlem.
U vyssich rostlin je odtok elektronti od PSI pomaly, gradualni proces. Dochazi tedy k tomu,
ze elektronovy transportni fetézec je stale redukovan a nemuize byt rapidn€ zoxidovan
predeslym elektronovym transportem, tak jako je tomu u vyvojoveé nizSich rostlinnych
skupin. Dalsim faktem je, Zze vzristajici ¢ast specifické viny do kroku G nekoreluje
s kiivkou Igyo, tedy ani s redoxnimi stavy P700 a PC. Proto tedy tato vzrustajici ¢ast neodrazi
blokaci elektrond na hladiné PSI, tak jako je tomu pfi I-P narGstu ve FLR (viz sekci 5.2).
Jelikoz Ilik et al. (2006) ve své praci vyloucili vliv CEF a zménu pH lumenu na specifickou
vilnu, je opravdu mozné, ze jejich domnénka vzniku této viny nerovnovahou mezi PSII a PSI
vyvolanou rychlou aktivaci akceptorové strany PSI miize byt pravdiva. S nejvétsi

pravdépodobnosti se v§ak zde jedna o reredukci PQ poolu.
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Velice dilezitym faktorem pii méfeni byla také vySe hladiny Fy/Fy. Jeji velikost az tak
nesouvisi s fylogenetickym postavenim vzorku, i kdyz se u nékterych taxonti miize riiznit,
ale pfimo zavisi na environmentélnich faktorech prostfedi, napt. dostatku zivin, vody, svétla
atd. Pokud se u vzorku hladina F\/Fy rapidné sniZzi, znamena to, Ze rostlina je silné
stresovana a fotochemické procesy jsou utlumeny. Napt. W. W Adams III et al. (2002)
zjistili, ze u jehlicnanli dochédzi k sezonnim zméndm v kapacité fotosyntetického

elektronového transportu a tim i ke zménam v F\/Fy vV zavislosti na ro¢nim obdobi.

Obecné se da fici, ze métenim fluorescencni indukce a napt. hladiny F\/Fy, jako jednoho
Zjejich parametri, muizeme ziskat detailni informace o struktufe rostlinného
fotosyntetického systému, o celkové fyziologii rostliny a jejim momentalnim stavu.
Informace ziskané analyzou nameétfenych dat, mohou byt pouzity vV mnohych, nové se
rozvijejicich oborech. Napftiklad hladina Fy/Fy mtze byt zakladem pro precizni zemédélstvi,
kdy na zdkladé¢ meéteni fluorescenéniho vytézku pii riznych environmentalnich faktorech
potla¢ime jakékoliv vné&j§i negativni ucinky, ¢imz zvy$ime vynos rostliny. V budoucnu
budou moci byt informace o reakcich rostliny na vngjs$i faktory podkladem pro genové
inzenyrstvi a péstovani odolnéjSich, popf. vynosnéjSich mutantd. V rdmci nastinénych
vysledi by se teoreticky meéfeni kiivek fluorescenéni indukce mohlo pouzivat
k systematickému rozfazovani rostlin do jednotlivych taxonl, coz by vzhledem
K minimalnim rozdilim ur€itych kiivek bylo velice nepfesné. Systematického t¥idéni
pomoci rozdilné fluorescencni intenzity by mohlo byt vyuZito v jiZ zminéném preciznim
zemédelstvi, kdy bylo pfi plosném méfeni teoreticky mozné rozlisit péstovanou rostlinu a

plevel.

Meéfeni fluorescenéni indukce chlorofylu mize byt taktéZz zatazeno jako doplitkova kapitola
uciva stfednich Skol, pfedevs§im botaniky a fyziologie rostlin, pfi probirani fotosyntézy a

svételnych déji nebo i ve fyzice, v ramci optiky a svétla.
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Seznam pouzitych zkratek

Asis
ATP
cyt
DBMIB
DCMU
DF

Fo

FAR

FI

FLR

Fm

Fv
Fv/Fm
Chl
Chl*
lg20
LHA
MV
NADP
NH,OH
0,K, J(=11), 1 (=12), H, G, P
OEC
P680
’P680*
P700
PAM
PC
PEA
Pheo

Absorpc¢ni signal méfeny v 515 nm
Adenosintrifosfat

Cytochrom
2,5-dibromo-3-methyl-6-isopropyl-p-benzochinon
3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea; Diuron
Zpozdéna fluorescence (Delayed fluorescence)
Minimalni fluorescence Chl a

Fotosynteticky aktivni zafeni

Fluorescen¢ni indukce (FLR i fluorescencni pokles)
Narast fluorescence Chl a

Maximalni fluorescence Chl a

Variabilni fluorescence (= Fu-Fo)

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie v PSII
Chlorofyl

Excitovany stav chlorofylu

Signal pfechodové kinetiky méteny v 820 nm
Chlorofyl obsahujici svétlo-sbérnou anténu
Methylviologen

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
Hydroxylamin

Jednotlivé kroky ve FLR

Komplex vyvijejici kyslik (Oxygen-envolving complex)

Primérni elektronovy donor v PSII
Tripletovy excitovany stav P680
Priméarni elektronovy donor v PSI
Pulsni amplitudova modulace
Plastocyanin

Analyzér rostlinné vykonosti (Plant eficiency analyz.)

Primarni el. akceptor v PSII, pheofytin, v D1 proteinu
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Pheo2
PQ
PSI
PSII
Q2
Qa

Qs
RCII

Sn(n=0,1,2,3)
Tris

TSTM

Yz

Pheofytin lokalizovany v D2 proteinu
Plastochinon

Fotosystém I

Fotosytém II

Komponent v PSII

Prvni chinonovy el. akceptor v PSII
Druhy chinonovy el. akceptor v PSII
Reakéni centrum PSII

S-stavy excitace
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Three-state trapping model
Tyrosin 161 D1 proteinu
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